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RESUMO

Nasutitermes corniger é uma praga urbana que causa danos a edificagfes historicas,
construcdes urbanas, arvores ornamentais e frutiferas. Spodoptera frugiperda e Dactylopius
opuntiae sdo pragas agricolas do milho e palma forrageira, respectivamente, que também
podem atacar diferentes culturas. O controle dos referidos insetos é feito com agrotoxicos.
Como forma de reduzir este tipo de controle, fungos e extratos vegetais vém sendo estudados.
Neste estudo, a patogenicidade e viruléncia de 27 isolados do Complexo de Espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) foi avaliada contra N. corniger e S. frugiperda.
Avaliou-se também o efeito combinado dos isolados URM 6778 e URM 6779 de F.
caatingaense a extratos aquosos de Ricinnus communis e Nicotiana tabacum no controle de
D. opuntiae no campo. Para os testes de patogenicidade contra N. corniger e S. frugiperda em
laboratério e D. opuntiae no campo foram utilizadas suspensdes de 1 x 107 conidios/mL.
Os dados de mortalidade de N. corniger acumulada ao quinto dia foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Scott — Knott (p < 05). As
varidveis (isolados fungicos e tempo) foram submetidas a analise de regressdo. A
mortalidade de D. opuntiae foi corrigida pela formula de Schneider-Orelli. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Tukey a
5%. A interacdo dos agentes de controle combinados foi avaliada pela féormula de
Koppenhofer et al. (2000). Os resultados revelaram a auséncia de patogenicidade dos
isolados de Fusarium contra S. frugiperda. Contudo, todos os isolados testados foram
patogénicos a N. corniger, com mortalidade acumulada confirmada de 38,22 — 96%. Os
maiores valores de mortalidade acumulada confirmada foram observados para F.
pernambucanum URM 7556 (96%), F. sulawesiense URM 7560 (88,89%) e F.
caatingaense URM 6783 (84,89%). Os agentes de controle testados contra D. opuntiae no
campo, apresentaram interacao aditiva e mortalidade corrigida de 90,82% para URM 6779 +
N. tabacum a 10%, e 82,11% para URM 6778 + R.communis a 5%. Os resultados obtidos
refocam o potencial de Fusarium no controle de insetos-praga, e incentivam o
desenvolvimento de estudos aprofundados para garantir a eficacia, aplicabilidade e seguranca

de tais fungos em um futuro produto biologico.

Palavras-chave: Controle combinado; Extratos botanicos; Fungos entomopatogénicos;

Fusarium caatingaense; Fusarium pernambucanum; Fusarium sulawesiense.



ABSTRACT

Nasutitermes corniger is an urban pest that causes damage to historic buildings, urban
constructions, ornamental and fruit trees. Spodoptera frugiperda and Dactylopius opuntiae are
agricultural pests of maize and cactus pear, respectively, that can also attack different crops.
The control of these insects is done with pesticides. As a way to reduce this type of control,
fungi and plant extracts have been studied. In this study, the pathogenicity and virulence of 27
isolates of the Fusarium incarnatum-equiseti Species Complex (FIESC) were evaluated
against N. corniger and S. frugiperda. The combined effect of F. caatingaense isolates URM
6778 and URM 6779 with aqueous extracts of Ricinnus communis and Nicotiana tabacum in
the control of D. opuntiae in the field was also evaluated. For pathogenicity tests against N.
corniger and S. frugiperda in the laboratory and D. opuntiae in the field, suspensions of 1 x
107 conidia/mL were used. The mortality data of N. corniger accumulated on the fifth day
were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the means compared by the Scott -
Knott test (p < 05). The variables (fungal isolates and time) were submitted to regression
analysis. D. opuntiae mortality was corrected using the Schneider-Orelli formula. Data were
subjected to analysis of variance (ANOVA) and means compared using the Tukey test at 5%.
The interaction of the combined control agents was evaluated using the formula by
Koppenhofer et al. (2000). The results revealed the lack of pathogenicity of the Fusarium
isolates against S. frugiperda. However, all tested isolates were pathogenic to N. corniger,
with confirmed cumulative mortality of 38.22 — 96%. The highest confirmed cumulative
mortality values were observed for F. pernambucanum URM 7556 (96%), F. sulawesiense
URM 7560 (88.89%) and F. caatingaense URM 6783 (84.89%). The control agents tested
against D. opuntiae in the field showed additive interaction and corrected mortality of 90.82%
for URM 6779 + 10% N. tabacum, and 82.11% for URM 6778 + 5% R. communis. The
results obtained reinforce the potential of Fusarium in the control of insect pests, and
encourage the development of in-depth studies to ensure the efficacy, applicability and safety

of such fungi in a future biological product.

Keywords: Combined control; Botanical extracts; Entomopathogenic fungi; Fusarium

caatingaense; Fusarium pernambucanum; Fusarium sulawesiense.
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1 INTRODUCAO

O termo “praga” ¢ uma denominacdo dada a certos organismos dentre eles alguns insetos,
que devido a eventos ecoldgicos e muitas vezes a atividades antropicas apresentam um aumento na
sua densidade populacional, acarretando em danos ao ambiente, seres humanos e ao setor agricola
(BRECHELT, 2004). Entre os diversos insetos que podem atuar como pragas, destacamos
Nasutitermes corniger Motschulsky (Blattodae: Termitidae), Spodoptera frugiperda Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) e Dactylopius opuntiae Cockerell (Hemiptera: Dactylopiidae).

