Gra(luag ao

Sanidade, Seguranga
Alimentar e Ambiental

no Agronegocio.

INSTITUTO BIOLOGICO

Influéncia da infeccdo por molicutes na sobrevivéncia de Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) quando exposto a inseticidas quimicos e fungos

entomopatogénicos

LUISA CAROLINA RICCI LUCON

Dissertacdo apresentada para obten¢do do titulo de
Mestre em Sanidade, Seguranga Alimentar e
Ambiental no Agronegécio. Area de Concentragio:
Seguranca Alimentar e Sanidade no Agroecossistema

Sao Paulo
2025



SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO DO
ESTADO DE SAO PAULO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANIDADE, SEGURANCA ALIMENTAR
E AMBIENTAL NO AGRONEGOCIO

Influéncia da infec¢do por molicutes na sobrevivéncia de Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) quando exposto a inseticidas quimicos e fungos

entomopatogénicos

LUISA CAROLINA RICCI LUCON

Dissertagdo apresentada para a obtencao do titulo de
Mestre em Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental
no Agronegéocio. Area de concentragio: Seguranga
Alimentar e Sanidade no Agroecossistema

SAO PAULO
2025



LUISA CAROLINA RICCI LUCON

Influéncia da infec¢do por molicutes na sobrevivéncia de Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) quando exposto a inseticidas quimicos e fungos

entomopatogénicos

Dissertagdo apresentada para a obtengao do titulo de Mestre
em Sanidade, Seguranga Alimentar € Ambiental no
Agronegocio.

Area de concentragdo: Seguranga Alimentar e Sanidade no
Agroecossistema

Orientador: Prof. Dr. Mario Eidi Sato
Coorientador: Dr. Josemar Foresti

SAO PAULO
2025



Eu Luisa Carolina Ricci Lucon, autorizo o Instituto Biologico (IB-APTA), da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, a disponibilizar
gratuitamente e sem ressarcimento dos direitos autorias, o presente trabalho académico
de minha autoria, no portal, biblioteca digital, catalogo eletronico ou qualquer outra
plataforma eletronica do IB para fins de leitura, estudo, pesquisa e/ou impressao pela
Internet desde que citada a fonte.

) 0
Assinatura: e A Data g9 / 01 / 2026

Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagao (CIP)
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo
Nucleo de Informagdo e Documentagao — IB

Lucon, Luisa Carolina Ricci.

Influéncia da infecgé@o por molicutes na sobrevivéncia de Dalbulus maidis
(DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) quando exposto a inseticidas
quimicos e fungos entomopatogénicos. / Luisa Carolina Ricci Lucon. -
Campinas, 2025.

74 p.

doi: 10.31368/PGSSAAA.2025D.LL0O5.

Dissertagéo (Mestrado). Instituto Biologico (S&o Paulo). Programa de Pos-
Graduagéo.

Area de concentragdo: Seguranca Alimentar e Sanidade no Agroecossistema.

Linha de pesquisa: Manejo integrado de pragas e doengas em ambientes rurais
e urbanos.

Orientador: Mario Eidi Sato
Coorientador: Josemar Foresti

Versdo do titulo para o inglés: Influence of mollicutes infection on the survival
of Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) when exposed
to chemical insecticides and entomopathogenic fungi

1. Cigarrinha-do-milho 2. Enfezamento 3. Controle quimico 4. Controle
biolégico |. Lucon, Luisa Carolina Ricci |l. Sato, Mario Eidi  Ill. Foresti,
Josemar V. Instituto Biolégico (S&o Paulo) V. Titulo.

IB/Bibl./2025/05



Mobile User
01

Mobile User
09

Mobile User
2026


FOLHA DE APROVACAO
Nome: Luisa Carolina Ricci Lucon

Titulo: Influéncia da infec¢do por molicutes na sobrevivéncia de Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) quando exposto a inseticidas quimicos e fungos

entomopatogénicos

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-graduagdo em Sanidade, Seguranca Alimentar e
Ambiental no Agronegocio do Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios, da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo para a

obtencao de titulo de Mestre em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio.

Aprovado em: 09 / 05/ 2025

Banca Examinadora

Prof. Dr. Mario Eidi Sato Instituicdo: Instituto Biologico

Julgamento: Aprovado Assinatura:

Prof®. Dra. Mariana Regina Durigan Institui¢do: Bayer

Julgamento: Aprovado Assinatura: _~ - o //{( Bhne

Prof. Dr. Fabio Maximiano de Andrade Silva Instituigdo: FMC Quimica do Brasil

Julgamento: Aprovado Assinatura:




“Palavras sao, na minha nada humilde opinido, nossa inesgotavel fonte de magia.”



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal
de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus!

Um imenso agradecimento ao meu orientador Mario E. Sato, que sua orientagdo foi
fundamental para esse projeto acontecer, obrigada pelos ensinamentos, parceria e paciéncia. Ao
meu coorientador Josemar Foresti, que me concedeu a oportunidade de conduzir o projeto na
Corteva, pelos valiosos ensinamentos sobre cigarrinha-do-milho, pelos conselhos e orientagao
profissional. A pés-graduacdo do Instituto Biolégico por me permitir realizar o sonho do
mestrado, aos professores, pelas ricas aulas e aos meus colegas de turma pelas risadas, choros,
almocos e parceria.

Aos membros da banca Dra. Mariana Durigan e Dr. Fébio Silva, por aceitarem esse convite tao
importante e fazerem parte desse momento especial, vocés sao exemplos para mim.

A minha mée, Vonilda, por me ensinar a amar livros e me tornar uma leitora avida, ao meu pai,
Luiz Carlos, por me ensinar a ter for¢a para buscar meus objetivos. Aos meus irmaos, Rafael e
Carla, por torcerem e vibrarem junto comigo e por terem me dado meus maiores presentes,
meus sobrinhos, Luiz Eduardo, Jodo Lucas e Giovanna. E eu ndo poderia deixar de agradecer
as minhas sobrinhas agregadas, que me receberam tao bem na minha segunda familia, Beatriz
e Manuela. Eu amo vocés!

A minhas amigas que em todo momento estavam presentes na minha vida e nas minhas
decisdes. Mayara, Thais, Mariane, Alexsine, Vanessa e Aline que desde quando eu conheci
voces, algo se encaixou no meu coragdo. Voces sendo Unicas, me completaram. Obrigada por
escutarem meus audios de surtos e risadas, por serem presentes na minha vida, por me
acompanharem em mais uma jornada. E espero que em muitas outras. Eu amo voceés!

Um agradecimento especial a Mariane Borges, Vanessa de Oliveira, Aline Padilha, Alfredo
Gonring, Guilherme Gotardi e Méario Dal Pogetto, por me ajudarem no projeto, nas ideias, na
montagem dos experimentos, avaliagdes e analises dos dados. Sem vocés esse projeto ndo teria
saido do papel. Vocés foram o diferencial para esse projeto acontecer. Além de terem me
aguentado falando desse projeto por quase 2 anos.

A Corteva, por me dar a oportunidade de construir minha carreira profissional € ao meu time
Insetario, Natélia, Gabriela e Luiz, por me desafiarem. Vocés me fazem ser uma profissional e
lider cada vez melhor.

Ao meu marido, Emanuel, que estd comigo nessa jornada. E por sempre querer compartilhar a
vida comigo. Por me amar e incentivar, por divergir e aconselhar, por ser e estar presente, por
cuidar e amparar. Vocé é meu lar. Obrigada por ser VOCE ao meu lado e por compartilharmos
nossos sonhos e realizarmos eles JUNTOS. Eu amo vocé!



RESUMO

LUCON, Luisa Caroliana Ricci. Influéncia da infec¢do por molicutes na sobrevivéncia de
Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) quando exposto a
inseticidas quimicos e fungos entomopatogénicos. 2025. 74f. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranga Alimentar ¢ Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado
de Sdo Paulo, Sdo Paulo 2025.

O milho (Zea mays L.), adaptado a diversas regides geograficas, em diferentes condi¢cdes de
temperatura e umidade, tem sido utilizado tanto para a alimentacdo animal quanto humana,
sendo considerado um dos cultivos de maior importancia socioecondmica em todo o mundo.
Com o aumento da area cultivada e as safras sucessivas, tem sido observada uma mudanca
importante das pragas e doencas na cultura. Uma das pragas que vém se destacando e
preocupando os produtores brasileiros ¢ a cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (Delong e
Wolcott), que ¢ o principal vetor do complexo de enfezamentos do milho. Adultos e ninfas da
cigarrinha vivem em colonias no cartucho e folhas jovens do milho e ambos sugam a seiva das
plantas infectadas onde adquirem os patégenos e posteriormente os transmitem para as plantas
sadias. Estudos mais aprofundados sobre o comportamento e ecologia de D. maidis sdo de
fundamental importincia para se compreender a interagdo vetor/patdgenos/hospedeiro, visando
o estabelecimento de novas estratégias de manejo das doengas transmitidas pela praga. A
principal estratégia de manejo desses fitopatdogenos ainda ¢ através do controle quimico da
cigarrinha-do-milho, que nem sempre tem se mostrado efetivo para a reducao na incidéncia das
doencas associadas ao inseto-vetor. O objetivo do presente trabalho ¢ entender melhor a
influéncia da infeccdo por molicutes na sobrevivéncia do inseto-vetor (D. maidis), quando
exposto a diferentes tratamentos quimicos ou biologicos. Os resultados indicam influéncia da
infeccdo com molicutes na sobrevivéncia da cigarrinha-do-milho, quando exposta aos
inseticidas quimicos, podendo haver maior mortalidade dos insetos infectados (ex.: sulfoxaflor
+ lambda-cialotrina) ou ndo infectados (ex.: tiodicarbe), dependendo do produto utilizado.
Houve influéncia da infec¢do com molicutes na sobrevivéncia das cigarrinhas, quando expostas
a fungos entomopatogénicos, como os da espécie Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., com
tendéncia de maior sobrevivéncia dos insetos infectados sobre as plantas tratadas com os
produtos bioldgicos. Observou-se influéncia dos molicutes no comportamento de alimentagao
de D. maidis em plantas de milho, com redu¢do na atividade de alimentacdo nos insetos
infectados. Ainda ha necessidade da condugdo diversas outras pesquisas para elucidar os
mecanismos de interag@o entre molicutes, insetos-vetores e plantas de hospedeiras, assim como,

a influéncia dos inseticidas quimicos e bioldgicos nessas interagdes.

PALAVRAS-CHAVE: cigarrinha-do-milho, enfezamento, controle quimico, controle
biologico
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ABSTRACT

LUCON, Luisa Caroliana Ricci. Influence of mollicutes infection on the survival of Dalbulus
maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) when exposed to chemical
insecticides and entomopathogenic fungi. 74f. Dissertagdo (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao
Paulo, Sao Paulo 2025.

Corn (Zea mays L.), adapted to different geographic regions, with different temperature and
humidity conditions, has been used for both animal and human food, being considered one of
the most socioeconomically important crops worldwide. With the increase in cultivated area
and successive harvests, an important change in pests and diseases in the crop has been
observed. One of the pests that has been standing out and worrying Brazilian producers is the
corn leathopper, Dalbulus maidis (Delong and Wolcott), which is the main vector of the corn
stunt complex. Leathopper adults and nymphs live in colonies on the cartridge and young leaves
of corn, and both suck the sap from infected plants where they acquire the pathogens and
subsequently transmit them to healthy plants. More in-depth studies on the behavior and
ecology of D. maidis are of fundamental importance to understand the vector/pathogen/host
interaction, aiming to establish new strategies for managing diseases transmitted by the pest.
The main strategy for managing these phytopathogens is still through chemical control of the
corn leathopper, which has not always been effective in reducing the incidence of diseases
associated with the insect vector. The objective of the present work is to better understand the
influence of mollicutes infection on the survival of the insect vector (D. maidis), when exposed
to different chemical or biological treatments. The results indicate the influence of infection
with mollicutes on the survival of the corn leathopper, when exposed to chemical insecticides,
with the possibility of greater mortality of infected insects (e.g.: sulfoxaflor + lambda-
cyhalothrin) or non-infected insects (e.g.: thiodicarb), depending on the product used. There
was an influence of infection with mollicutes on the survival of leathoppers when exposed to
entomopathogenic fungi, such as those of the species Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., with a
tendency to increase the survival of infected insects on plants treated with biological products.
The influence of mollicutes on the feeding behavior of D. maidis on corn plants was observed,
with a reduction in feeding activity in infected insects. There is still a need to conduct several
other studies to elucidate the mechanisms of interaction between mollicutes, insect vectors and
host plants, as well as the influence of chemical and biological insecticides on these interactions.

Keywords: corn leathopper, stunting, chemical control, biological control



il

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Gaiola para criagdo de cigarrinha-do-milho............ccccceieviiiiiiiiiiie e, 26
Figura 2. Gaiolas usadas para a contaminagao de plantas............ccceeeveeeeieeencieeencieeeeree s 28
Figura 3. Folhas de milhos cortadas para encaixar na espuma fenolica............cccceevveerveennnnne 31
Figura 4. Diluicdes feitas conforme protocolos estabelecidos (Corteva)..........cccceveeeeennennne. 31
Figura 5. Folha de milho sendo colocada para imersao por 10 segundos...........ccccceeveeeuennee. 31
Figura 6. Procedimento para colocar a folha de milho na espuma fenolica............cccceueeneee. 32
Figura 7. Sugador feito para a coleta das cigarrinhas-do-milho............ccccecoveriiiiiiniiiiniennns 32
Figura 8. Cigarrinhas-do-milho ap6s a colocagdo nos tubos de ensaio...........cceeeveereererennnnnns 32
Figura 9. Procedimento de aplicacdo por imersdo de folhas em planta de milho...................... 34

Figura 10. Planta de milho apds a aplicac¢do (imersdo de folhas), secagem e colocag@o no copo

Figura 11. Planta de milho apds a aplicacdo (imersdo de folhas), secagem, infestacdo com

cigarrinhas e fechamento do copo com tecido “voil” € elaStiCO.......ccervueriiriinirrienicicicee 35

Figura 12. Gel de agarose para cigarrinha-do-milhos nao infectadas com fitoplasma (A) e
espiroplasma (B). M: 1kb DNA ladder; Linhas 1-10 amostras de cigarrinha-do-milhos; N:

1017215 A7 TSRS 36

Figura 13. Gel de agarose para cigarrinha-do-milhos infectadas com fitoplasma (A) e
espiroplasma (B). M: 1kb DNA ladder; Linhas 1-10 amostras de cigarrinha-do-milhos; N:

TIEZALIVO. ¢ tteuteentieeiteetee et et e ettt e bt e etbeesteeeaaeeseeesbeenseeesseenseeeseeenseensbeenseesseeenseenseeenseennbeenseenneeenne 37
Figura 14. Gaiolas confeccionadas para o aprisionamento de cigarrinhas-do-milho................ 38

Figura 15. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, um dia apods a
aplicacdo dos inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + Carbossulfano (Talisman®),

sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas



v

concentragdes de CLso, CLos e campo *M¢dias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de TUKeY (2 < 0.05)..ccuiiiiiiiiiiiiieiiee et 40

Figura 16. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, dois dias apos a
aplicagio dos inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + carbossulfano (Talisman®),
sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas
concentragdes de CLso, CLos e campo *M¢dias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (2 < 0.05)...cc.uviiiiiieiiieeeeeeeee e 41

Figura 17. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis nao infectados, um dia apos a
aplicacio dos inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + carbossulfano (Talisman®),
sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas
concentragdes de CLso, CLos e campo *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P <0.05)..ccuiiiiiiiiiiieiieee e 43

Figura 18. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis nao infectados, dois dias apos
a aplicacio dos inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + carbossulfano (Talisman®),
sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas
concentragdes de CLso, CLos e campo *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P <0.05)..cccuviieiiiiiiieeiieeeeeee e 44