Nasutitermes corniger € uma espécie de cupim arboricola amplamente distribuida nas
Américas, encontrada desde o sul do México ao norte da Argentina (CONSTANTINO, 2002). No
Brasil, € uma das mais importantes pragas urbanas de insetos, atacando madeiras duras ou moles,
secas ou Umidas, manufaturadas ou ndo (ABREU et al., 2002). E responsavel por danos a
edificacbes historicas, construgdes urbanas, arvores ornamentais e frutiferas (CONSTANTINO,
2002; ALBUQUERQUE et al., 2012). A facil adaptabilidade deste inseto a ambientes urbanos,
agricolas e naturais, torna-o dominante (ABREU et al., 2002). E, a existéncia de ninhos policalicos
ocasiona infestacdes reincidentes, que dificultam o controle de N. corniger (COSTA-LEONARDO,
2002).

Spodoptera frugiperda ¢ uma das principais pragas do milho (Zea mays L.), atacando a
planta tanto na fase vegetativa quanto na fase reprodutiva (AFONSO-ROSA e BARCELOS, 2012).
O inseto alimenta-se de folhas jovens e destroi as pequenas plantas, podendo também alimentar-se
das espigas (OTA et al., 2011; CAMPANHA et al., 2012). A acédo da S. frugiperda sobre o milho,
cultura de subsisténcia para Regido Nordeste, pode reduzir a producdo em até 73% (CRUZ et al.,
1999; COSTA, 2016). Além do milho, esse inseto ataca cultivares de algoddo (Gossypium hirsutum
L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), arroz (Oryza sativa L.), aveia (Avena sativa L.), batata
(Solanum tuberosum L.), batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.), cana-de-agUcar (Saccharum
officinarum L.), trigo (Triticum sativum L.), soja (Glycine max L.) e hortalicas, tendo preferéncia
por gramineas (POLANCZYK, 2004).

Dactylopius opuntiae é um inseto-praga da palma forrageira Opuntia ficus-indica (L.) Mill.
(Cactaceae), cultura de extrema importancia para o setor agropecuario da Regido Nordeste. Essa
planta é utilizada pelos agricultores como principal fonte alimentar para rebanhos de caprinos,
ovinos e bovinos, especialmente nos longos periodos de estiagem (LOPES et al., 2009). D. opuntiae
se alimenta da seiva vegetal e inocula toxinas nas raquetes de palmas sadias, causando-lhes danos
como a clorose, que é o amarelecimento da planta, sequido do apodrecimento, tombamento e morte

do vegetal (MAZZEO et al., 2019). A acdo deste inseto sobre a palma forrageira, se ndo controlada,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cactaceae
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pode levar a perdas que variam de um quinto (TORRES e GIORGI, 2018) até 100% de areas
cultivadas (SILVA et al., 2013).

O controle dos referidos insetos é feito a partir da utilizacdo de produtos quimicos, tais como
Attamix 400P, Bioinset 800 SC e Cypermaster® 250 CE, indicados para o controle de cupins do
género Nasutitermes; Engeo™ Pleno para o controle de S. frugiperda e D. opuntiae; e, Actara® 750
SG e Galil® SC indicados também para o controle de D. opuntiae. Todavia, a utilizacdo de tais
produtos acarreta danos a satde de seres humanos e animais, afeta o ecossistema local devido a
contaminacdo por residuos toxicos e limita a acdo de fungos que naturalmente regulam as
populacdes de insetos no ambiente (CARNEIRO et al., 2015).

Opcdes de controle menos danosas vém sendo estudadas, como extratos vegetais, fungos
entomopatogénicos e a combinacdo de ambos agentes de controle (VIGUERAS et al., 2009;
SANTOS et al., 2011; SANTOS et al., 2016; VELEZ et al., 2019; DINIZ et al., 2020). Fungos
entomopatogénicos podem controlar hospedeiros em varios estagios de desenvolvimento,
penetrando por diversas vias do tegumento e dispersando-se horizontalmente (ALVES e LOPES
2008). Os extratos vegetais, por sua vez, contém substancias bioativas que atuam principalmente
por contato, agindo nos quimiorreceptores e afetando o comportamento de insetos (CORREA e
SALGADO, 2011). A combinacdo de fungos entomopatogénicos e extratos vegetais pode levar a
um aumento na mortalidade de insetos, superior ao observado no uso individual dos agentes
(ISLAM et al., 2011; BONTEMPO et al., 2011; NANA et al., 2012; SANTOS et al., 2016; VELEZ
etal., 2019), sendo uma opcdo de controle bastante vantajosa.

O Complexo de Espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) é um dos mais ricos em
espécies entomofilas (O’DONNELL et al., 2012) e vérias estdo sendo estudadas como possiveis
opcOes para o controle bioldgico de insetos (SANTOS et al., 2020). Resultados promissores de
isolados desse complexo foram relatados contra diferentes espécies de insetos-praga (ADDARIO e
TURCHETTI 2011; LIU et al., 2014; FAN et al., 2014; CARNEIRO-LEAO et al., 2017). A eficacia
de isolados do FIESC foi observada pelo nosso grupo de pesquisa ao combinarmos Fusarium
caatingaense (= FIESC 20) (SANTOS et al., 2019) a extratos de Ricinus communis Linnaeus
(SANTOS et al.,, 2016) e Nicotiana tabacum Linnaeus (DINIZ et al., 2020) no controle de D.
opuntiae em laboratério. Entretanto, o potencial de tais tratamentos no controle dessa praga precisa
ser avaliado em testes de campo. Além disso, a realizacdo de estudos envolvendo espécies do
FIESC contra diferentes insetos-praga se fazem necessarios, uma vez que possibilitardo a

verificacdo da patogenicidade e especificidade de tais fungos a outros hospedeiros.

1.1 OBJETIVOS
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1.1.1 Objetivo geral

Determinar a patogenicidade e viruléncia de isolados do Complexo de Espécies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC) contra Nasutitermes corniger, Spodoptera frugiperda e Dactylopius

opuntiae.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar a patogenicidade e viruléncia de isolados de Fusarium sulawesiense (FIESC 16),
Fusarium pernambucanum (FIESC 17) e F. caatingaense (FIESC 20) contra N. corniger e S.

frugiperda em laboratdrio;

Fornecer informacdes sobre a especificidade de isolados de Fusarium sulawesiense (FIESC 16),

Fusarium pernambucanum (FIESC 17) e F. caatingaense (FIESC 20) ao hospedeiro testado;

Verificar a eficacia da combinacdo de isolados de F. caatingaense com extratos de Ricinus

communis e Nicotiana tabacum no controle de D. opuntiae no campo;

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 INSETOS-PRAGA

2.1.1 Nasutitermes corniger (Blattodea: Termitidae)

O cupim arboricola Nasutitermes corniger pertence a infraordem Isoptera, ordem Blattodea
e Familia Termitidae (INWARD et al., 2007; LEGENDRE et al., 2015). E um inseto eussocial,
organizado em um sistema de castas com operarios, soldados e reprodutores (rei e rainha), que
diferem entre si quanto a morfologia, fisiologia e funcdes (Figura 1) (KRISHNA, 1969).

Os operérios de N. corniger tém o corpo mole, cabeca e mandibula esclerotizadas e medem
tcerca de 3 mm de comprimento, enquanto os soldados s&o menores e mais leves, possuem
mandibulas vestigiais reduzidas e sdo alimentados pelos operarios (HARTKE, 2010). Tanto os
operarios quanto os soldados atingem a maturidade apds um ano, com expectativa de vida de cinco
anos. Sao individuos estéreis, lucifugos e ndo apresentam visdao (THORNE, 1983; SCHEFFRAHN
et al., 2005; VERMA et al., 2009).
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Figura 1 — Sistema de castas encontrado em Nasutitermes corniger.

/A: Soldado B: Operari C: Reprodutor D: Rei E: Rainha \
alado

\ Castas em Nasutitermes corniger

Fonte: A, B e C: https://edis.ifas.ufl.edu/pdf/IN/IN127500.pdf; D: https://www.pctonline.com/article/stopping-
the-conehead-termite-invasion/; E: https://www.deviantart.com/peregrijn/art/Protect-thy-queen-309734148
adaptado por Diniz A.G. (2021).

Os soldados séo responsaveis pela deteccdo de uma fonte alimentar, saindo em grupos de
aproximadamente cinco individuos a procura de alimento, como madeira morta ou viva, gramineas,
plantas herbaceas, fungos e excremento de animais (DUARTE et al., 2008). Ap6s encontrarem
alimento, estes insetos retornam a col6nia deixando rastros de feroménio pelo caminho, recrutando
novos soldados e alguns operarios. Este comportamento se repete até que haja o recrutamento em
massa de operarios. Durante o percurso, os operarios reforcam a trilha com feromonios e fezes, que
compdem grande parte do material estrutural dos tuneis de forrageamento (TRANIELLO, 1982;
COSTA-LEONARDO, 2002; GAZAL et al., 2014). Além de organizar a busca por alimento, 0s
soldados sdo responsaveis pela defesa da col6nia, esguichando uma secrecdo pegajosa, odorifera e
irritante aos predadores, a uma distancia de trés vezes o tamanho do seu corpo (MCMAHAN, 1982;
TRANIELLO, 1981; GAZAL et al., 2012).