Figura 19. Médias (=EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis nao infectados, trés dias apds a
aplicacdo de concentragdes de campo dos produtos bioldgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi
BB 15) (Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae
(cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com correcao de Bonferroni (p <0.05)............. 45

Figura 20. Médias (£EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis ndo infectados, sete dias apos
a aplicacdo de concentracdes de campo dos produtos bioldgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi
BB 15) (Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae
(cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com correcao de Bonferroni (p <0.05)............. 46

Figura 21. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis ndo infectados, dez dias apds a
aplica¢do de concentracdes de campo dos produtos biologicos Beauveria bassiana (cepa Simbi

BB 15) (Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae



(cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com corre¢do de Bonferroni (p <0.05)............. 47

Figura 22. Médias (£EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, trés dias apds a
aplicacdo de concentragdes de campo dos produtos bioldgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi
BB 15) (Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae
(cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com correcao de Bonferroni (p <0.05)............. 48

Figura 23. Médias (£EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, sete dias apos a
aplicagdo de concentragdes de campo dos produtos bioldgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi
BB 15) (Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae
(cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com corre¢ao de Bonferroni (p <0.05)............. 49

Figura 24. Médias (xEP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, dez dias apos a
aplicagdo de concentra¢des de campo dos produtos bioldgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi
BB 15) (Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae
(cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com correcao de Bonferroni (p <0.05)............. 50

Figura 25. Papeis filtro com manchas roxas (honeydew) resultantes da alimentagcdo das

cigarrinhas-do-milho ndo infectadas em folhas de milho por 24 horas.......c...cccceevieiiincnncens 59

Figura 26. Papeis filtro com manchas roxas (honeydew) resultantes da alimentacdo das

cigarrinhas-do-milho infectadas com molicutes em folhas de milho por 24 horas................... 59

Figura 27. Porcentagens (médias + EP) de areas tingidas com manchas roxas (honeydew), em
papel de filtro, resultantes da alimentagcdo de cigarrinhas-do-milho (n = 15) infectadas com
molicutes e ndo infectadas, em folhas de milho por 24 horas. Colunas com letras minusculas

distintas diferem entre si pelo teste £ a 5% de significancia..........ccecevvereriericnienenneiieen 60



vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Lista de produtos quimicos utilizados nos bioensaios com Dalbulus maidis, em

condicOes de 1aDOTALOTIO. ... ...eiiiieiiiie et e et e e et e e e e e araae e e e eannas 29

Tabela 2: Lista de produtos biologicos utilizados nos bioensaios com Dalbulus maidis, em

CONAIGOES dE 1aADOTALOTIO. ....eccuvviieiiiieciie ettt ettt et et e et e e e e e e etee e eaeeeeeareeenens 33

Tabela 3: Mortalidade (nimero médio de insetos mortos = erro padrdo) de adultos de Dalbulus
maidis aos um e dois dias ap0s a aplicacao (DAA) de produtos quimicos: sulfoxaflor + lambda-
cialotrina (Expedition®); metomil (Lannate®), tiodicarbe (Larvin® 800WG); e bifentrina +

carbossulfano (Talisman®™), em condigdes de 1aboratorio..............coveevvveeerieereeeeeeeeeeeenenens 51

Tabela 4: Mortalidade (numero médio = erro padrao) de adultos de Dalbulus maidis aos trés,
sete e dez dias ap0s a aplicagdao (DAA) de produtos biologicos: Metarhizium anisopliae (cepa
IBCB425) (Meta-Turbo SC®); Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®); Beauveria bassiana
(cepa Simbi BB 15) (Tezpetix™), em condigdes de 1aboratdrio............ecvveeveeerienienieenieennnenns 54

Tabela 5. Mortalidade corrigida das popula¢des contaminadas e ndo contaminadas de Dalbulus
maidis aos produtos quimicos sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®); metomil
(Lannate®), tiodicarbe (Larvin® 800WG); e bifentrina + carbossulfano (Talisman®), aos um e

dois dias apds a aplicacdo. em condicdes de [aboratOrio...........eeeveveeeieeeciieenieecie e 56

Tabela 6: Mortalidade corrigida das populagdes infectadas e nao infectadas de Dalbulus maidis
aos produtos bioldgicos: Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®); Isaria
fumosorosea (cepa 1296) (Octane®™); Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15) (Tezpetix™), aos

trés, sete e dez dias apds a aplicagc@o, em condi¢des de laboratOrio..........ceeevveevvievveeiienineenen. 57



SUMARIO
|2 D 011 (O SRS i
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et be ettt e b enees il
LISTA DE FIGURAS ..ottt et s il
LISTA DE TABELAS ..ottt enae s vi
L. INTRODUGAO ..ottt v st r e 9
2. 0BUIETIVOS ...ttt ettt ettt et e s s e e e s e s saeseensennnenees 12
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ............ccccoovvmioiomeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesees s 13
3.1, Cultura do MITNO ....ccceiieceecce e e 13
3.2. Cigarrinha-do-MiTN0 .......cccvieiiiiiiiiiiiccc et 15
3.3. Enfezamentos do Milho .......cceeiiiiiiiiiiiiiecce e 16
3.4, OS MOLICULES ...ttt ettt et et sb et st et e e eneesbeenbesatesaeennens 18
3.5. Enfezamento vermelho ..........c.cocioiiiiiiiiiii e 19
3.6; Enfezamento PALIdO.......ccueeeiiiiiiiieeeeeeee e 20
3.7. VITUS A TISCA ..eieuiieiiiieiie ettt ettt ettt ettt et s bt e bt e e bt e seeenbeesaeeenseesnneenseens 22
3.8. MEtodos de CONLIOLE .......couuiiiiiiiiiiiiiicee e 23
4. MATERTAL E METODOS ....c.oooouriiriinriireeiiesessesesssessssessssssssessssessssessssneees 26
4.1. Criacao de Dalbuluss MAIALS..............cccouveeeuieeeiieeiiieecieeeee et 26
4.2. Criagao de Dalbulus maidis infectada..............cccoeeiiiiiiiiiiiiiiicecee e 27
4.3. Criagao de Dalbulus maidis nao infectada ...............cooveiiieiivieiieiiieeeeecee e 28
4.4. Metodologia dos bioensaios com inseticidas qUIMICOS........cccveerveerrveersveeerveeenne 29
4.5. Metodologia dos bioensaios com produtos biolOgICOSs........cceeveereieriieiiieniraieennee. 33
4.6. Analise de PCR para detec¢dao de molicutes em Dalbulus maidis .......................... 35

4.7. Anélises da taxa de alimentacdo da cigarrinhas-do-milho .............ccoceevieniinnennnn. 37

vii



4.8. Analise estatistica dOS dadOS .......ceevveeriiriiriiriicieree e 38
5. RESULTADOS E DISCUSSAO .......coooiviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
5.1. Bioensaios com inseticidas qUIMICOS .........ccveruieerrienieeiiienieeieeseeeieeeeeereeseneeeeens 40
5.2. Bioensaios com produtos biolOZICOS .........eevviiirvieeriieeciie et e 45
5.3. Analises dos dados comparando as populagdes para produtos quimicos................ 51
5.4. Andlises dos dados comparando as populagdes para produtos bioldgicos.............. 54

5.5. Andlises da mortalidade de Dalbulus maidis nos bioensaios com produtos
QUIIMIICOS 1.vvveeeurteeetteeeteeeeteeeeteeesteeeeaseaessaeasseeanssaeassaeeasssaesssseeasseeesssesenssesensseennnns 55

5.6. Analises de mortalidade de Dalbulus maidis nos bioensaios com produtos

DIOLOZICOS .ttt ettt ettt et e ettt e st e b nnees 57
5.7. Analises da taxa de alimentagdo da cigarrinhas-do-milho .............cccoeeevieviieniennnnn. 58
6. CONCLUSOES......c.oooimiimriiieeieeiesie sttt 62

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 63

viii



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é considerado uma das mais importantes culturas no mundo, se
adaptando em diversas regioes, temperaturas e condicdes, tornando-se assim, um alimento
amplamente utilizado para o consumo humano e animal (PRESTES et al., 2019). Como
commodity, o Brasil exportou, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2023), cerca de 55,9 milhdes de toneladas de graos, além de apresentar uma produgdo
consolidada em varias regides do pais, com producao de 306,4 milhdes de toneladas de graos
(milho) (CONAB, 2023). A cada ano o Brasil tem batido recordes de safra de milho, sendo os
principais estados produtores, Mato Grosso, Parand, Mato Grosso do Sul, Goids e Minas Gerais
(VIDAL, 2020), somando mais de 21,92 milhdes de hectares plantados pelo pais (CONAB,
2023).

Na produgdo do milho, ha varios fatores importantes, como solo, temperatura, o tipo de
hibrido e somado as melhorias que a agricultura vem sofrendo ao longo dos anos, essa cultura
tem se tornado mais relevante em produtividade e qualidade (RIBEIRO et al., 2021). Porém,
com o aumento da area cultivada e as safras sucessivas, tem se visto uma mudanga importante
das pragas e doengas na cultura. Uma praga que vem se destacando e preocupando produtores
e pesquisadores ¢ a cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (Delong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae), que tem tido um papel importante nos ultimos anos, principalmente nas regioes
Sudeste e Centro Oeste do Brasil, com aumento significativo na infesta¢do, e nas perdas de
producdo associadas a essa praga, que podem chegar a 80% (OLIVEIRA et al. 2003;
OLIVEIRA et al. 2017; AVILA et al. 2021).

Dalbulus maidis, popularmente conhecida como cigarrinha-do-milho, ¢ um inseto vetor,
possui a capacidade de migragdo por longas distancias (OLIVEIRA, 2000), e tem se adaptado
facilmente ao Brasil, pois encontra plantas hospedeiras praticamente o ano todo (OLIVEIRA;
FRIZZAS, 2022). Apesar de o milho ser o unico hospedeiro dessa praga, pois se reproduz
somente no milho, a praga consegue sobreviver temporariamente em culturas como sorgo, trigo,
braquidria ou em milho tiguera (SABATO et al. 2018).

O aumento da cigarrinha-do-milho no Brasil fez com que essa praga se tornasse primaria
na cultura do milho (OLIVEIRA et al., 2013). H4 relatos que a cigarrinha-do-milho teve sua
origem no México (DOEBLEY; ILTIS, 1980). No Brasil, o primeiro relato da praga foi em
1938 (MENDES, 1938) e, em 1971, foram observados os primeiros milhos com enfezamento
no estado de Sdo Paulo (COSTA et al., 1971) e, desde entdo, a praga e a doenca t€m sido
observadas com maior frequéncia (OLIVEIRA; FRIZZAS, 2022). O aumento populacional da
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cigarrinha-do-milho, estd diretamente relacionado ao aumento de plantios de milho safra e
safrinha e principalmente de milhos tiguera que ficam nas areas apos a colheita. Com o aumento
na infestacdo da cigarrinha, o enfezamento se tornou uma das doengas de maior importancia
nas regioes produtoras de milho do Brasil (SABATO et al. 2018; FORESTI et al. 2021;
OLIVEIRA; FRIZZAS, 2022).

Dalbulus maidis, por ser um inseto vetor, ¢ capaz de transmitir os patdgenos para a
planta de milho. Essa transmissao, que ocorre através do habito alimentar do inseto, ¢ do tipo
circulativa-propagativa, no qual, o inseto ao se alimentar do floema de plantas de milho
infectadas ¢ capaz de adquirir os patégenos e ap6s um periodo de laténcia de trés a quatro
semanas, ou seja circulando no inseto, ocorre a multiplicagdo do virus e da bactéria em seu
organismo, e apoOs esse periodo, as cigarrinhas-do-milho se tornam aptas a inocular os
patdgenos nas plantas, ao se alimentar novamente do floema de plantas sadias (OLIVEIRA et
al., 2003).

Das doengas que a cigarrinha-do-milho transmite, a virose ¢ causada pelo agente
etioldgico “Maize rayado fino virus” (MRFV), mais conhecida como virus da risca ou raiado
fino, que coloniza os vasos floematicos, causando pontos cloréticos na parte adaxial no limbo
foliar e, a medida que esses pontos aumentam, formam riscas longitudinais com o
desenvolvimento da doenca (TALAMINI et al., 2017).

O enfezamento, por outro lado, esta associado aos Molicutes, bactérias sem parede
celular. O sintoma do enfezamento palido estd associado ao espiroplasma (“Corn Stunt
Spiroplasma — CSS”), a bactéria Spiroplasma kunkelii, coloniza o floema das plantas, causando
manchas cloroticas a partir da base da folha, diminuicao dos entrenos, reducao na altura das
plantas e no tamanho das espigas, menor absor¢do de nutrientes € aumento na propor¢ao de
graos chocos. O sintoma do enfezamento vermelho “maize bushy stunt phytoplasma” (MBSP)
estd associado ao fitoplasma, multiplicando-se no floema de plantas de milho, e em tecidos do
inseto vetor. A primeira evidéncia da infeccao por este patdgeno € o amarelecimento nas pontas
das folhas novas, manchas vermelhas marginais nas folhas mais velhas, reducdo no porte e
perfilhamento das plantas (NAULT, 1980).

O manejo desses fitopatdgenos atualmente ¢ realizado através do controle quimico dos
insetos vetores. Alguns estudos mostram que a inoculacao desses patdogenos em plantas nos
estadios iniciais causa danos mais severos as plantas de milho (HRUSKA; PERALTA, 1997).
Dentre as estratégias de manejo recomendadas para D. maidis, os inseticidas quimicos sintéticos
sdo os mais utilizados na agricultura, porém, o controle cultural, o uso de variedades de milho

resistentes e o controle bioldgico também estdo presentes na literatura e t€ém mostrado eficiéncia
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de controle (MARTINS et al., 2008). Para os inseticidas quimicos, o grupo dos neonicotinoides,
via tratamento de sementes tem se destacado (MARTINS et al., 2008), bem como sua aplicacao
adicional via pulverizagado foliar (ALBUQUERQUE et al., 2006).

Outro método de manejo € o controle bioldgico que tem crescido a cada ano,
favorecendo a redug@o no uso de inseticidas quimicos, sendo um método importante a fim de
minimizar o impacto dos pesticidas sobre as populagdes de inimigos naturais de artropodes
pragas (DELLA LIBERA et al., 2022). Varios fungos patogénicos para invertebrados estdao
sendo amplamente comercializados e usados na agricultura em todo o mundo, como Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., (FARIA; WRAIGHT, 2007;
VAN LENTEREN et al, 2018) e estudos recentes mostram que esses fungos
entomopatogénicos vém sendo eficazes no controle de diversos insetos como percevejos €
cigarrinhas (RIBEIRO JUNIOR, 2020).

Considerando-se que o manejo da cigarrinha do milho ¢ fundamental para a diminui¢ao
da transmissdo dos patdgenos, e sabendo-se que existe uma relagdo propagativa entre a
cigarrinha-do-milho e os fitopatogenos, ¢ de grande importdncia entender a relacdo
patégeno/hospedeiro. Nault et al. (1984) observaram que os molicutes do milho reduziram a
taxa de sobrevivéncia da cigarrinha-do-milho Dalbulus longulus (DeLong). Em outro estudo,
verificou-se que o fitopatdgeno comprometeu significativamente a longevidade de Dalbulus
elimatus (Ball) (GRANADOS; MEEHAN, 1975).