A colbnia de N. corniger pode ter uma ou multiplas rainhas e costuma ser policélica, com
formacdo de multiplos ninhos satélites (ADAMS e ATKINSON, 2008). Quando maduras, as
colbnias de N. corniger liberam grandes quantidades de cupins alados para 0s voos nupciais
crepusculares, em média 5.000 a 25.000 individuos (THORNE, 1983; BOULOGNE et al., 2017).
Apbs a formacéo dos casais reais, estes encontram locais Umidos e com alimento, perdem suas asas
e permanecem juntos, uma vez que a rainha necessita ser fecundada periodicamente (BOULOGNE

et al., 2017). As rainhas tém uma expectativa de vida de até 25 anos, possuem um abdémen


https://edis.ifas.ufl.edu/pdf/IN/IN127500.pdf
https://www.pctonline.com/article/stopping-the-conehead-termite-invasion/
https://www.pctonline.com/article/stopping-the-conehead-termite-invasion/
https://www.deviantart.com/peregrijn/art/Protect-thy-queen-309734148
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fisogastrico, com capacidade para colocar até 3.000 ovos, os quais apresentam coloracéo de amarelo
a branco e necessitam de 50 a 60 dias de incubacdo até a eclosdo (VERMA et al.,, 2009;
SCHEFFRAHN et al., 2005). No geral, os cupins se desenvolvem por paurometabolia, passando
pelas fases de ovo, ninfa e adulto. As ninfas ddo origem aos operérios, soldados e a individuos
alados ou adultos férteis. Reprodutores secundarios ou de substituicdo podem ser encontrados nos
ninhos desses insetos, com o objetivo de substituir o casal real em caso de morte ou complementar a

postura de ovos na colbnia, caso necessario (Figura 2) (KRISHNA e WEESNER, 1969;
BOULOGNE et al., 2017).

Figura 2 — Ciclo geral da biologia dos cupins com representa¢ao das castas.

o

/b “Soldado Voos ndpciais

. = e crepusculares
Operério

AR ]
'] ) 1

Reprodutores secundarios ou de substitui¢do

Ninfa reprodutiva

*‘Ninfa mais velha

Abdbémen fisogastrico

Fonte: Berti-filho (1993). Imagem adaptada por Diniz A.G. (2021).

Os cupins desempenham papeis ecolégicos importantes, como a decomposi¢do de material
vegetal, contribuindo com a ciclagem de nutrientes, aumento da porosidade e aeracdo do solo
(GARNIER-SILLAM e HARRY, 1995; BIGNELL e EGGLETON, 2000), além de estabelecerem
relacfes ecoldgicas complexas de competicdo, simbiose, parasitismo e comensalismo com diversas
especies de organismos (FONTES, 2002; ANDERSON, 2009). Contudo, o impacto ambiental

decorrente de acGes humanas e o processo de urbanizacdo desenfreado, diminui a fonte alimentar
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dos cupins, fazendo com que esses busquem e colonizem novas areas, tornando-se pragas
econdmicas graves (ALVES e BERTI FILHO, 1995).

Nasutitermes corniger é uma das espécies do género Nasutitermes mais bem distribuida,
relatada desde o sul do México ao norte da Argentina, nas ilhas do Caribe, Bahamas, Florida, Nova
Guiné (SCHEFFRAHN et al. 2002; SCHEFFRAHN et al. 2005; EVANS et al., 2013), nas Antilhas,
incluindo Porto Rico e Ilhas Virgens dos Estados Unidos (SCHEFFRAHN et al., 2003). No Brasil,
0 género Nasutitermes tem distribuicdo tanto em ambientes de Mata Atlantica, quanto de Cerrado e
de Caatinga (ZORZENON e POTENZA, 1998; CONSTANTINO, 1999), sendo relatado em varios
estados das regibes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (BANDEIRA et al.,, 1998;
CONSTANTINO, 2002; COSTA-LEONARDO, 2002).

Devido a facil adaptabilidade a ambientes urbanos, agricolas e naturais, N. corniger torna-se
muitas vezes um inseto dominante (ABREU et al., 2002). Seus ninhos geralmente sdo construidos
em superficies expostas acima do solo, em cima de arvores e arbustos, no interior de estruturas
vazias (FONTES e MILANO, 2002; THORNE, 2013), dentro de residéncias, em ediculas e
edificacbes como forros e sotdos (FONTES, 1995). A sua acdo acarreta danos estruturais a
residéncias e edificios historicos, bem como provocam a deterioragdo de pinturas, livros,
documentos antigos, colecdes de objetos e monumentos de importancia histérica (VERMA et al.,
2009). A estrutura do ninho € feita de madeira mastigada, de areia cimentada e de fluidos salivares e
fecais (THORNE et al., 1983).

A existéncia de ninhos policalicos torna o controle de N. corniger dificil, levando a
reincidéncia das infestacbes (COSTA-LEONARDO, 2002). Produtos quimicos, com substancias
ativas que inibem a degradacdo da madeira sdo utilizados para reduzir as infestacdes por cupins,
incluindo injecdo termiticida no solo, iscas e fumigacdo quimica, aplicados antes ou apos a
infestacdo dos cupins (PAIVA et al. 2011). Para reduzir os riscos decorrentes da utilizagdo de
produtos quimicos contra N. corniger, diferentes op¢bes de controle sdo estudadas, incluindo
produtos vegetais na forma de pds (CRUZ et al., 2012), 6leos e extratos (SOARES et al., 2008;
SANTANA et al., 2010; LIMA et al.,, 2013; SANTOS et al., 2019), metabdlitos ativos como
lectinas (SA et al., 2008; SA et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2011; PAIVA et al., 2011) e
inibidores de protease (FERREIRA et al., 2019).

Os fungos também sdo estudados visando o controle de diferentes espécies de Nasutitermes.
Metarhizium spp. (ALBUQUERQUE et al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2005; SALAS-
ACUNA, 2005), Isaria farinosa (Holm: Fries) Fries (Cordyceps farinosa) (LOPES et al., 2017),
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Isaria javanica (Frieder e Bally) Samson e Hywell-Jones
(Cordyceps javanica) e Penicillium sp. (OLIVEIRA et al., 2018) estdo entre as espécies fungicas

mais avaliadas para essa finalidade. Esta alternativa de controle tem mostrado-se promissora, uma
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vez que esses patdgenos sdo mais lentos no processo de colonizacdo, levando a mudancas
comportamentais e fisioldgicas dos cupins, que se tornam uma fonte de disseminacdo do indculo
por meio do contato social com os membros da colbnia. Além disso, o crescimento e
desenvolvimento do fungo podem ser favorecidos pela temperatura e umidade constantes nas
galerias subterraneas de cupins (NEVES e ALVES, 2004).

2.1.2 Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida na fase larval por lagarta-
do-cartucho é um inseto polifago, que se alimenta de vegetais de diferentes espécies da familia
Poaceae, incluindo milho, milheto, arroz, trigo, aveia, sorgo, cana-de-acUcar e pastagens de
gramineas, além de outras culturas agricolas, como repolho, beterraba, amendoim, soja, alfafa,
cebola, tomate, batata e algoddo (POGUE, 2002; SILVA et al., 2017; BATEMAN et al., 2018). E
considerada uma das principais pragas do milho (Zea mays L., Poaceae), nas regides tropicais e
subtropicais das Américas, devido a sua voracidade e ocorréncia ao longo de todo o ciclo da planta
(SARMENTO et al., 2002).

O milho cultivado mundialmente € um ceral de grande importancia econémica, tanto na
agroindustria quanto na pecuaria (PALIWAL et al., 2001; LOPEZ et al., 2018), sendo empregado
na alimentacdo humana e animal (ZURE et al., 2011). Nos Estados Unidos, cerca de 50% do milho
produzido é destinado a alimentacdo animal, enquanto que no Brasil cerca de 60% a 80% ¢é
destinado a este fim (NAPOLEAO, 2006). Ainda nos Estados Unidos, o milho é a principal fonte
para producdo de bioetanol e vem ganhando espaco na producdo de tal combustivel no Brasil
(CALSONI, 2020).

Na regido semiarida do Brasil, o milho é cultura de subsisténcia e fonte de energia para
grande parte da populagdo. Contudo, a acdo de insetos nocivos como a lagarta-do-cartucho pode
reduzir a sua producdo em até 73% (COSTA, 2016). Na fase vegetativa do milho, as lagartas se
alimentam das folhas (CASMUZ et al., 2010), e na fase de desenvolvimento mais avancada da
planta, as lagartas danificam inflorescéncias, atingindo a espiga do milho (Figura 3) (BRUNS e
ABBAS, 2006; RAMIREZ et al., 2017). A acio da lagarta pode resultar em perdas de até 54,5% no
rendimento dos gréos, a depender do estagio de desenvolvimento do milho, do sistema de produgéo
utilizado, do local de plantio e das condic¢des climaticas (FIGUEIREDO et al. 2006; BARROS et
al., 2010; RIBEIRO et al., 2014).
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Figura 3 — Spodoptera frugiperda se alimentando de diferentes fases de desenvolvimento do milho (Zea mays): A-
folhas; B- inflorescéncia e C- espiga.

A

Fonte: A: https://sementeshiomatrix.com.br/blog/fitossanitario/manejo-de-pragas/spodoptera/; B: https://www.ippc.
int/static/media/files/pestreport/2017/04/17/FAM_survey 2017.pdf; C: https://www.koppert.com. br/desafios/
controle-de-pragas/lagartas/helicoverpa-zea/ Imagens adaptadas por Diniz A.G. (2021).

A lagarta-do-cartucho é nativa das Américas, sendo encontrada do norte da Argentina ao sul
do Canada (SPARKS, 1979; BOLZAN et al., 2019). A auséncia de diapausa, a capacidade
reprodutiva e migratéria e a extensa gama de plantas hospedeiras, tornaram S. frugiperda uma
espécie invasora em paises da Africa Ocidental e Central, estabelecendo-se em mais de 30 paises
africanos (GOERGEN et al., 2016). A mesma também foi relatada como espécie invasora na india
(SHARANABASAPPA et al., 2018). No Brasil, devido a grande diversidade e disponibilidade de
alimentos, a lagarta-do-cartucho ocorre durante todo o ano e em todas as regibes do pais
(PRATISSOLI et al., 2004; MOURA et al., 2012).