Silveira (2019) relatou que as cigarrinhas-do-milho infectadas com espiroplasma (S.
kunkelii) apresentavam maior suscetibilidade a acdo dos inseticidas, com menor tempo para o
obito, apds a exposicao aos inseticidas (metomil, tiametoxam + lambda-cialotrina, clorpirifos).
Durante a colonizacdo do espiroplasma em D. maidis, alguns tecidos sdao musculares
danificados. Pesquisas indicam degradagao das células musculares do meséntero e dos tiibulos
de Malpighi em insetos infectados por S. kunkelii, levando a crer que o espiroplasma utiliza
nutrientes provenientes das células musculares (OZBEK et al., 2003; KWON; WAYADANDE;
FLETCHER, 2007; SILVEIRA, 2019).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Considerando-se os aspectos apresentados anteriormente, o objetivo do presente
trabalho foi entender melhor a influéncia da infecgdo por patégenos que causam o enfezamento
do milho, na mortalidade da cigarrinha-do-milho, quando exposta a diferentes inseticidas
quimicos e biologicos.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a suscetibilidade da cigarrinha-do-milho infectada e ndo infectada com

molicutes a inseticidas quimicos.

- Avaliar a suscetibilidade da cigarrinha-do-milho infectada e ndo infectada com

molicutes a inseticidas biologicos (fungos entomopatogénicos).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cultura do milho

O milho pertencente a familia Poaceae, € uma graminea do género Zea e da espécie Zea
mays (SILVEIRA et al., 2015). E um cereal com grande valor nutricional e muito utilizado para
o consumo humano e de animais domésticos. O milho ¢ um dos alimentos mais antigos do
mundo e até hoje ¢ muito consumido (SMITH, 2002; RANUM; PENAROSAS; GARCIA-
CASAL, 2014), sendo considerada a terceira cultura mais importante do mundo (ALI et al.,
2020; ADNAN; BILAL, 2020; ASIF et al., 2020). Na literatura, ha sete géneros de milho, entre
os quais, dois sdo de origem do hemisfério ocidental e cinco da Asia (PATERNIANI et al.,
2000). Porém, antes do descobrimento do continente americano, o milho era totalmente
desconhecido na Europa e na Asia (BEADLE, 1980). Atualmente, sua produgdo ultrapassa
todas as fronteiras e tem alcance mundial, devido a sua importancia, que vai muito além da
alimentagdo humana (MARTINEZ HERNANDEZ; NG, 2018).

Essa commodity possui caracteristicas bastante interessantes, pois apresenta base para
avancos futuros (SILVA-PINHEIRO et al., 2021), fazendo com que o milho se torne um
alimento basico com uma produ¢ao que supera o trigo e o arroz (REHMAN et al., 2021). Os
maiores produtores dessa cultura sdo os Estados Unidos, a China e o Brasil. No territorio
brasileiro, as regides Centro Oeste, Sul e Sudeste tém se destacado na produgdo desse cereal
(EICHOLZ et al., 2020).

O cultivo do milho contribuiu significativamente para o desenvolvimento econdmico de
diversos paises, sendo utilizado como matérias-primas para a producdo de etanol
(OLESKOWICZ-POPIEL et al., 2008), na producdo de xaropes, adocantes de alimentos,
bebidas (HANOVER; WHITE, 1993) e na alimentagdo de seres humanos e animais
(DELGADO, 2003). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a produgao
de graos de milho na 1°safra 2024/2025 foi estimada em 22.533,7 mil toneladas, com uma area
plantada de aproximadamente 3.717,0 mil hectares.

No territorio brasileiro, ¢ possivel realizar a colheita de milho até trés vezes por ano,
fazendo do pais o tnico entre os principais produtores, capaz de colher trés safras e manter a
producao de milho anualmente. A primeira safra ¢ considerada a cultura de verdo, enquanto a
terceira € conhecida como safra de inverno. J4 a segunda safra de milho, ocorre entre essas duas
(EQUIPE FIELDVIEW, 2024). Uma préatica que tem crescido consideravelmente nos ultimos

anos ¢ o milho de segunda safra, conhecido como “milho safrinha” sendo definido assim, pois
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¢ cultivado entre janeiro e abril e quase sempre apos a soja precoce (CRUZ et al., 2011). O
milho da segunda safra, que nos ultimos anos, tém sido a de maior produgao (entre as trés safras
anuais), com producdo estimada de 88,12 milhdes de toneladas, para 2024 (CONAB, 2024).

Para se conseguir rendimentos elevados na producdo, alguns fatores precisam ser
levados em consideragdo para otimiza¢do da cultura, como por exemplo, as condigdes
edafoclimaticas e, principalmente, o manejo utilizado em todo ciclo fenologico (JANINI et al.,
2022). O Brasil possui condigdes consideradas muito boas que contribuem para o cultivo do
milho em diversas regides e, o principal, o ano todo. Porém, a producao enfrenta problemas
fitossanitarios que podem prejudicar o rendimento da cultura, como por exemplo: pragas,
patogenos e plantas daninhas.

Dentre as pragas (e doencas transmitidas) destacam-se o enfezamento vermelho e o
palido (fitoplasma e Spiroplasma kunkelii) que sdo transmitidos pela cigarrinha-do-milho (D.
maidis), lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda (JE Smith)), lagarta-da-espiga
(Helicoverpa armigera (Hibner)), broca-do-colo (Elasmopalpus lignosellus (Zeller)), larva-
alfinete (Diabrotica speciosa (Germar)), pervevejo-barriga-verde (Diceraeus melacanthus
(Dallas)), pulgdo-do-milho (Rhopalosiphum maidis (Fitch)). Dentre os fungos, destacam-se:
cercosporiose (Cercospora zeae-maydis (Tehon & E. Y. Danils)), helmintosporiose
(Exserohilum turcicum (Leonard & Suggs)), mancha-branca (Pantoea ananatis (Serrano)
Mergaert et al.), ferrugem polissora (Puccinia polysora (Underw)), ferrugem comum (Puccinia
sorghi (Schwein)), ferrugem branca ou tropical (Physopella zeae (Cummins & Ramachar)),
antracnose (Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W.Wils.). E dentre as plantas daninhas
destacam-se: capim-arroz (Echinochloa crusgalli [L.]), capim-colchdo (Digitaria horizontalis
Willd), capim-rabo-de-raposa (Setaria faberi R.A.W.Herrm.), dormideira (Mimosa invisa
(Mart)), corda-de-viola (lpomoea spp.), trapoeraba (Commelina spp.), entre outros (KARAM;
MELHORANCA; OLIVEIRA, 2006; WORDELL FILHO et al., 2016).

Estudos mostram os potenciais de perdas relacionadas as pragas (roedores, passaros,
aracnideos e insetos), patdgenos (virus, bactéria e fungo) e plantas daninhas, de
aproximadamente, 15,9%, 9,4% e 40,3%, respectivamente (OERKE, 2006). Levantamentos
realizados por Deutsch et al. (2018) comprovaram que as perdas causadas por insetos-praga,
em producdes de milho, estdo diretamente relacionadas com o aumento de temperatura,
concluindo que a cada 2°C a mais, os danos elevam em 31%. O bem-estar das plantas ¢
essencial para um bom desenvolvimento da cultura, pois uma diminui¢ao de area foliar, mesmo
que pequena, pode gerar prejuizos na producdo de fotoassimilados e, consequentemente, na

producao dos graos (ALVIM et al., 2011).
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3.2. Cigarrinha-do-milho

A cigarrinha-do-milho, D. maidis (Hemiptera: Cicadellidae), ¢ um inseto sugador que
possui aparelho bucal labial, em forma de um rostro, constituido pelo labio articulado onde se
alojam as demais pecas bucais sugadoras (RINALDI, 2021). Tem sido considerada uma das
principais pragas da cultura do milho (SILVA et al., 2021), pois causa danos diretos a cultura
durante todo o seu desenvolvimento e sendo o inseto vetor do complexo de enfezamentos
(WORDELL FILHO et al., 2016).

Tem sua distribuicdo geografica limitada ao continente americano, sendo relatada em
paises da América do Norte, América Central e América do Sul. O México ¢ considerado o pais
de origem de D. maidis, pela sua maior ocorréncia em milho (NAULT; DELONG, 1980;
NAULT, 1983; TRIPLEHORN; NAULT, 1985; SANTANA et al., 2019). A espécie D. maidis
completa o seu ciclo de vida somente na cultura do milho, porém, pode utilizar outras espécies
de plantas como abrigo e alimento, quando ndo ha disponibilidade de plantas de milho no campo
(PRADO RIBEIRO; CANALE, 2021).

Levantamentos efetuados no Brasil mostram que D. maidis foi encontrada em quase
todo o territério brasileiro, com excecdo da regido Norte, onde ainda ndo ha registros
(OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013; OLIVEIRA et al., 2007a,2013; SANTANA et al., 2019).
Ao se estabelecer nas lavouras de milho safra, em que as temperaturas sdo mais elevadas, a
populagdo de D. maidis ¢ maior do que em outras épocas do ano, sendo que, as menores
populagdes sdo observadas no inverno (LARSEN; NAULT; MOYA-RAYGOZA, 1992;
WAQUIL, 1997). Entretanto, mesmo no inverno, com baixas temperaturas e tempo seco, ¢
possivel encontrar a cigarrinha-do-milho no campo. Isso ocorre devido a migracdo deste inseto
para locais onde ¢ realizado o cultivo de segunda safra, cultivo irrigado e com plantas de milho
remanescentes de colheitas anteriores (OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013).

Dalbulus maidis, ao atingir a maturidade sexual, realiza postura de 400 a 600 ovos, do
tipo endofitica, nas plantas hospedeiras (HEADY; MADDEN; NAULT, 1985; HEADY;
NAULT, 1984). Apdés a postura, o desenvolvimento embriondrio transcorre por
aproximadamente 12 dias, dependendo da temperatura. Em seguida, ocorre a eclosdo da ninfa
que passa por cinco instares, com duracdo média de trés dias cada, até se tornarem adultos,
completando o ciclo biologico em 25 a 30 dias. Os adultos t€ém tamanho aproximado de 3,7 a
4,3 mm, sendo os machos menores que as fémeas; apresentam coloracdo amarela palida,

podendo ter tons mais escuros, em regidoes de maior altitude, e tons mais claros com manchas
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em locais de baixa altitude (TRIPLEHORN; NAULT, 1985; OLIVEIRA, 1996); apresentam
dois pontos negros na parte anterior da cabeca, que muitas vezes sdo confundidos com os olhos
compostos; e apresentam antenas setaceas (NAULT; DELONG, 1980; OLIVEIRA et al., 2004;
TRIPLEHORN; NAULT, 1985; ZURITA V.; ANJOS; WAQUIL, 2006).

Sua longevidade pode chegar a 79 dias em temperaturas de 26,5 £ 2°C e umidade
relativa de 47,5 £ 7,5%, com 12 h de fotoperiodo (DAVIS, 1966; WAQUIL et al., 1999; VAN
NIEUWENHOVE; FR{AS; VIRLA, 2016), sendo que, as condi¢des climaticas podem
influenciar a sua capacidade de transmissdo de patogenos pois, uma vez infectada, a cigarrinha-
do-milho pode transmitir os molicutes por todo seu ciclo de vida. As temperaturas noturnas
acima de 17°C e diurnas acima de 27°C favorecem uma multiplicagdo mais rapida dos
molicutes, tanto nas cigarrinhas-do-milho quanto nas plantas hospedeiras (COTA et al., 2018).

Os danos diretos dessa cigarrinha-do-milho causados pela succ¢do de seiva dos vasos do
floema das plantas geralmente sdo de importancia secundaria; a maior importancia dessa praga
se deve principalmente a transmissao de fitoplasma, de espiroplasma e do virus da risca do
milho (NAULT, 1980; MARAMOROSCH; RAYCHAUDHURI, 1988). Dalbulus maidis, ao
se alimentar da seiva de uma planta de milho doente, adquire os patdogenos, que entdo se
multiplicam nos seus tecidos, infectando as glandulas salivares; o periodo latente dura em média
de 3 a 4 semanas, sendo o periodo que os patdégenos levam para se multiplicar. Essas
cigarrinhas-do-milho portadoras de molicutes tornam-se entdo transmissoras e, quando se
alimentam de plantulas de milho sadias, transmitem esses patdgenos para o floema dessas

plantas.

3.3. Enfezamentos do milho

Conhecidos como complexo de enfezamentos, sdo reportados os enfezamentos palido e
vermelho do milho, que sdo causados por patdgenos da classe dos molicutes e a transmissao €
feita pela cigarrinha-do-milho (D. maidis) (OLIVEIRA et al., 2002). Quando a transmissdo e a
infeccdo ocorrem nos primeiros estadios fenoldgicos do milho, a planta fica pequena, com seu
crescimento comprometido, por isso o nome de “enfezamento” (COTA et al., 2018).

Na década de 1970, quando surgiu o complexo de enfezamentos no Brasil, os
enfezamentos nao foram considerados de grande importancia, sendo descritos como
secundarios, ja que seus efeitos e prejuizos ndo eram tdo expressivos (COSTA et al., 1971).
Porém, com o passar dos anos, os enfezamentos foram se destacando entre as doencas mais

preocupantes do milho, com perdas severas em diversas regioes do Brasil e, em alguns lugares,
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chegando a 100%, dependendo da época de infecgdo e suscetibilidade do cultivar (SILVA et
al., 2003). Esse aumento tem sido justificado pela longa permanéncia da cultura em campo
(milhos safra e safrinha), que favorece a multiplicagdo do inseto vetor e, consequentemente, a
disseminagdo dos patdogenos, acarretando perdas associadas aos enfezamentos (SABATO,
2017).

Com o aumento da importancia do complexo de enfezamentos em campo, houve a
necessidade de se entender melhor as relagdes de entre os insetos vetores, os patdgenos € as
plantas hospedeiras, tendo sido realizadas diversas pesquisas sobre o tema nos ultimos anos.
Quando a infec¢ao ocorre nos primeiros estadios fenoldgicos da planta, os sintomas s3o mais
severos, os sintomas evoluem e se manifestam na fase de produgdo (COSTA et al., 1971;
SABATO et al., 2015).

O complexo de enfezamentos afeta principalmente o sistema fotossintético das plantas,
reduzindo a sintese e competindo por fotoassimilados (OLIVEIRA et al., 2004). Estao
associados aos sintomas de virescéncia, com efeito sobre o desenvolvimento de cloroplastos
em orgaos aclorofilados, como as flores, e de filoidia, que consiste na transformac¢ao de 6rgaos
florais em estruturas foliares. Além disso, causam inimeras alteragdes hormonais, como por
exemplo, impossibilitando as estruturas reprodutivas de cumprirem seu papel (MICHEREFF,
2001).

Somando todos esses fatores ha, consequentemente, reducdo na assimilacdo de
nutrientes e no desenvolvimento das plantas, com diminui¢do do seu tamanho, encurtamento
de entrenés e reducdo das espigas, associados a um aumento na porcentagem de graos
malformados, inviabilizando a producao (KIMATTI et al., 1997). Ha relatos de outras espécies
de gramineas que demonstraram potencial de serem infectadas pelo fitoplasma como a
braquiaria (Brachiaria decumbens (Stapf) RD Webster), o capim marmelada (Brachiaria
plantaginea (Link) Hitchc.) e o capim colonido (Panicum maximum Jacq.). Entretanto, ¢
desconhecida a capacidade destas espécies de plantas de propagar a infec¢ao desses patdgenos
para a cultura do milho (HAAS, 2010). Outros estudos mostram que a espécie Exitianus
obscurinervis (Stal), uma cigarrinha da familia Cicadellidae, foi considerada como vetor
experimental do espiroplasma (CARLONI et al., 2011). Porém, a importancia epidemioldgica
dessa espécie de cigarrinhas na disseminagao dos molicutes na cultura do milho ainda ¢ pouco

conhecida (OLIVEIRA et.al, 2017).
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3.4. Os molicutes

Molicutes sao bactérias que apresentam uma membrana em vez de uma parede celular,
0 que causa o pleomorfismo celular, que ¢ caracteristico desse grupo, € sao capazes de colonizar
as células vegetais. Os mais conhecidos no Brasil sdo: Spiroplasma e Phytoplasma, que
ocorrem somente em células do floema de plantas de milho doentes e s@o transmitidos pela
cigarrinha-do-milho D. maidis, que ao se alimentar de plantas doentes, adquire os molicutes e
os transmitem para as plantas sadias, causando prejuizos fisioldgicos e produtivos (COSTA et
al. 2021).