O desenvolvimento da lagarta-do-cartucho é holometabolo, passando pelos estagios de ovo,
larva, pupa e adulto. Apo6s serem liberados, 0s ovos apresentam coloracdo verde-clara, mudando
para alaranjada cerca de 12 a 15 horas apds a postura. Proximo a eclosdo das lagartas, os ovos
exibem uma coloracdo escurecida devido & capsula cefélica do embrido vista através do corio
translucido (CRUZ, 1995). A postura dos ovos é feita em massas de camadas sobrepostas com
aproximadamente 100 ovos. O nimero de posturas por fémea é de no maximo treze, sendo que uma
Unica fémea pode fazer oito posturas em um so6 dia (CRUZ, 1995). O periodo larval varia de 12 a 30
dias e ocorre dentro do cartucho do milho. Apds o desenvolvimento completo da lagarta, esta deixa
o0 cartucho, penetra no solo e transforma-se em pupa, permanecendo nesse estagio durante 10 a 12
dias (SARMENTO et al., 2002). Uma nova oviposi¢do é iniciada trés dias apds a eclosdo dos
adultos, que tém longividade de doze dias. O ciclo completo é de aproximadamente 30 dias,
variando conforme as condi¢cdes ambientais e a fonte alimentar utilizada pela lagarta (Figura 4)
(CRUZ, 1995).


https://sementesbiomatrix.com.br/blog/fitossanitario/manejo-de-pragas/spodoptera/
http://www.koppert.com/
http://www.koppert.com/
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Figura 4 — Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda
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Fonte: https://promip.agr.br/o-manejo-integrado-da-spodoptera-frugiperda-no-milho/ Imagem
adaptada por Diniz A.G. (2021).

A principal forma de controle da S. frugiperda é a aplicacdo de diferentes agrotdxicos e a
utilizacdo de cultivares geneticamente modificados que expressam as proteinas Bt, as quais
possuem um ou mais genes de Bacillus thuringiensis Berliner, uma bactéria patogénica a lagarta-
do-cartucho (TAVARES et al. 2010, BENTIVENHA et al., 2018). Entretanto, 0 uso continuo e
inadequado destas formas de controle pode contribuir para a evolugdo e a resisténcia de insetos
(STORER et al. 2012; CARVALHO et al., 2013; VELEZ et al. 2013; BERNARDI et al. al. 2014;
HUANG et al., 2014; SANTOS-AMAYA et al., 2015; HORIKOSHI et al., 2016; NASCIMENTO
etal., 2016; OKUMA et al., 2017).

Métodos alternativos de controle sdo vidveis e vem sendo empregados contra a lagarta-do-
cartucho, como extratos vegetais, parasitoides, predadores e parasitas. O uso de extratos vegetais
como o extrato etandlico de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. (Dennstaedtiaceae) (RAMOS et al.,
2018) e os extratos de Azadirachta indica A. Juss., (Magnoliopsida), Piper nigrum L. (Piperaceae),
Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae), Nicotiana tabacum L. (Solanaceae), Lippia alba (Mill.)
N.E.Br. P. Wilson (Verbenaceae) e Allium sativum L. (Alliaceae) (GUALTEROS et al., 2019),
apresentaram resultados satisfatorios no controle da S. frugiperda em laboratério e campo

respectivamente.


https://promip.agr.br/o-manejo-integrado-da-spodoptera-frugiperda-no-milho/
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dennstaedtiaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Phytolaccaceae
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Alliaceae
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O parasitoide Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionade) € considerado um
importante agente de controle da lagarta-do-cartucho, devido a capacidade de parasitar toda a massa
de ovos deste inseto (FIGUEIREDO et al., 2002), assim como o predador Doru luteipes Scudder
(Dermaptera: Forficulidae) que devido a grande predacdo de ovos é capaz de reduzir a populagéo da
lagarta-do-cartucho em até 70% (CRUZ et al., 1995). O baculovirus é um dos virus mais estudados
no controle da lagarta-do-cartucho, podendo controlar eficientemente esse inseto em condicGes de
campo, se utilizado corretamente (VALICENTE e TUELHER, 2009). Assim como o baculovirus,
os fungos entomopatogénicos sdo indicados como boas opg¢des para o controle da lagarta-do-
cartucho.

Metarhizium anisopliae Metsch-Sorokin (Bb42), isolado da lagarta-do-cartucho coletada em
uma plantacdo de milho, foi testado contra lagartas de terceiro instar do mesmo inseto em
laboratério e apresentou mortalidade de 96,6% (GARCIA et al., 2011). Outros estudos
demonstraram que espécies de Metarhizium foram eficientes no controle da lagarta-do-cartucho,
com resultados semelhantes ao observado por produtos quimicos (MUNOZ et al. 2017;
HERNANDEZ-TREJO et al., 2019). Espécies do género Metarhizium e Beauveria foram relatas em
diferentes estudos como opg¢des promissoras para o controle da lagarta-do-cartucho (GUTIERREZ
et al., 1995; SILVA et al., 2008; ROMERO-ARENAS et al., 2014; HAN et al., 2014; GRIJALBA
etal., 2018).

2.1.3 Dactylopius opuntiae (Hemiptera: Dactylopiidae)

Dactylopius opuntiae Cockerell é um inseto Hemiptera da Familia Dactylopiidae conhecido
por cochonilha do carmim devido a producdo de &cido carminico, um corante vermelho escuro
“carmim”, que esta envolvido na protecdo da cochonilha contra inimigos naturais (EISNER et al.,
1994). Esse inseto vive em col6nias compostas por milhares de individuos de idade mista (MORAN
et al., 1987), cobertos por uma camada cerosa que lhes confere protecéo contra fatores ambientais e
inimigos naturais (Figura 5) (TORRES e GIORGI, 2018).