A transmissao dos molicutes ocorre por insetos da ordem Hemiptera, nos quais as
bactérias sdo capazes de se multiplicar (OSHIMA et al., 2013). Sdo responséveis por infectar
mais de 700 espécies de plantas, sendo algumas delas de grande importancia econdmica, como
¢ o caso do milho. Para a cultura do milho, Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP), causador
do enfezamento vermelho, ¢ Spiroplasma kunkelii Whitcomb, causador do enfezamento palido,
sdo os que compdem o complexo de enfezamentos (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006;
OSHIMA et al., 2013).

O periodo latente ¢ o tempo entre a aquisicdo dos patdgenos e a sua transmissao pela
cigarrinha, que pode variar entre trés e quatro semanas. A suscetibilidade do cultivar € que ird
determinar a incidéncia e a severidade dessas doencas, associada a outros fatores, como a €época
de semeadura (semeaduras tardias favorecem a doencga), temperatura e umidade, e o tamanho
da populagdo do inseto vetor. A incidéncia de altas densidades populacionais de cigarrinhas,
em condigdes de temperaturas e umidades elevadas, coincidindo com as fases iniciais de
desenvolvimento do milho, favorece o desenvolvimento da doenca em alta severidade (COSTA
et al. 2021).

Fatores como a suscetibilidade do hibrido e a fase fenologica do milho interferem na
incidéncia dos molicutes (OLIVEIRA; PAIVA, 2004). A transmissao pela cigarrinha ¢ do tipo
persistente propagativa, ou seja, quando o inseto vetor se alimenta do floema de plantas
infectadas, ingere o patégeno que acaba se multiplicando no organismo do mesmo,
principalmente nas glandulas salivares e, quando o inseto vetor se alimenta de plantas sadias,
acaba infectando-as (FAJARDO; NICKEL, 2019). Os molicutes que causam os enfezamentos
sao considerados doengas sistémicas e podem ser altamente prejudiciais ao milho, sendo uma
grande preocupacao o fato de que os sintomas podem ser facilmente confundidos com os de
deficiéncia nutricional e outros tipos de estresses, dificultando sua identificagdo (EMBRAPA,

2018).
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3.5. Enfezamento vermelho

O enfezamento vermelho do milho foi relatado pela primeira vez no México na década
de 1950 (GORDON et al., 1981). No Brasil, a doenca foi vista pela primeira vez na década de
1970, porém, foi considerada uma doenga de importancia secundaria devido a baixa incidéncia
dos sintomas (COSTA et al., 1971). Com o passar do tempo € o aumento do periodo da cultura
no campo, associado ao incremento das areas de plantio com a segunda safra (safrinha) de
milho, houve um aumento na importancia do enfezamento, em consequéncia do aumento da
infestacdo do inseto vetor e aumento na frequéncia de plantas infectadas (LEE et al., 2000;
MASSOLA JUNIOR, 2001; MONTANO et al., 2007; KUMARI, et al., 2019).

O enfezamento vermelho ¢ causado por um fitoplasma denominada Maize Bushy Stunt
Phytoplasma (MBSP), que pertence ao grupo dos procariotos do Dominio Bacteria (Reino
Monera), Filo Tenericutes, Classe Mollicutes, Ordem Acholeplasmatales, Familia
Acholeplasmataceae e Género ‘Candidatus Phytoplasma’ (FIRRAO et al., 2004; BEDENDO,
2018). Esse fitoplasma tem genoma reduzido (680 - 1.600 kb), sem parede celular, sendo a
célula envolvida somente pela membrana plasmatica (BEDENDO, 2018); possui granulos
densos e filamentos de DNA. Pode ser visualizado como corpusculos circulares (variando de
60 a 1.100 nm) e/ou filamentos ramificados (que podem passar de 1 um) (MICHEREFF, 2001).
O desenvolvimento do microrganismo esté restrito ao floema e a hemolinfa de insetos, e sua
reproducdo ocorre principalmente por fissdo bindria e gemulagdo. A célula possui caracteristica
pleomorfica e pode ser visualizada no floema de plantas infectadas com diferentes formas. As
células de fitoplasmas sdo diminutas (200 a 800 nm) quando comparadas as células de outras
fitobactérias (BERTACCINI; DUDUK, 2009).

E considerado parasita obrigatorio e as plantas infectadas pelo fitoplasma comecam a
expressar os primeiros sintomas em torno de 20 dias (OLIVEIRA et al.,, 2002). A
sintomatologia associada aos fitoplasmas ¢ complexa, representada, geralmente, por um
conjunto de distintos sintomas. As folhas mais velhas se tornam avermelhadas e,
posteriormente, toda a planta se torna extensivamente avermelhada. Sintomas tipicos sdo
caracterizados por clorose, superbrotamento de ramos, avermelhamento foliar, escurecimento
dos vasos do floema e enfezamento ou nanismo das plantas. Inicialmente, os sintomas se
manifestam por clorose, seguida por avermelhamento dessas areas clordticas (DAVIS, 1995).
O avermelhamento pode evoluir para o restante do limbo foliar, com a idade da folha. Em

alguns casos, os bordos foliares podem se apresentar rasgados e as folhas torcidas, com tamanho
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reduzido. Os colmos se mostram mais finos e os entrends apresentam encurtamento, inclusive
interferindo com o tamanho do pendao floral. Numerosas espigas podem se formar em cada
planta, porém, essas espigas sdo de tamanho reduzido e praticamente ndo produzem graos.
Embora ndo seja comum, varios perfilhos podem aparecer nas axilas das folhas e,
principalmente, na base das plantas (OLIVEIRA; PAIVA, 2004). As anormalidades relatadas
no crescimento e desenvolvimento sugerem a ocorréncia de intenso desbalango hormonal.
Contudo, o sintoma de filodia, desenvolvimento de folhas em 6rgaos florais, e de virescéncia,
presenca de cor verde em 6rgaos nao clorofilados, estdo quase que exclusivamente associados
a este tipo de patdogeno (BEDENDO, 2018). Os sintomas exibidos por plantas infectadas pelo
fitoplasma sdo variaveis de acordo com o hibrido ou variedade de milho (BEDENDO, 1995).
O diagnostico desse patogeno ¢ fundamentado principalmente na observagdo dos
sintomas e na presenca do patdégeno no tecido do hospedeiro. A detec¢ao do patdégeno pode ser
realizada de forma direta, pela observagdo de cortes ultrafinos de tecidos vegetais em
microscopio eletronico de transmissdo, para visualizagdo de corpusculos pleomorficos no
interior dos vasos do floema (BEDENDO, 2018). Indiretamente, a detec¢do pode ser realizada
pela extracdo de DNA da planta e aplicacdo da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) conduzida com ‘primers’ especificos para a regido 16S rRNA do fitoplasma; ou pelo
fragmento gendmico amplificado, que pode ser sequenciado para fins de identificacdo e
classificacdo, usando-se, para tanto, analise filogenética e analise virtual de RFPL (Restriction

Fragment Length Polymorfism) (DAVIS, 1995; LEE et al., 2000).

3.6. Enfezamento palido

O enfezamento palido do milho foi observado pela primeira vez na década de 1940, no
Texas, EUA (OLIVEIRA et al., 2003) e espalhou-se naturalmente por todo o continente
americano, havendo relatos de ocorréncia de epidemias no inicio da década de 1970 no estado
do Mississippi, EUA (CHOUDHURY et al., 1973). No inicio da década de 1970 também foram
reportados danos consideraveis em plantios tardios da regido da Costa do Pacifico, na Nicaragua
(MARQUEZ SANCHEZ, 1982). No Brasil, o espiroplasma (S. kunkelii) tem sido encontrado
praticamente o ano inteiro, em vdrias regides do pais (KITAJIMA; COSTA, 1972; CHEN;
LIAO, 1975; WHITCOMB et al., 1986; GUSSIE; FLETCHER; CLAYPOOL, 1995).

Os espiroplasmas sdo bactérias com formato helicoidal que ndo possuem parede celular
(WHITCOMB et al., 1986; RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998), colonizam os vasos do floema e

tecidos de alguns insetos de diferentes ordens, como Hemiptera, Diptera, Coleoptera e
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Hymenoptera (CLARK, 1982). O enfezamento palido ¢ causado por S. kunkelii, que pertence
ao grupo dos espiroplasmas. Estudos mostram que seu genoma reduzido (0,5 a 2,0 Mpb) ¢
resultado da evolucao redutiva de bactérias Gram-positivas que perderam parte do seu material
genético. Diante disso, algumas vias metabolicas foram comprometidas, necessitando de um
hospedeiro para o fornecimento de nutrientes para a sua sobrevivéncia (MOUCHES et al., 1983;
CLARK et al., 1985; WOESE, 1987; WILLIAMSON et al., 1998; OSHIMA et al., 2004;
REGASSA; GASPARICH, 2006; CARLE et al., 2009). Outros estudos mostram que estes
microrganismos podem trocar informacdes genéticas por transferéncia horizontal com outros
individuos, contribuindo também para a sua adaptabilidade (CITTI et al., 2018; TSAI,
CHANG; KUO, 2018). Um estudo realizado por Chang (1998), utilizando Spiroplasma citri
Saglio et al., mostrou que este fitopatogeno alterou as concentragdes de auxina e citocianina
presentes em plantas infectadas, comprometendo o desenvolvimento do vegetal, uma vez que
esses hormonios sdo fundamentais para varios processos metabolicos. Gaurivaud et al. (2000)
concluiram que os carboidratos, presentes no floema, sao fontes nutricionais para S. citri, sendo
que ndo ocorrem sintomas diagndsticos da doenca na auséncia desses agtcares.

Estudos mostram que a aquisi¢ao do patégeno pela cigarrinha D. maidis pode acontecer
logo na primeira hora (0,25 h) de alimentacdo no tecido vegetal infectado, porém, observam-se
maiores eficiéncias de transmissdo em periodos mais longos de aquisi¢do (ALIVIZATOS;
MARKHAM, 1986). Ao entrar no corpo do inseto, o espiroplasma circula e se multiplica em
alguns 6rgdos e tecidos do intestino médio, tibulos de Malpighi, tecidos musculares, glandulas
salivares, tecido adiposo, traqueia e 6rgaos reprodutivos, onde pode permanecer até a morte do
inseto (OZBEK et al., 2003; AMMAR; HOGENHOUT, 2005). Quando h4 o estabelecimento
de coldnias nas glandulas salivares, que leva em torno de 20 dias, o espiroplasma, junto com a
saliva, ¢ transferido para novas plantas, quando o inseto se alimenta do floema (ALIVIZATOS;
MARKHAM, 1986; NAULT, 1997; BOVE et al., 2003).

O patogeno S. kunkelii ao colonizar os vasos floematicos das plantas, ocasiona a doenca
conhecida como enfezamento palido (“corn stunt” - CS). A sintomatologia ¢ dada pela
formacgdo de estrias esbranquigadas irregulares, nas folhas, provocando sintomas de manchas
cloréticas iniciadas na base que se estendem por todo o limbo foliar, com encurtamento dos
entrenos, proliferacdo e malformagdao das espigas (CHEN; LIAO, 1975; NAULT, 1980;
HRUSKA; PERALTA, 1997). Como no caso do enfezamento vermelho, ha o encurtamento dos
internddios, proliferacdo de espigas e diminui¢do no enchimento de graos, caracteristicos de
alteracdes hormonais. Quando a inoculacdo ocorre em plantas nos primeiros estadios

fenologicos, as manifestacoes da doenca sdao mais severas (HRUSKA; PERALTA, 1997).
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Enfim, as plantas doentes ficam enfraquecidas e secam rapidamente, de maneira precoce e
atipica, podendo causar reducdes em graus variaveis na produgdo de graos de milho, podendo

chegar a 100%, causando grandes prejuizos ao produtor (OLIVEIRA et al., 1998).

3.7. Virus da risca

Maize rayado fino virus (MRFV) ¢ conhecido como o virus da risca e possui particulas
virais de forma isométrica ou poliédrica, com 31 nm de didmetro, genoma formado por RNA,
e suas particulas sdo restritas ao floema das plantas infectadas. Sdo pertencentes ao género
Marafivirus, da familia Tymoviridae (KITAJIMA, 1979; GAMEZ, 1980, 2015). Dalbulus
maidis adquire o virus ao se alimentar de plantas infectadas, ap6s um periodo latente, que varia
de 10 a 20 dias, se torna virulifero, e passa a transmiti-lo para plantas sadias. As cigarrinhas
quando adultas tém grande capacidade migratdria, por isso a transmissdo de uma lavoura de
milho com plantas infectadas pelo virus para lavouras com plantas sadias ¢ alta. Gramineas de
outras espécies, como Rotthoellia exaltata (L.) Lf (capim-camalote) e as dos géneros Zea e
Tripsacum, podem ser hospedeiras desse virus, apesar de serem raras no Brasil (OLIVEIRA et
al, 2003).

Os sintomas sd3o bem caracteristicos, comeg¢ando com pequenos pontos clordticos na
base e ao longo das nervuras das folhas jovens que, quando se fundem, formam aspecto de
riscas curtas; além de as plantas infectadas poderem apresentar também espigas e graos de
tamanho menores que o normal. Os sintomas do virus da risca podem ser visualizados ao se
observar as folhas infectadas contra a luz (OLIVEIRA et al, 2003). Esses sintomas sao mais
evidentes em folhas de plantas de milho nos estadios iniciais de desenvolvimento, porém,
também podem ser observados nas folhas das plantas adultas (GAMEZ, 1980; SABATO et al.,
2013). A incidéncia e a severidade dessa virose sdo normalmente influenciadas pelo grau de
suscetibilidade do cultivar, pela densidade populacional das cigarrinhas, periodo de infecao (nas
fases iniciais de desenvolvimento do milho ou posteriores) e pelas condi¢des climaticas.

Somando todos esses fatores, essa virose pode causar redugdes na produgdo em até 30%

(OLIVEIRA et al, 2003).
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3.8. Métodos de controle

O Mangejo Integrado de Pragas (MIP) ¢ a base para um bom controle de pragas ¢ deve
considerar os varios fatores que participam das tomadas de decisdo: a praga, o cultivo e as
condi¢des ambientais (OLIVEIRA et al., 2007). Para D. maidis por se tratar de um vetor, os
danos causados pelo inseto sugador ndo apresentam tanta relevancia como as causadas pela
transmissao dos patdogenos, sendo necessaria a ado¢ao de medidas preventivas para o controle
da praga (OLIVEIRA et al., 2007).

Medidas de controle isoladas para o complexo de enfezamentos ndo sdo capazes de
reduzir as perdas de produgdo. Porém, o uso de medidas preventivas, em conjunto com outras
abordagens de controle pds-plantio, ¢ indicado visando a diminuicdo da doenga no campo
(WAQUIL, 2004).

As principais medidas para o controle das cigarrinhas incluem: sincronizacdo da
semeadura, evitando-se realizar o plantio sequencial, para reduzir a incidéncia de plantas de
milho em diferentes estdgios no campo; ndo semear proximo a plantios muito afetados por
enfezamentos; eliminar os milhos tigueras, que geralmente sdo fonte de indculo para as safras
seguintes; realizar o tratamento de sementes com inseticidas sist€émicos e rotacionar cultivares
de milho. Essas medidas fazem parte do manejo integrado de pragas, responsavel pela redugao
de prejuizos causados pela praga e patdgenos associados. Além dessas estratégias, o
monitoramento do inseto-vetor ¢ fundamental, desde a germinacdo até o estadio final da cultura
(ALVES; FORESTI, 2017).

Visando o sucesso do controle dessa praga, unir algumas das principais ferramentas de
manejo € necessario para contribuir para a redu¢do dos danos provocados na cultura do milho.
O uso de cultivares resistentes, tratos culturais, controle bioldgico e quimico sdo medidas que
se forem conduzidas corretamente podem auxiliar no manejo integrado da cigarrinha D. maidis.

Estudos realizados por Oliveira et al. (2002) indicam que a manifestacao dos sintomas
de S. kunkelii ¢ diferente entre os cultivares. Com isso, o melhoramento genético do milho pode
representar uma importante ferramenta para o manejo dos enfezamentos transmitidos por D.
maidis. Estudos envolvendo a genética da resisténcia aos enfezamentos do milho indicam que
as combinacdes hibrida e reciproca entre os genitores resistentes (C 333B; P 3041)
apresentaram baixa incidéncia dos sintomas de enfezamentos. Entretanto, as combinagdes

hibridas entre os resistentes x suscetiveis apresentaram incidéncia intermediaria, o que indica
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que a resisténcia aos enfezamentos ¢ controlada por mais de um gene, com possivel auséncia
de dominancia (SILVA et al., 2003).

Além do controle genético, o trato cultural € muito importante, uma vez que as plantas
servem de abrigo aos insetos provenientes de lavouras recém-colhidas, sendo também de
relevancia, o monitoramento do inseto-vetor nas plantas voluntérias e o manejo dessas plantas
(OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013).

O controle quimico ¢ uma ferramenta frequentemente utilizada no manejo de pragas. O
uso de medidas de controle populacional de D. maidis contribui para a reduc¢ao na incidéncia
das doengas transmitidas pelas cigarrinhas. O uso de inseticidas sistémicos estd associado a
reducdes nas taxas de aquisi¢do e inoculagdo destes patdgenos pelos insetos vetores nas plantas
de milho (BHIRUD; PITRE, 1972).

Segundo dados do Ministério da Agricultura (Agrofit), ha 80 produtos quimicos
registrados para o controle de D. maidis, sendo a maioria pertencente aos grupos quimicos dos
neonicotinoides, piretroides, organosfosforados e carbamatos (MAPA, 2024). Apesar de
existirem algumas pesquisas sobre manejo da cigarrinha-do-milho, ainda faltam muitas
informagdes sobre a praga e a influéncia do controle quimico nesse patossistema envolvendo o
complexo de enfezamentos, o inseto-vetor (D. maidis) e as plantas de milho. Uma das
estratégias de controle mais utilizadas para D. maidis ¢ o uso de inseticidas neonicotinoides, os
quais geralmente sdo aplicados as sementes de milho, podendo ter eficacias superiores a 50%
sobre as cigarrinhas-do-milho (OLIVEIRA et al., 2007b).

O controle biologico vem ganhando espaco no manejo de D. maidis, utilizando-se
inimigos naturais que atacam diferentes estagios de vida do inseto. Varios parasitoides atacam
os ovos, podendo-se mencionar: Ufens niger (Ashmead) (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
Anagrus nigriventris Giraut (Hymenoptera: Mymaridae), Anagrus breviphragma Soyka
(Hymenoptera: Mymaridae), Anagrus flaveolus Waterhouse (Hymenoptera: Mymaridae),
Polynema orientale Girault (Hymenoptera: Mymaridae); Polynema sp. near Polynema
reticulatum (Ogloblin) (Hymenoptera: Mymaridae); Aphelinoidea semifuscipennis Girault
(Hymenoptera: Trichogrammatidae); Oligosita clarimaculosa (Girault) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae); Oligosita girault Crawford (Hymenoptera: Trichogrammatidae);
Oligosita desantisi (Viggiani) (Hymenoptera: Trichogrammatidae); Paracentrobia tapajosae
(Viggiani) (Hymenoptera: Trichogrammatidae); Pseudoligosita longifrangiata (Viggiani)
(Hymenoptera:  Trichogrammatidae); Zagella nanula De Santis (Hymenoptera:

Trichogrammatidae); Encarsia dalbulae Polaszek & Luft Albarracim (Hymenoptera:
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Aphelinidae)  (TRIAPITSYN, 1997,  MOYA-RAYGOZA; TORRESMORENO;
TRIAPITSYN, 2017).

Os parasitoides de adultos e ninfas de D. maidis mais conhecidos sdo: Gonatopus
bartletti Olmi (Hymenoptera: Dryinidae); Gonatopus moyaraygozai Olmi (Hymenoptera:
Dryinidae); Gonatopus caraibicus (Olmi) (Hymenoptera: Dryinidae); Anteon pilicorne
(Ogloblin) (Hymenoptera: Dryinidae) (MOYA-RAYGOZA; TRUJILLO-ARRIAGA, 1993;
VIRLA; OLMI, 2007; VIRLA; ESPINOSA; MOYA-RAYGOZA, 2011).

Além dos parasitoides, a utilizacdo de fungos entomopatogénicos como Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok. tem sido uma alternativa
amplamente utilizada para o controle da cigarrinha-do-milho. Esses fungos utilizam insetos
como hospedeiros para germinagdo e producao de conidios (estruturas de dispersdo do fungo)
(NOGUEIRA et al., 2021). Porém, fatores externos como temperatura, luminosidade, umidade
e radiacdo solar, influenciam na eficiéncia dos fungos e na suscetibilidade do hospedeiro, assim

como, na viabilidade e viruléncia dos propagulos do patégeno (SILVA, 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no laboratério e em casa-de-vegetacdo da empresa Corteva
Agriscience localizada em Mogi Mirim, SP. As cigarrinhas-do-milho para esse estudo foram

coletadas nas coordenadas 22°26'59.8"S 47°04'30.3"W.

4.1. Criacao de Dalbulus maidis

A criagdo de cigarrinha-do-milho foi realizada em casa-de-vegetagdo climatizada a
30£2°C aos cuidados da equipe do Insetirio da empresa Corteva. Os insetos foram
acondicionados em cinco gaiolas, com tecido antiafidico, de 95 cm x 46 cm (Figura 1),
oferecendo-se plantas de milho da variedade P30F53 VYHR, no estadio fenoldgico vo,
cultivadas em vasos de 3,2 L. Em cada vaso foram semeadas trés sementes e em cada gaiola
foram acondicionados quatro vasos; o solo utilizado foi composto de 50% de terra e 50% de
substrato (sendo o substrato da marca Vida Verde).

Para este estudo, foram separadas duas populagdes D. maidis em duas casas-de-
vegetacdo: em uma delas foi mantida a populacdo da cigarrinha-do-milho infectada com

molicutes e na outra foi mantida a populagao ndo infectada com molicutes.

Figura 1. Gaiola para criacdo de cigarrinha-do-milho.
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4.2. Criacao de Dalbulus maidis infectada

A formacao de uma populagao da cigarrinha-do-milho infectada se iniciou com a coleta
de plantas de milho de um campo com sintomas de enfezamento para servir de fonte de indculo,
e as plantas coletadas foram replantadas em vasos de 5 litros. Apos a confirmacao da infec¢ao
dessas cigarrinhas por meio de testes de PCR, Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA), descrito
no item 4.6, a populacao foi utilizada para a transmissao dos molicutes para novas plantas de
milho ainda ndo infectadas.

Para manter um banco constante de plantas infectadas, eram realizados plantios
semanais de 25 vasos com trés plantas e essas quando atingiam o estadio fenologico V2 eram
colocadas em gaiolas antiafidicas de tamanho 44 x 16 cm (Figura 2). Em cada gaiola, 20 adultos
infectados da cigarrinha-do-milho foram liberados por sete dias e, apos esse periodo, as plantas
eram retiradas das gaiolas, e sobre as plantas era pulverizado o inseticida metomil (Lannate®),
na dose de campo indicada na bula do produto para cigarrinha-do-milho, visando o controle dos
possiveis insetos remanescentes. Este procedimento foi repetido semanalmente, ao longo de
todo o experimento para o estabelecimento de um banco de plantas infectadas e continuidade
da criagdo das cigarrinhas-do-milho infectadas.

As plantas infectadas em v2, quando atingiam o estadio fenoloégico v6 e apresentavam
os primeiros sintomas de enfezamento, seguindo o periodo de laténcia de trés a quatro semanas
descrito por Costa et al. (2021), eram ofertadas para a nova geragao de cigarrinhas-do-milho.
Essa nova geracdo de ovos e ninfas era proveniente de plantas infectadas com sintomas
avangados de enfezamento, porém, essas plantas ndo aguentavam tempo suficiente para a

continuidade desse ciclo. Portanto, era necessario a troca por novas plantas infectadas em v6.
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Figura 2. Gaiolas usadas para a contaminagao de plantas.

4.3. Criacao de Dalbulus maidis nao infectada

Para a populacdo ndo infectada, as plantas de milho do hibrido P30F53VHR foram
cultivadas em vasos de 3,2 L com a mistura descrita no item 4.1 e ao chegarem ao estadio
fenologico v6, as plantas foram fornecidas para as cigarrinhas-do-milho nas gaiolas. Cuidados
(isolamento) foram tomados para que essas plantas de milho nao fossem expostas a nenhuma
cigarrinha-do-milho antes de serem levadas para a criagdo, para que nao houvesse nenhum risco
de infecc¢ao durante o periodo de estudo, levando também em considerag¢do que esses patogenos
ndo sdo transmitidos de geracdo para geracao.

A selecdo de individuos nao infectados se iniciou com a coleta dos insetos em campo,
com o auxilio de um puca4, e os individuos coletados foram colocados em gaiolas com plantas
de milho sadias para oviposi¢ado pelos adultos de D. maidis. Apos trés dias de oviposi¢ao, essas
plantas foram transferidas para uma nova gaiola, isolando-as de possiveis adultos infectados.
Quando as ninfas comec¢aram a eclodir, essas plantas de milho foram cortadas e colocadas no
fundo de uma outra gaiola a qual continha novas plantas de milho sadias. Para confirmacao de
que os individuos ndo estavam infectados, semanalmente era realizada coleta de amostras para
PCR, conforme descrito no item 4.6.

Em cada gaiola, foram mantidos quatro vasos com trés plantas cada, utilizando-se 5 a 8
gaiolas e varias reposi¢des de plantas (pelo menos uma vez por semana), durante todo o tempo
do estudo. O habito de sucgdo das plantas de milho pela cigarrinha-do-milho na fase de ninfas
¢ maior em comparagdo a fase adulta, por isso, nessa fase, o numero de vezes que as plantas

foram trocadas na semana foi maior.
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4.4. Metodologia dos bioensaios com inseticidas quimicos

A presente pesquisa com as cigarrinhas-do-milho foi idealizada em 2022, porém,
somente em 2023, foram geradas as primeiras curvas de concentragdo-mortalidade de
inseticidas quimicos, para diversas populagdes da cigarrinha-do-milho, para a defini¢do de
futuros estudos de monitoramento da suscetibilidade das populagdes de campo.

Até o momento, foi realizado o monitoramento com sete populagdes de diferentes
regides do Brasil para 15 produtos quimicos. Para esta pesquisa foram escolhidos, dentre esses
15 produtos, quatro produtos que se destacaram, quanto a eficiéncia de controle para a
cigarrinha-do-milho. A metodologia descrita nessa pesquisa, foi baseada no artigo publicado
pelo IRAC-BR (MACHADO, 2024).

Os quatro inseticidas selecionados para a realizacdo dos bioensaios foram: metomil
(Lannate®), bifentrina + Carbossulfano (Talisman®), sulfoxaflor + lambda-cialotrina

(Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG) (Tabela 1).

Tabela 1: Lista de produtos quimicos utilizados nos bioensaios com Dalbulus maidis, em
condicdes de laboratorio.

Produtos quimicos

. . Produto Concentragdo o
Ingredientes ativos , Grupos quimicos
comercial (ppm)
CLso- Sppm
Metomil Lannate® CLos — 30ppm Metilcarbamato de oxima

Campo — 1430ppm

CLso — 50 ppm

Bifentrina; Piretroide;

Talisman® CLos — 100 ppm

Carbossulfano Metilcarbamato de benzofuranila
Campo — 930 ppm
CLso — 1800 ppm .
Sulfoxaflor; . Sulfoxaminas;
_ _ Expedition®  CLgs — 7200 ppm . _
Lambda-cialotrina Piretroide
Campo — 500 ppm
@ CLso - 37,5 ppm
oo Larvin . .
Tiodicarbe CLos — 75 ppm Metilcarbamato de oxima
800WG

Campo — 2800 ppm




30

Foram utilizadas trés concentragdes por produto e sete repeticdes (folhas de milho)
infestadas com sete adultos da cigarrinha-do-milho. Foram avaliadas duas populagdes de D.
maidis, sendo uma delas infectada com molicutes ¢ a outra isenta de patogenos. Esse
experimento foi repetido por trés vezes ao longo do ano de 2024.

Em vasos de 1,5 L, foram cultivadas plantas de milho da variedade P30F53VYHR na
mistura descrita no item 4.1 e quando elas chegaram ao estadio V4, as folhas foram cortadas e
levadas ao laboratorio.

Para a realizagdo dos bioensaios, foram utilizados tubos de ensaio, com espuma fendlica
no fundo, com aproximadamente 2,0 cm de espessura. As folhas de milho foram cortadas na
forma retangular, deixando-se uma pequena extensao da nervura central (na parte basal) de cada
folha, para possibilitar o encaixe das folhas na espuma (Figura 3). A espuma de cada tubo foi
umedecida com 3 mL de agua.

As diluigoes foram realizadas seguindo os protocolos estabelecidos (Corteva), através
de ensaios anteriores e as doses foram estabelecidas pelo software Polo Plus (Probit and Logit
Analysis) nas seguintes concentragdes: concentracdo de campo, CLso e CLos (Figura 4).
Adicionou-se o adjuvante Tween-20%, a 0,1% v/v, em todos os tratamentos, para melhorar a
aderéncia do produto a folha. Apds o preparo das diluigdes dos inseticidas, com o auxilio de
uma pinga, foi feita a imersdo das folhas na calda de 100 ml de 4gua com inseticida por 10
segundos e, em seguida, deixando-as secar em bandejas com papel toalha em temperatura
ambiente. Para cada experimento foram utilizadas 14 folhas por concentrag¢ao de cada produto
(Figura 5). As concentragdes de campo foram equivalentes as concentragdes recomendadas
(registradas) de cada produto, para o controle da cigarrinha-do-milho no Brasil, utilizando o
volume de calda de 150L por hectare (MAPA, 2024).

Esperou-se as folhas secarem completamente em temperatura ambiente e, com o auxilio
de uma pinga, as folhas foram encaixadas nas espumas, dentro dos tubos de ensaio devidamente
identificados (Figura 6).

O proximo passo foi a infestacdo dos tubos com as cigarrinhas-do-milho. Para a coleta
dos insetos, foi utilizado um sugador constituido de uma mangueira de silicone de
aproximadamente 45 cm, uma ponteira de 5 ml e um pedaco de tecido “voil” (Figura 7). Foram
colocadas sete cigarrinhas por tubo de ensaio e o tubo foi fechado com Parafilm “M” . Para
haver troca de ar foram feitos pequenos furos no Parafilm “M” ® com uma agulha, conforme
Figura 8. As unidades experimentais foram mantidas em uma sala com fotoperiodo 12h de luz

e temperatura de 26+2°C, durante todo o periodo de avaliagdo.
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As avaliagdes foram realizadas 1 e 2 dias apds a instalagdo dos experimentos em

laboratério. A avaliagdo foi contagem de individuos mortos por cada tudo.