Figura 5 — Colénias de Dactylopius
opuntiae em Opuntia ficus-indica
o BN



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614618302526#!
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A cochonilha do carmim se reproduz sexuadamente. Contudo, eventualmente pode
reproduzir-se por partenogénese (FLORES-HERNANDEZ et al. 2006). O desenvolvimento difere
conforme o sexo, em que fémeas possuem metamorfose incompleta, passando pelos estagios de
ovo, ninfas | e Il e adulto &ptero, sendo necessarios 40 a 60 dias até atingirem a fase adulta
(FLORES-HERNANDEZ et al., 2006). Ao atingirem a fase adulta, as fémeas podem produzir até
500 ovos (SOUZA e HOFFMANN, 2015), e viver em média 40 a 50 dias a depender da
temperatura (FLORES-HERNANDEZ et al., 2006). Ao contrario das fémeas, os machos
apresentam metamorfose completa e apds passar pela ninfa de segundo instar entram nos estagios
de pré-pupa, pupa e tornam-se adultos alados, vivendo apenas poucos dias (Figura 6) (DE LOTTO,
1974; MATHENGE et al., 2009).

Figura 6 — Ciclo de vida de Dactylopius opuntiae.
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Fonte: https://www.researchgate.net/publication/327141678_COCHONILHA-DO CARMIM_na_palma
_forrageira/figures?lo=1 Imagem adaptado por Diniz A.G. (2021).

De habito fitofago, a cochonilha do carmim parasita espécies de cactaceas dos géneros
Opuntia e Nopalea, tendo preferéncia pela espécie Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Caryophyllales:
Cactaceae) (CHAVEZ-MORENO et al., 2009). As cochonilhas sugam a seiva vegetal, inoculam
toxinas tornando a planta suscetivel ao ataque de patdgenos (BATISTA-LOPES et al., 2010),
levando a queda dos frutos e clorose dos cladodios, que mais tarde necrosam favorecendo a morte
do vegetal ( WARUMBY et al., 2005).


https://www.researchgate.net/publication/327141678_COCHONILHA-DO%20CARMIM_na_palma%20_forrageira/figures?lo=1
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Opuntia ficus-indica é uma planta xerofila, nativa do México, porém amplamente distribuida
na América Central, América do Sul, Australia e Africa do Sul (LEO et al., 2010). No Brasil, foi
introduzida no periodo colonial para a criagdo da cochonilha Dactylopius coccus Costa (Hemiptera:
Dactylopiidae), objetivando-se a producdo do corante carmim (ALBUQUERQUE e SANTOS,
2005), contudo tal objetivo ndo foi alcangado e a palma tornou-se ornamental, sendo mais tarde
utilizada como forragem animal, gracas as suas caracteristicas nutricionais e morfofisioldgicas,
adaptadas ao clima semiarido da Regido Nordeste (LOPEZ et al., 2006; ALVES et al., 2008; LIRA
et al.,, 2016). Além da alimentagdo animal, os cladédios da palma forrageira passaram a ser
utilizados na alimentacdo humana, bem como o fruto, conhecido por figo da india que possui um
sabor adocicado, sendo consumido in natura, desidratado, na forma de polpa ou suco concentrado
(SAENZ-HERNANDEZ, 2005).

Agricultores e pecuaristas que cultivam a palma forrageira tém perdas econdmicas
significativas, devido a acdo de D. opuntiae, considerada uma das mais importantes pragas da
cultura (Badii e Flores, 2001), que quando ndo controlada pode levar a perdas de até um quinto de
areas cultivadas (TORRES e GIORGI, 2018). De facil disseminacdo, a cochonilha do carmim ¢é
encontrada na Regido Nordeste do Brasil e em paises como México, Chile, Bolivia, Peru, Australia,
india, Africa do Sul, Franca, Quénia, Madagascar, Paquist&o, Sri Lanka, Estados Unidos (Califérnia
e Texas), Israel, Marrocos, Libano e no norte da Jordania (FOXCROFT e HOFFMANN, 2000;
PORTILLO e VIGUERAS, 2006; BEN-DOV et al., 2013; SPODEK et al., 2014; BOUHARROUD
etal., 2016; MOUSSA et al., 2017; BADER e ABU-ALLOUSH, 2019).

No Brasil, os danos da cochonilha do carmim ocasionaram perdas de até 100.000 ha de areas
cultivadas com palmas, avaliadas em 25 milhdes de dolares (LOPES et al., 2009). Enquanto no
México, os danos da cochonilha sobre os frutos de O. ficus-indica levaram a um rendimento mais
baixo e custos de producdo mais altos (BADII e FLORES, 2001; PORTILLO e VIGUERAS, 2006).
Em Marrocos, a cochonilha do carmim foi detectada no final de 2014, espalhando-se rapidamente, o
que levou a uma intervencdo emergencial por parte das autoridades locais, sendo recomendada a
remocdo e incineragdo de mais de 400 ha de palmas plantadas na regido de Doukkala (OCHOA e
BARBERA, 2017).