Figura 3. Folhas de milhos cortadas para encaixar na espuma fendlica.

Figura 5. Folha de milho sendo colocada para imersao por 10 segundos.



Figura 8. Cigarrinhas-do-milho ap6s a colocacgdo nos tubos de ensaio.
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4.5. Metodologia dos bioensaios com produtos biologicos

Para esses ensaios foram utilizados trés produtos bioldgicos com as seguintes cepas:
Beauveria bassiana isolado Simbi BB 15, Isaria fumosorosea CEPA 1296 e Metarhizium
anisopliae IBCB425 (Tabela 2). Para cada populagdo foram testados os trés produtos biologicos

e a testemunha, utilizando-se apenas a concentracao de campo de cada produto.

Tabela 2. Lista de produtos bioldgicos utilizados nos bioensaios com Dalbulus maidis, em

condi¢des de laboratorio.

Produtos Biologicos

Ingrediente ativo Produto comercial CEPA Dose
(espécie de fungo (ppm)
entomopatogénico)

Beauveria bassiana Tezpetix™ Simbi BB 15 7 mg/L
Isaria fumosorosea Octane® CEPA 1296 26 mg/L
Metarhizium anisopliae Meta-Turbo SC®  IBCB425 44 mg/L

Plantas de milho da variedade 30F53R foram semeadas em vasos de 90 ml, contendo
apenas substrato, e os bioensaios foram iniciados quando as plantas de milho chegaram ao
estadio V1.

As dilui¢des foram feitas de acordo com as concentragdes de campo de cada produto,
para um volume de calda de 150 L por hectare. A aplicacdo foi realizada com a imersdo de toda
planta em copos contendo 100 mL de suspensao por dez segundos, para cada um dos produtos
bioldgicos (Figura 9). Utilizou-se o adjuvante Tween-20%, a 0,1% v/v, em todos os tratamentos,
para melhorar a aderéncia do produto a folha. Para evitar o contato do substrato com a solug¢ao,
foi utilizada uma protecao feita de papel toalha.

Apo6s a imersdo, as plantas foram deixadas para secar, em temperatura ambiente, €
depois de secas, as plantas foram colocadas em um copo de 700 mL com a base recortada para
o encaixe do vaso de 90 mL (Figura 10).

Com o auxilio do sugador foram colocadas sete cigarrinhas por copo, conforme descrito

no item 4.5 e, em seguida, os copos foram tampados com tecido “voil” e elastico (Figura 11).
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Ap6s a infestagdo, as plantas de milho foram mantidas em uma sala com fotoperiodo de 12h de
luz e uma temperatura de 26+2°C e permaneceram nessa sala até a finalizagao do estudo.
As contagens de insetos vivos e mortos foram realizadas aos 3, 7 e 10 dias apos a

aplicagdo.

Figura 10. Planta de milho apds a aplicagdo (imersdo de folhas), secagem e colocagdo no copo de
700ml.
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Figura 11. Planta de milho ap6s a aplicagdo (imersdo de folhas), secagem, infestagdo com cigarrinhas
e fechamento do copo com tecido “voil” e eléstico.

4.6. Analise de PCR para detecciao de molicutes em Dalbulus maidis

Os testes de PCR (Reag@o em Cadeia da Polimerase) foram realizados no laboratorio de
Biologia Molecular da empresa Corteva, em Mogi Mirim-SP, visando confirmar a infecg¢ao por
molicutes em 100% das cigarrinhas estudadas, e auséncia de patdogenos nas cigarrinhas nao
infectadas.

A extragdo de DNA das cigarrinhas foi realizada utilizando Dneasy Plant Mini Kit
(Qiagen, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Na reacdo de PCR, foi utilizado o
reagente Go Taq® Green Master Mix (Promega, EUA), juntamente com dois controles positivos
contendo DNA de espiroplasma e fitoplasma, e dois controles negativos contendo apenas agua
Milli-Q®, sem espiroplasma e fitoplasma. As amostras foram submetidas a um termociclador
programado para pré-desnaturagdo a 94°C por 30 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 15
segundos para desnaturacao, 50°C por 15 segundos para o anelamento e 72°C por 15 segundos
para alongamento, finalizando com uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

Apos a PCR, as amostras foram distribuidas em um gel de agarose a 2%, com Sybr®
Safe (DNA Gel Stain) contendo solug@o tampao TBE (Tris; acetato; EDTA) 0,5X. Em seguida,
foram submetidas a eletroforese com uma voltagem de 65 V por 60 minutos. Ao final do
processo, foi possivel analisar os fragmentos de DNA amplificados sob a luz UV.

Para a deteccdo de molicutes, foram utilizados iniciadores (primers) para deteccao
simultanea do fitoplasma e do espiroplasma — CSSR6 (5 gttacttcaacagtagttgeg 3”) /CSSF2 (5°
ggcaaagatgtaacaaaagt 3’) (BARROS et al., 2001) e R16R2 (5’ tgacgggcggtgtgtacaaacceeg 3°)
/R16F2 (5’acgactgctgctaagactgg 3°) (LEE et al., 1993), respectivamente. Amplificando uma
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sequéncia de nucleotideos pertencente ao gene 16S rDNA, no caso do fitoplasma, ¢ ao gene da
espiralina, no caso do espiroplasma, gerando fragmentos de aproximadamente 1200 pb
(fitoplasma) e 500 pb (espiroplasma) (Figura 13), para as cigarrinhas-do-milho infectadas. Para

as cigarrinhas nao infectadas esses genes nao foram expressos (Figura 12).

Figura 12. Gel de agarose para cigarrinhas D. maidis ndo infectadas. M: 1kb DNA ladder; Linhas 1-
10 amostras de cigarrinhas; N: negativo.
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Figura 13. Gel de agarose para cigarrinhas D. maidis infectadas com fitoplasma (A) e espiroplasma
(B). M: 1kb DNA ladder; Linhas 1-10 amostras de cigarrinhas; N: negativo.

4.7. Analises da taxa de alimentacido da cigarrinhas-do-milho

Para esse estudo, cinco vasos de 1,5 L contendo como substrato a mistura descrita no
item 4.1, foram semeados com trés sementes de milho por vaso, e esperou-se as plantas
chegarem ao estadio fenoldgico v4, para o inicio dos testes.

As duas populagdes de D. maidis (infectada com molicutes e ndo infectada) foram
testadas na mesma planta, utilizando-se gaiolas plasticas de 60 x 15 mm. Foram colocadas duas
gaiolas (clipcage) com cores distintas (por populacdo) em cada planta, para permitir a
identificacdo das populacdes (infectada e ndo infectada). As gaiolas foram confeccionadas
utilizando duas placas circulares de poliestireno transparente, sendo que em um dos lados a
superficie foi revestida de poliestireno expandido (EPS) impedindo a passagem do inseto para
a parte adaxial da folha, no lado abaxial onde a cigarrinha-do-milho foi colocada, foi deixada

¢

uma abertura coberta com tecido “voil” para melhorar a circulagdo do ar e evitar a fuga dos
insetos. Sobre o tecido “voil” foi colocado um papel filtro cortado em formato circular com
raio de 1,16 cm para reter as gotas de “honeydew ” excretadas pelas cigarrinhas-do-milho ao se

alimentarem da planta (Figura 14).
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A avalia¢do da taxa de ingestdo de seiva do floema pelas cigarrinhas-do-milho foi
realizada de acordo com o descrito por Silveira (2019), utilizando-se a técnica de detec¢do de
aminoacidos presentes nos excrementos com solugao de ninidrina. Sendo assim, 24 horas apos
a infesta¢ao dos insetos, o papel filtro foi retirado da gaiola e deixado para secar por mais 24
horas.

Apos este periodo o papel filtro foi imerso por um minuto em uma solugdo de ninidrina
(Sigma N4876-25G) a 1% em acetona absoluta, com o objetivo de ativar uma reacdo, na qual
as excretas absorvidas no papel passam a apresentar coloragao roxa (machas roxas) devido a
reacdo da ninidrina com os aminoacidos presentes no “honeydew”, que foram absorvidos e
excretados pelas cigarrinhas (BOINA et al., 2009; CHEN; SEO; STELINSKI, 2017). Para a
determinagdo das 4reas tingidas (manchas roxas) resultantes da alimentacdo de D. maidis por

24 horas, foi utilizado o software WinFOLIA 2014 por Leaf Analysis,

Figura 14. Gaiolas confeccionadas para o aprisionamento das cigarrinhas-do-milho.

4.8. Analise estatistica dos dados

Os pressupostos normalidade e homocedasticidade das varidncias dos dados de
mortalidade foram verificados através do teste de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente.
Para a validagdo dos testes, a mortalidade do grupo controle ndo excedeu 10%. A fim de
comparar se houve diferenga na mortalidade dos insetos adultos expostos aos diferentes
inseticidas quimicos e produtos biologicos, os dados foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). Para a comparagao

entre as duas populagdes de D. maidis (infectada e ndo infectada) expostas ao mesmo produto,
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foi realizado o teste de Kruskal Wallis, sendo as médias comparadas pelo teste Wilcoxon (P <
0,05).

Para a estimativa da eficiéncia de controle, os dados de mortalidade dos insetos adultos
foram corrigidos pela formula de Schneider-Orelli. Utilizou-se o programa R® (R Development
Core Team 2023) para execucao das analises dos experimentos.

Para os testes de alimentacao, os dados de porcentagem de areas tingidas (manchas de
excre¢ao em papel de filtro) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), comparando-
se as médias dos tratamentos (populagdes de D. maidis infectadas com molicutes e nao
infectadas) pelo teste # a 5% de significancia. Utilizou-se o programa Minitab® 20.4 para a

realizacdo dessas analises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Bioensaios com inseticidas quimicos
Os resultados do experimento com os produtos quimicos, em cigarrinhas infectadas, na

avaliagdo de um dia apds a aplicagdo, sdo apresentados na Figura 15. Os inseticidas metomil
(Lannate®™) e bifentrina + carbossulfano (Talisman®), nas concentragdes de campo, e sulfoxaflor

+ lambda-cialotrina (Expedition®) nas concentra¢des de CLso e CLoo apresentaram as maiores

eficiéncias de controle de D. maidis, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.
Os produtos metomil e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas concentra¢des equivalentes a

CLso e CLos, foram os que apresentaram os piores desempenhos no controle das cigarrinhas

infectadas por molicutes, ndo diferindo estatisticamente da testemunha.
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Figura 15. Médias (=EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, um dia ap6s a aplicacdo dos
inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + Carbossulfano (Talisman®), sulfoxaflor + lambda-cialotrina

(Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas concentragdes de CLso, CLos € campo *Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Na avaliacdo de dois dias ap0ds a aplicagdo, observou-se um aumento significativo na
mortalidade de D. maidis, em relagdo a primeira avaliacdo (de 1 dia), para a maioria dos

tratamentos com inseticidas, para a populacao infectada da cigarrinha (Figura 16).
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As maiores mortalidades foram observadas para os tratamentos com metomil
(Lannate®), na concentracdo de campo; bifentrina + carbossulfano (Talisman®), nas
concentragdes de CLos e campo; e sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®), nas
concentragdes de CLso e CLos, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

Apenas os tratamentos com metomil (Lannate®), nas concentragdes de CLso e CLos, €
bifentrina + carbossulfano (Talisman®), na concentracio de CLso, ndo diferiram

estatisticamente da testemunha, observando-se aumento significativo na mortalidade provocada

por tiodicarbe (Larvin® 800WG), na avaliagio realizada dois dias ap6s a aplicacdo.
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Figura 16. Médias (£EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, dois dias apds a aplicagdo
dos inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + carbossulfano (Talisman®), sulfoxaflor + lambda-

cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas concentragdes de CLsy, CLos € campo

*M¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Os resultados indicam influéncia significativa da concentracao dos produtos e do tempo
de exposicao (24 ou 48 h) dos insetos aos inseticidas na mortalidade da cigarrinha-do-milho,
sendo que, para os produtos metomil e a mistura de bifentrina e carbossulfano observou-se alta

eficiéncia na concentracdo de campo, porém, baixos desempenhos em concentragdes inferiores

(CLso e/ou CLos). No caso de tiodicarbe, foram observadas mortalidades relativamente baixas
para as trés concentracdes avaliadas, na primeira avaliacdo (1 dia), porém, aumentos
significativos na mortalidade da cigarrinha (acima dos observados para a testemunha) em todas

as concentracdes, na avaliacdo realizada aos dois dias apds o tratamento. Essas diferencas
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observadas entre os inseticidas avaliados podem estar associadas aos modos de agdo dos
inseticidas e efeito dos produtos no comportamento dos insetos apds o tratamento.

No bioensaio utilizando cigarrinhas nao infectadas com molicutes, as maiores
mortalidades foram observadas para os tratamentos com metomil (Lannate®), bifentrina +
carbossulfano (Talisman®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), na concentragdo de campo para os
trés produtos, além de sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®), na concentragiio de CLos,
na avaliacao realizada um dia apds a aplicagdo (Figura 17).

No caso dos tratamentos com metomil e com as misturas de bifentrina e carbossulfano
e de sulfoxaflor e lambda-cialotrina, os resultados foram semelhantes aos do bioensaio com 0s
insetos infectados (Figura 1), porém, no caso de tiodicarbe, houve um melhor desempenho do
produto quando aplicado sobre as cigarrinhas ndo infectadas, indicando influéncia da presenca
de molicutes na suscetibilidade dos insetos ao tratamento quimico.

Considerando-se os produtos com pior desempenho, observou-se que apenas o0s
tratamentos com metomil (Lannate®) e bifentrina + carbossulfano (Talisman®), nas
concentragdes equivalentes a CLso, ndo diferiram significativamente da testemunha, no
bioensaio com cigarrinhas ndo infectadas (Figura 17).

Em comparagdo com o bioensaio com insetos infectados (Figura 15), verificou-se o
mesmo comportamento para metomil, porém, houve uma piora no desempenho da mistura de
bifentrina e carbossulfano, que se mostrava mais toxico para os insetos infectados (em relagdo
a testemunha), passando a ndo mostrar efeito toxico significativo nos insetos ndo infectados.
Esses resultados corroboram a hipotese de influéncia dos molicutes na suscetibilidade da

cigarrinha-do-milho aos tratamentos com inseticidas.
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Figura 17. Médias (£EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis ndo infectados, um dia apés a aplicagdo
dos inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + carbossulfano (Talisman®), sulfoxaflor + lambda-

cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas concentragdes de CLsy, CLos € campo

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).

No bioensaio com insetos nao infectados, na avaliacdo realizada aos dois dias apos a
aplicagdo, observou-se que as maiores mortalidades foram registradas para os tratamentos com
metomil (Lannate®), bifentrina + carbossulfano (Talisman®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), na

concentragdo de campo para os trés produtos, além de sulfoxaflor + lambda-cialotrina
(Expedition®), na concentracdo de CLos (Figura 18), mantendo a mesma tendéncia de resultados
observada na avaliagdo realizada um dia ap6s a aplicacao.
Para os produtos com pior desempenho, observou-se que apenas o tratamento com
metomil (Lannate®), na concentragdo de CLso, ndo diferiu significativamente da testemunha,
no bioensaio com cigarrinhas nao infectadas (Figura 4). Nesse caso, observou-se um aumento

significativo na mortalidade da cigarrinha-do-milho causada pela mistura de bifentrina e

carbossulfano (Talisman®), na segunda avaliagdo, passando a diferir do tratamento com

metomil e da testemunha.
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Figura 18. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis nao infectados, dois dias apds a
aplicacdo dos inseticidas metomil (Lannate®), bifentrina + carbossulfano (Talisman®), sulfoxaflor +
lambda-cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), nas concentragdes de CLsy, CLos €
campo *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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5.2. Bioensaios com produtos biologicos

Os tratamentos com os fungos entomopatogénicos Isaria fumosorosea (Octane®) e
Metarhizium anisopliae (Meta-Turbo SC®), ambos na dose de campo, ndo diferiram
estatisticamente da testemunha, com sobrevivéncia de todos os insetos tratados, aos trés dias
apos a aplicagdo. Somente o tratamento com Beauveria bassiana (Tezpetix™), na concentragao
de campo, causou mortalidade significativa das cigarrinhas nos primeiros trés dias apos a

aplicacdo, para as cigarrinhas ndo infectadas com molicutes (Figura 19).

3.0

25

2.0

15

Meédia (£EP) de adultos mortos
05

0.0

T T T T

Testemunha Octane® Meta-Turbo SC® Tezpetix™

Figura 19. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis nao infectados, trés dias apos a
aplicag@o de concentragdes de campo dos produtos bioldgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15)
(Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425)
(Meta-Turbo SC®).

*M¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com
correcao de Bonferroni (p < 0.05).
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Na avaliagdo realizada aos sete dias apds a aplicacdo, todos os tratamentos com 0s
fungos entomopatogénicos causaram mortalidade significativa nas cigarrinhas-do-milho,
diferindo significativamente da testemunha, com destaque para B. bassiana (Tezpetix™) e L.
fumosorosea (Octane®), para os quais foram observadas as mais altas mortalidades do inseto-

vetor (Figura 20).

Meédia (£EP) de adultos mortos
3

- _
o 4

T T T T
Testemunha Octane® Meta-Turbo SC® Tezpetix™
treatments

Figura 20. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis ndo infectados, sete dias apds a
aplicag@o de concentragdes de campo dos produtos bioldgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15)
(Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425)
(Meta-Turbo SC®).

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com
correcao de Bonferroni (p < 0.05).
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Na avaliacdo realizada aos dez dias apos a aplicacdo, embora a mortalidade de
cigarrinhas tenha sido elevada nos trés tratamentos com fungos entomopatogénicos, chegando
a 7,0 insetos mortos por parcela (de 7,0 insetos avaliados), nenhum dos tratamentos apresentou
diferenga significativa em relacdo a testemunha. Este fato esta provavelmente associado a
mortalidade relativamente elevada das cigarrinhas-do-milho na testemunha nesta avaliacdo

(Figura 21).
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Figura 21. Médias (£EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis nao infectados, dez dias apds a aplicagao
de concentragdes de campo dos produtos biologicos Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15)
(Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425)
(Meta-Turbo SC®).

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com
correcao de Bonferroni (p < 0.05).
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Na avaliacdo realizada aos trés dias apos a aplicagdo dos fungos entomopatogénicos,
observou-se mortalidade das cigarrinhas para os trés produtos bioldgicos, chegando a 2,0
insetos mortos por parcela (de 7,0 insetos avaliados), porém, sem diferenca significativa em

relag@o a testemunha, para o bioensaio utilizando insetos infectados com molicutes (Figura 22).
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Figura 22. Médias (+EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, trés dias ap6s a aplicagdo
de concentragcdes de campo dos produtos biologicos Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15)
(Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425)

(Meta-Turbo SC®).
*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com

correcao de Bonferroni (p < 0.05).
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Na avaliacao realizada aos sete dias ap6s a aplicagdo dos fungos entomopatogénicos,
observou-se uma mortalidade maior das cigarrinhas para os trés produtos biologicos, chegando
a 4,0 insetos mortos em média por parcela (de 7,0 insetos avaliados), para o tratamento com /.
fumosorosea, porém, sem diferenca significativa em relagdo a testemunha, para o bioensaio

com insetos infectados (Figura 23).

Meédia (£EP) de adultos mortos
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Figura 23. Médias (=EP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, sete dias apos a aplicagdo
de concentragcdes de campo dos produtos biolodgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15)
(Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425)
(Meta-Turbo SC®).

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com
correcdo de Bonferroni (p < 0.05).
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Na avaliagdo realizada aos dez dias apds a aplicacdo dos produtos biologicos, observou-
se um aumento mortalidade das cigarrinhas para os trés fungos entomopatogénicos testados,
chegando a 6,0 insetos mortos em média por parcela (de 7,0 insetos avaliados), para o
tratamento com B. bassiana, porém, sem diferenca significativa em relacdo a testemunha, para
o teste com insetos infectados (Figura 24). Este resultado esta provavelmente associado a
mortalidade relativamente elevada (até 4,0 insetos mortos em média por parcela) das

cigarrinhas-do-milho na testemunha nesta avaliagdo (Figura 24).
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Figura 24. Médias (xEP) de adultos mortos de Dalbulus maidis infectados, dez dias apos a aplicagdo
de concentragcdes de campo dos produtos biolodgicos Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15)
(Tezpetix™), Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®) e Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425)
(Meta-Turbo SC®).

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com
correcdo de Bonferroni (p < 0.05).
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5.3. Analises dos dados comparando as populacdes para produtos quimicos

Foram observadas diferengas significativas entre as mortalidades das cigarrinhas-do-
milho infectadas e ndo infectadas com molicutes para os tratamentos com sulfoxaflor + lambda-
cialotrina (Expedition®) e tiodicarbe (Larvin® 800WG), para as duas datas de avaliacdo,
indicando influéncia significativa da infeccdo por molicutes na suscetibilidade aos dois
inseticidas testados.

No caso da testemunha, observou-se mortalidade maior dos insetos infectados, em
relacdo aos nao infectados, na avaliacao realizada aos dois dias apds o inicio do bioensaio,
indicando influéncia significativa dos molicutes na sobrevivéncia da cigarrinha-do-milho

(Tabela 3).

Tabela 3: Numero de adultos mortos (média + erro padrdo) de Dalbulus maidis aos um e dois dias ap6s
a aplicagdo (DAA) dos produtos quimicos: sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®); metomil
(Lannate®), tiodicarbe (Larvin® 800WG); e bifentrina + carbossulfano (Talisman®), em condigdes de
laboratorio.

L. Condigao de infecqﬁo Adultos mortos (1 DAA) Adultos mortos (2 DAA)
Produtos Quimicos

com molicutes

(Média + EP)

(Média + EP)

. Infectada 4,21 (£0,08) a* 5,71 (£ 0,34) a*
Expedition® o
ndo infectada 2,28 (+0,22) b 3,71 (0,37 b
Infectada 3,98 (+ 0,43) b* 6,72 (£ 0,15) a*
Lannate® .
ndo infectada 6,92 (£ 0,24)a 6,92 (= 0,06) a
) Infectada 2,28 (+ 0,52) b* 5,14 (= 0,38) b*
Larvin® 800WG o
ndo infectada 5,78 (x0,59) a 6,71 (£0,12) a
. Infectada 6,57 (£ 0,24) a* 6,85 (£0,17) a*
Talisman® o
ndo infectada 7,00 (£ 0,00) a 7,00 (£ 0,00) a
Infectada 0,42 (£ 0,21) a* 3,42 (£ 0,42) a*
Testemunha .
nao infectada 0,07 (£ 0,06) a 0,50 (£0,16) b

*Numero médio de insetos mortos seguido da mesma letra, para cada produto no mesmo dia de
avaliagdo, ndo diferiu significativamente pelo teste de Wilcoxon (P <0,05).

No caso do tratamento com a mistura de sulfoxaflor e lambda-cialotrina (Expedition®),
observou-se maior mortalidade (aproximadamente 85%) de insetos infectados com molicutes,
em relacdo aos nao infectados, indicando aumento da suscetibilidade dos insetos infectados ao

tratamento quimico com esta mistura (Tabela 3). Esses resultados corroboram com Silveira
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(2019), que relacionou a infecgdo com espiroplasma as altas mortalidades ocasionadas pela
exposi¢do a diversos inseticidas quimicos. O produto Expedition® tem em sua composi¢io, um
piretroide (lambda-cialotrina), que atua como modulador de canais de sédio (3A) (IRAC-BR,
2023), apresentando efeito de “knockdown”, que inicialmente paralisa os insetos, podendo ou
ndo resultar na morte do inseto (QUINLAN; GATEHOUSE, 1981). O outro componente do
produto (Expedition®) é sulfoxaflor, pertencente ao grupo das sulfoxaminas (4C), que sdo
moduladores competitivos de receptores nicotinicos da acetilcolina (IRAC-BR, 2024). Nesse
caso, com a infeccdo de molicutes, o sistema de defesa dos insetos pode ter sido afetado,
resultando em menor desempenho do sistema de ativagdo de enzimas de metabolizagdo dos
diferentes grupos de inseticidas envolvidos (piretroide e sulfoxamina), tornando os insetos mais
suscetiveis a agao do composto quimico.

Para Talisman®, que ¢ uma mistura de um inseticida piretroide (bifentrina) ¢ um
metilcarbamato de benzofuranila (carbossulfano), ndo foram observadas diferencas
significativas nas mortalidades provocadas pelo inseticida entre as populagdes de D. maidis
infectadas e ndo infectadas com molicutes. Embota Talisman® tenha um piretroide como
componente (bifentrina) ele é do tipo I, e no caso de Expedition®, o piretroide envolvido
(lambda-cialotrina) ¢ do tipo II. Os piretroides podem ser classificados em duas categorias com
base em seu modo de agdo: tipo I que atuam nos canais de sodio das células nervosas,
prolongando sua abertura e causando despolarizacio da membrana e tipo II, que, além de
afetarem os canais de sodio, também antagonizam os receptores de GABA, um
neurotransmissor inibitério, resultando em uma maior excitagdo nervosa e despolariza¢do da
membrana (CASIDA, 1980; WATKINSON, 1989; TAYLOR, 2001). Os piretroides, como um
todo, afetam o sistema nervoso periférico e central do inseto, estimulando as células nervosas
a produzirem descargas repetitivas, causando hiperexcitagdo e morte dos insetos (BRAGA;
VALE, 2007), porém, pode haver diferencas na suscetibilidade dos insetos infectados com
molicutes, dependendo do tipo (I ou II) do piretroide utilizado para o controle da cigarrinha-do-
milho.

No caso de tiodicarbe (Larvin®800WG), o produto é um metilcarbamato de oxima (1A),
que atua como inibidor de acetilcolinesterase (AChE), na fenda sinaptica do sistema nervoso
dos insetos. Comparando-se as populagdes infectada e ndo infectada com molicutes, a
populacdo infectada foi menos afetada pelo inseticida carbamato que a populagdo nao infectada.
Uma das possiveis explicagdes para esse resultado seria o fato de os molicutes afetarem o
comportamento de movimentagdo dos insetos infectados, que apresentariam menores taxas de

caminhamento e/ou de alimentacdo que os insetos nao infectados, havendo menor exposi¢ao
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desses insetos (infectados) aos residuos toxicos do inseticida carbamato, em relagdo aos insetos
ndo infectados.

A mesma tendéncia de maior mortalidade dos insetos nao infectados foi observada para
metomil (Lannate®), que também é um inseticida carbamato (metilcarbamato de oxima),
porém, sem uma diferenca significativa entre as populacdes infectada e ndo infectada para
metomil. Os inseticidas derivados do 4cido carbamico que, assim como os organofosforados,
tém um efeito de choque sobre os insetos, apesar de seu curto poder residual. Eles também
inibem a acetilcolinesterase (AChE), mas, nesse caso, a reacdo envolvida ¢ a carbamilagdo.
Embora possuam mecanismos de a¢do semelhantes, existem duas diferencas principais em
relacdo aos organofosforados. Primeiramente, alguns carbamatos sdo potentes inibidores da
aliesterase (uma esterase alifatica cuja fungdo exata ¢ desconhecida) e apresentam seletividade
pronunciada contra a AChE de certas espécies. A segunda diferenca ¢ que a inibi¢do da AChE
pelos carbamatos é reversivel (COUTINHO et al.,, 2005). Além de que o tiodicarbe ¢
principalmente um inseticida de ingestdo, com ac¢do de contato limitada. Em contraste, o
metomil possui uma agao de contato mais pronunciada, além de ser também um inseticida de
ingestdo, tendo uma menor atividade de contato em relagdo ao metomil. Assim sendo,
diferengas nas propriedades quimicas entre esses dois carbamatos podem ter influenciado na
maior suscetibilidade dos insetos infectados a metomil (principalmente para a concentracao de
campo) que a tiodicarbe, ndo resultando em diferengas significativas entre as populagdes
infectadas e ndo infectadas, para metomil.

Considerando-se os outros produtos, além de Lannate® (metomil) e Larvin® (tiodicarbe),
foram utilizados Expedition® (sulfoxaflor + lambda-cialotrina) e Talisman® (bifentrina +
carbossulfano). Nesses dois casos, os inseticidas sdo misturas com piretroides (lambda-
cialotrina ou bifentrina), que em muitos casos apresentam efeito repelente, alterando o
comportamento de movimentagdo (fuga) de diversas espécies de insetos e acaros (MORETI,
MARCHINI, NAKANO, 1988; MITIDIERI, 1990; FIGUEIREDO, 2014). Nesse aspecto, o
efeito repelente provocado pelos piretroides, componentes desses dois inseticidas, podem ter
induzido a um maior caminhamento dos insetos sobre as plantas tratadas, mascarando a possivel
influéncia dos molicutes na redu¢dao de movimentagao (ou alimentagdo) dos insetos infectados

sobre as plantas.
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5.4. Analises dos dados comparando as populagdes para produtos biologicos

Foram observadas diferengas significativas entre as mortalidades das cigarrinhas-do-
milho infectadas e ndo infectadas com molicutes apenas para o tratamento com o fungo B.
bassiana (Tezpetix™), nas avaliacdes realizadas aos 3 e 10 dias apds a aplica¢do (Tabela 4).
Nesse caso, os insetos infectados com molicutes apresentaram mortalidade mais baixa que os
insetos nao infectados. Esse resultado também pode estar associado a possivel menor
movimentagdo dos insetos infectados com molicutes, fazendo que os insetos fiquem menos

expostos a a¢do do fungo entopatogénico.

Tabela 4: Mortalidade (nimero médio =+ erro padrao) de adultos de Dalbulus maidis aos trés, sete e
dez dias apo6s a aplicagdo (DAA) de produtos biologicos: Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425)
(Meta-Turbo SC®); Isaria fumosorosea (cepa 1296) (Octane®); Beauveria bassiana (cepa Simbi BB
15) (Tezpetix™), em condigdes de laboratorio.

Produtos Condigdode N /e 4io (LEP) N° médio (LEP) N° médio (LEP)
Biologicos ~ \Meceaocom 3 x 7DAA 10 DAA
molicutes
Infectada 0,56 (£0,19) a* 2,14 (£0,52) a* 3,21 (£0,57) a*
Meta-Turbo® o " fectada 0,07 (£0,06)a 1,50 (£0,52)a 4,21 (0,82) a
Octanc® Infectada 0,71(=0,23) a* 2,14 (0,48) a* 3,21 (+0,36) a*
nao infectada 0,28 (£0,15) a 2,35 (£0,45) a 3,21 (£0,58) a
Tezpetix™ Infectada 0,36 (£0,15) b* 2,07 (+0,50) a* 2,14 (+0,42) b*
nao infectada 1,00 (+£0,22) a 3,21 (£0,57) a 4,07 (£0,43) a
Testemunha Infectada 0,14 (£0,13) a* 1,28 (£0,27) a* 2,92 (+0,42) a*

ndo infectada

0,50 (£0,13) a

1,00 (£0,39) a

3,35 (20,63) a

*O ntimero médio de insetos mortos seguido da mesma letra, para cada produto no mesmo dia de
avaliagdo, ndo diferiu significativamente pelo teste de Wilcoxon (P <0,05).

Nao foram observadas diferengas significativas entre as mortalidades das populacdes
infectadas com molicutes e ndo infectadas, tanto para o tratamento /. fumosorosea (Octane®),
quanto para M. anisopliae (Meta-Turbo® SC), embora os dois fungos tenham causado
mortalidade nos insetos tratados, com énfase para M. anisopliae, que causou mortalidade
relativamente elevada, principalmente nos insetos nao infectados, seguindo a mesma tendéncia
observada para B. bassiana. Segundo Dal Pogetto (2009), produtos bioldgicos a base de M.
anisopliae mostraram-se eficientes no controle das ninfas psilideo-de-concha, Glycaspis

brimblecombei Moore (Hemiptera: Psyllidae), sendo que o tratamento com M. anisopliae
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(Toyobo) apresentou, quando pulverizado, eficiéncia de 61,72%, com 62,8% de declinio da
populagdo.

No mesmo estudo, Dal Pogetto (2009) obteve baixa mortalidade de G. brimblecombei,
quando utilizou produtos bioldgicos 4 base de B. bassiana, reportando valores de 54,08% de
mortalidade, que foram significativamente menores que os observados para M. Anisopliae, com
mortalidades iguais ou acima 61%.

Puterka et al. (1994) avaliaram a eficacia de dois isolados de B. bassiana € um isolado
de L. lecanii no controle do psilideo-da-péra, Cacopsylla pyricola (Foerster) (Hemiptera:
Psylloidea). Eles aplicaram uma concentra¢do de 1 x 107 conidios/mL sobre ninfas de terceiro
instar. Apos trés, cinco e sete dias da aplicagdo, os percentuais de mortalidade observados foram
de 40,6%, 85,6% ¢ 92,5% para o isolado de B. bassiana 2430, ¢ de 57,4%, 93,8% e 96,0% para
o isolado de B. bassiana 2860. Esses resultados foram semelhantes aos obtidos no presente
trabalho, utilizando a cigarrinha-do-milho.

Em um estudo realizado por Toledo et al, 2007, o fungo Beauveria bassiana apresentou
desempenho inferior em comparagdo a espécie Metarhizium anisopliaepara controle da
cigarrinha-do-milho. Testes laboratoriais utilizando diferentes cepas de B. bassiana e M.
anisopliae também apontaram resultados superiores para a mortalidade de D. maidis (Toledo
etal. 2007).

Aparicio et al.,2005 realizou experimentos com individuos de D. maidis tratados com
M. anisopliae (isolados M362, M366 e M379) e B. bassiana (B517, B874 ¢ B992), em
concentragdo de 1 x 1077 e foi observado uma mortalidade dos individuos em torno de 40%
para ambos os tratamentos. O tempo de mortalidade dos insetos com o fungo M. anisopliae foi
de 10-12 dias, enquanto por B. bassiana ocorreu por volta dos 12-15 dias.

Corroborando com os resultados obtidos nesse projeto, CECCHIN, 2022 avaliou as
aplicacdes dos produtos bioldgicos Metamip (M. anisopliae), e Bovemip (B. bassiana) durante
0 7° e o 14° dia apods a aplicagdo e nao obteve um controle tdo satisfatorio, observando o

resultado de 36% para os dois dias de avaliagdo e para os dois produtos bioldgicos utilizados.

5.5. Analises da mortalidade de Dalbulus maidis nos bioensaios com produtos quimicos

Considerando-se as mortalidades corrigidas observadas para as populagdes da
cigarrinha-do-milho, ndo infectada e infectada com molicutes, verificou-se que as maiores
mortalidades (> 90%) foram observadas para as concentra¢des de campo de metomil (Lannate®)

e bifentrina + carbossulfano (Talisman®), chegando a 100% de mortalidade para a populagio
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ndo infectada, em pelo menos uma das datas de avaliagdo (1 ou 2 dias apds a aplicagdo).
Considerando-se todas as concentragdes avaliadas, as maiores mortalidades foram obtidas para
a populacdo ndo infectada para metomil, e para a populacdo infectada para a mistura de

bifentrina com carbossulfano (Tabela 5).

Tabela 5. Mortalidade corrigida das popula¢des contaminadas e ndo contaminadas de Dalbulus maidis
aos produtos quimicos sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®); metomil (Lannate®), tiodicarbe
(Larvin® 800WG); e bifentrina + carbossulfano (Talisman®), aos um e dois dias ap6s a aplica¢do. em
condi¢des de laboratodrio.

Populacdo infectada Populagdo nao infectada
Produtos quimicos Mortalidade Mortalidade Mortalidade Mortalidade
(%) 1 DAA (%) 2 DAA (%) 1 DAA (%) 2 DAA
Lannate® CLso 2,49 9,58 6,22 9,83
Lannate® CLos 11,15 16,14 57,47 67,35
Lannate® Campo 90,77 95,69 100 100
Talisman® CLso 23,48 34,17 14,3 57,06
Talisman® CLos 55,49 80,19 45,06 85,82
Talisman® Campo 97,64 100 98,96 100
Expedition® CLso 72,85 88,11 65,59 84,9
Expedition® CLos 89,14 92,06 75,77 100
Expedition® Campo 57,62 34,58 32,3 51,53
Larvin® 800WG CLsy 12,07 27,24 33,85 45,12
Larvin® 800WG CLos 12,8 22,78 38,65 52,63
Larvin® 800WG Campo 28,9 80,19 82,47 95,60

Testemunha - - - -

No caso de tiodicarbe (Larvin®), as maiores mortalidades (entre 82,47 e 95,6 %) foram
observadas para a concentragdo de campo, para a populacdo nao infectada. Para sulfoxaflor +
lambda-cialotrina (Expedition®), as mortalidades mais elevadas (entre 89,14 e 92,06%),
considerando-se os dois dias de avaliacdo, foram registradas para a CLos, para a populagao
infectada (Tabela 5).

Os resultados indicam que todos os inseticidas testados podem ser efetivos para o
controle da cigarrinha-do-milho, havendo influéncia da concentragdo utilizada e da infecao por

molicutes nos insetos, conforme discutido no item 5.4.
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5.6. Analises de mortalidade de Dalbulus maidis nos bioensaios com produtos bioldgicos

Com relacdo as mortalidades corrigidas observadas para as populagdes da cigarrinha-
do-milho, ndo infectada e infectada com molicutes, para os produtos bioldgicos testados, as
maiores mortalidades (entre 37,30 e 44,74%) foram observadas para B. bassiana (Tezpetix™),
para a populacdo ndo infectada (Tabela 6).

As baixas taxas de mortalidade corrigida, observadas para os fungos entomopatogénicos
no presente estudo, foram parcialmente influenciadas pelas mortalidades relativamente
elevadas na testemunha, a partir do sétimo dia apo6s a aplicagdo, principalmente para a
populacao infectada com molicutes (Figuras 22 e 23).

Outro fator que pode ter contribuido para o baixo desempenho dos fungos
entomopatogénicos seria a forma de aplicag@o, por contato residual dos insetos aos fungos, que
foram aplicados apenas nas plantas, limitando o contato dos insetos com os esporos (e hifas)
dos entomopatdgenos. Fatores como umidade relativa do ar e temperatura também podem ter
influenciado no desempenho dos diferentes fungos avaliados (ALVES, 1998; ALVES; LOPES,
2008).

Tabela 6: Mortalidade corrigida das populagdes infectadas e ndo infectadas de Dalbulus maidis aos
produtos biolégicos: Metarhizium anisopliae (cepa IBCB425) (Meta-Turbo SC®); Isaria fumosorosea
(cepa 1296) (Octane®); Beauveria bassiana (cepa Simbi BB 15) (Tezpetix™), aos trés, sete e dez dias
apos a aplicagdo, em condigdes de laboratorio.

Populacao infectada Populacao ndo infectada
Produtos Mort. (%) Mort. (%) Mort. (%) Mort. (%) Mort. (%) Mort. (%)
biologicos 3 DAA 7 DAA 10 DAA 3 DAA 7 DAA 10 DAA
Meta-Turbo® SC 1,02 15,00 7,01 1,02 25,00 11,78
Octane® 8,33 15,00 7,01 2,08 22,62 0,00
Tezpetix™ 3,12 13,76 1,75 12,49 37,30 44,74

Testemunha - - - - - -

Apesar da eficiéncia relativamente baixa obtida para os fungos entomopatogénicos
avaliados no presente trabalho, os resultados indicam influéncia da infec¢ado com molicutes no

comportamento e sobrevivéncia dos insetos expostos aos produtos bioldgicos, com menor
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mortalidade dos insetos infectados (com molicutes) sobre as plantas tratadas. Nesse aspecto, hé
necessidade da condugdo de estudos complementares, realizando-se a aplicacdo desses
entomopatogenos diretamente sobre as cigarrinhas-do-milho, para avaliar a influéncias desses
fungos sobre o comportamento e sobrevivéncia dos insetos infectados com molicutes e nao

infectados.

5.7. Analises da taxa de alimentacio da cigarrinhas-do-milho

As analises realizadas através da medicao das areas tingidas (com honeydew), em papel
filtro, resultantes da alimentacdo (e excre¢do) das cigarrinhas D. maidis em folhas de milho,
por 24 horas, indicaram que houve diferenca significativa (¢ = - 5,77; g.1. = 16; p <0,0001) na
taxa de alimentacdo, entre as populacdes de cigarrinhas infectada com molicutes e nao
infectada, com maior atividade de alimentagdo observada para a populagdo nao infectada de D.
maidis (Figuras 25, 26 ¢ 27).

A porcentagem de area tingida (resultante de excre¢do) para a populagdo ndo infectada
(Figura 25) foi visivelmente maior que a observada para a populacao infectada (Figura 26). Pela
analise realizada pelo software WinFOLIA 2014 observou-se para a populagido ndo infectada
uma area média tingida de 1,778 cm? o que corresponde a aproximadamente 44% da area total
do papel filtro, porém, para a populacao infectada, a média da area tingida foi de 1,039 cm?,
correspondendo a aproximadamente 23% da érea total.

Nao houve mortalidade das cigarrinhas-do-milho em nenhuma das repeti¢des de ambas
as populacdes, indicando que as condigdes ambientais para os insetos de ambos os tratamentos
foram adequadas e semelhantes para ambos os tratamentos, ndo afetando as taxas de excregao

observadas na presente pesquisa.
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Figura 25. Papeis filtro com manchas roxas (honeydew) resultantes da alimentag@o das cigarrinhas-do-
milho ndo infectadas em folhas de milho por 24 horas.

Figura 26. Papeis filtro com manchas roxas (honeydew) resultantes da alimentacao das cigarrinhas-do-
milho infectadas com molicutes em folhas de milho por 24 horas.
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Figura 27. Porcentagens (médias + EP) de areas tingidas com manchas roxas (honeydew), em papel de
filtro, resultantes da alimentag¢do de cigarrinhas-do-milho (n = 15) infectadas com molicutes e ndo
infectadas, em folhas de milho por 24 horas. Colunas com letras mintisculas distintas diferem entre si
pelo teste ¢ a 5% de significancia.

Os resultados dessas andlises indicam que os molicutes podem afetar o comportamento
de alimentacdo da cigarrinha-do-milho, com tendéncia de reducdo nas taxas de alimentagdo
para os insetos infectados. Essa diferenca na alimentacdo, associada a infecgdo por molicutes,
pode auxiliar na compreensdo de alguns resultados apresentados no item 5.3 (Tabela 3),
referentes a mortalidade de cigarrinhas infectadas e ndo infectadas, quando expostas a acdo de
diferentes produtos quimicos.

Para os inseticidas metomil (Lannate®) e tiodicarbe (Larvin®), houve diferenca
significativa na mortalidade de adultos entre as populagdes infectada e ndo infectada de D.
maidis (Tabela 3), provavelmente, devido a maior taxa de alimentacdo das cigarrinhas nao
infectadas, em relagdo as infectadas, resultando em maior exposi¢ao dos insetos ndo infectados
aos inseticidas quimicos presentes nas plantas, com consequente aumento na mortalidade
desses insetos.

Para a mistura bifentrina + carbossulfano (Talisman®) ndo houve diferenca significativa
nas taxas de mortalidade entre as populagdes infectada e ndo infectada, indicando que a possivel

influéncia dos molicutes na reducdo das taxas de alimentacdo ndo afetou o desempenho do
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produto. Uma das diferengas entre os produtos anteriores (Lannate® e Larvin®) e Talisman® é
a presenca do piretroide bifentrina na mistura, que pode ter influenciado o comportamento de
movimentagdo dos insetos (MITIDIERI, 1990; FIGUEIREDO, 2014), levando a um aumento
na movimentagdo (ou paralisia total do inseto, dependendo da concentragdo), afetando a
exposicao das cigarrinhas ao inseticida nas plantas de milho.

No caso de sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®), observou-se maior
mortalidade de insetos infectados com molicutes, indicando que a presenga do piretroide
lambda-cialotrina na mistura também pode ter afetado o comportamento das cigarrinhas e sua
exposicdo ao inseticida, minimizando a possivel influéncia dos molicutes na reducdo da
mortalidade das cigarrinhas infectadas, devido a menor ingestdo de alimento (e do inseticida
presente na planta).

Esse estudo sobre a influéncia dos molicutes no comportamento de alimentacao de D.
maidis foi realizado visando entender melhor os resultados obtidos nesta pesquisa, porém ainda
ha necessidade da condugdo de outros estudos bioquimicos ¢ moleculares, em condigdes de
laboratdrio, assim como, em casa-de-vegetacao (testes com aplicagcdo de produtos quimicos e
bioldgicos em plantas de milho infestadas com insetos infectados e ndo infectados com
molicutes), para a confirmag¢a@o das hipdteses levantadas no presente trabalho e esclarecimento
dos mecanismos de intera¢do entre molicutes, insetos-vetores e plantas hospedeiras.

Esse trabalho ¢ um brago das possiveis estratégias que podem ser utilizadas contra a
cigarrinha-do-milho D. maidis, que atualmente ¢ um dos principais problemas para a cultura do
milho no Brasil. O manejo integrado de pragas (MIP) ¢ um conjunto de estratégias de controle
que visa preservar € aumentar os fatores naturais de mortalidade das pragas que afetam as
lavouras. Para isso, utiliza uma combinagdo de técnicas baseadas em parametros técnicos,
econdmicos, ecoldgicos e sociologico (PICANCO, 2010). Sabendo-se que para controlar a
cigarrinha-do-milho € preciso adotar diversas estratégias de manejo, tais como, a rotagdo de
culturas, eliminacao das plantas de milho tiguera, vazio sanitario, tratamento das sementes de
milho, e a rotagdo de produtos quimicos e bioldgicos. Os produtos quimicos e bioldgicos
avaliados nesta pesquisa foram selecionados com o intuito de entender melhor a contribui¢ao

desses compostos no controle da cigarrinha-do-milho, tanto das populagdes infectadas com

molicutes quanto das populagdes livres desses patogenos.
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6. CONCLUSOES

- H4 influéncia da infecgdo com molicutes na sobrevivéncia da cigarrinha-do-milho, quando
exposta a inseticidas quimicos, podendo haver maior mortalidade dos insetos infectados [ex.:
sulfoxaflor + lambda-cialotrina (Expedition®)] ou ndo infectados [tiodicarbe (Larvin®

800WG)], dependendo do produto utilizado.

- Ha influéncia da infec¢@o com molicutes na sobrevivéncia das cigarrinhas-do-milho, quando
expostas a fungos entomopatogénicos, como os da espécie Beauveria bassiana, com tendéncia
de maior sobrevivéncia dos insetos infectados sobre as plantas tratadas com os produtos

bioldgicos.

- Ha influéncia dos molicutes no comportamento de alimentacdo de D. maidis em plantas de

milho, com redug¢do na atividade de alimentacdo nos insetos infectados.
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