O controle de D. opuntiae é realizado principalmente por inseticidas organofosforados, que
acarretam danos para 0 meio ambiente, afetando a saide de homens e animais devido aos seus
efeitos deletérios (BADII e FLORES, 2001; GALLOWAY e HANDY, 2003). Entretanto, a busca
pela reducdo do controle quimico levou a exploragdo de formas de controle menos agressivas, como
a utilizacdo de métodos mecéanicos (SANTOS et al., 2006a; TORRES e GIORGI, 2018), o uso de
sabdo em pé e detergente neutro (MENEZES et al., 2004; BRITO et al.,, 2008), genoOtipos
resistentes (SANTOS et al., 2006b, SILVA et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2009; LOPES et
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al., 2010; BORGES et al., 2013), 6leos minerais e vegetais (LOPES et al., 2009), extratos de plantas
(LOPES et al., 2018), inimigos naturais (GAMA et al., 2016; HERNANDEZ-GONZALEZ e
CRUZ-RODRIGUEZ, 2018; TORRES e GIORGI, 2018) e fungos entomopatogénicos (MAZZEO
etal., 2019).

Fungos entomopatogénicos tém demonstrado grande potencial para o controle de D.
opuntiae. A patogenicidade e viruléncia de dois isolados de B. bassiana (GHA, Bb1), M. anisopliae
(Mal29, Mal30) e Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams (Akanthomyces lecanii) foram
avaliadas nas concentragdes de 10° 107, 108 e 10° contra ninfas de segundo instar de D. opuntiae.
Os resultados demonstraram que nas quatro concentracfes testadas, o isolado Mal30 de M.
anisopliae apresentou maior eficacia no controle da cochonilha, com mortalidade corrigida variando
de 17,5-87,5%. O segundo melhor isolado foi o 974 de L. lecanii (A. lecanii), com mortalidade
corrigida variando de 17,5-72,5% (RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2019).

2.2 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS COMO AGENTES CONTROLADORES DE
INSETOS-PRAGA

Os fungos entomopatogénicos constituem um grupo de grande interesse para o controle
biolégico de insetos-praga, atuando como parasitas facultativos ou obrigatorios, com grande
capacidade de esporulacdo e sobrevivéncia (DELGADO e MURCIA, 2011). S&o organismos
capazes de utilizar os insetos como hospedeiros para o desenvolvimento de pelo menos uma parte
do seu ciclo de vida (DELGADO e MURCIA, 2011), reduzindo populacGes de insetos-praga a
niveis de equilibrio, com diminuicdo dos danos econémicos provocados por insetos de interesse
agricola, insetos sociais e vetores de doencas (TANZINI et al., 2001; SCHOLTE et al., 2004). Das
estimadas 2,2 a 3,8 milhGes de espécies fungicas no mundo, cerca de 3.000 espécies sdo
entomopatogénicas (HAWKSWORTH e LUCKING, 2017). Para Lopez-Llorca e Hans-Borje
(2001), os géneros de maior importancia no controle biologico sdo: Metarhizium, Beauveria,
Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium,
Hirsutella, Hymenostilbe, Paecilomyces e Verticillium, enquanto a FAO (2003) indica como
géneros de grande importancia Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces, Verticillium, Fusarium e
Rhizopus.

A viruléncia de um fungo entomopatogénico envolve etapas como adesdo, germinacéo,
diferenciacdo e penetracdo. Cada uma dessas etapas sofre influéncia de fatores intrinsecos e
externos que determinam a patogenicidade ao inseto (MAINA et al., 2018). A adesdo do esporo ao
inseto € mediada por moléculas sintetizadas pelo fungo, as chamadas adesinas. Um exemplo de

adesina conhecida é a MAD1, localizada na superficie de conidios, descrita em M. anisopliae
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(PAVA-RIPOLL et al.,, 2011). A germinacdo do conidio ocorre quando este encontra condi¢bes
adequadas de umidade, temperatura e outros requisitos nutricionais quimicos e fisicos na cuticula,
podendo assim produzir estruturas de penetragdo como 0s tubos germinativos, apressorios ou uma
substancia mucilaginosa que se liga para iniciar a formagdo do tubo germinativo, o qual penetra o
inseto através dos poros ou camadas mais externas da epicuticula (SHAH e PELL, 2003).

ApOs aderir a cuticula, no final do tubo germinativo pode haver a formacdo de um
apressorio, estrutura que auxilia o fungo no processo infectivo do hospedeiro. Entretanto, em alguns
Entomophthorales como Conidiobolus obscurus (Brefeld), Pandora neoaphidis (Remaudiére and
Hennebert), Pandora blunckii (Bose e Mehta) Humber, Entomophthora planchoniana (Cornu) e
Batkoa apiculata (Thaxt.) Humber ndo ha formacdo de apressorio a penetracdo na cuticula do
hospedeiro € feita somente pelo tubo germinativo (HAJEK e DELALIBERA, 2010). Ao penetrar a
cuticula, a célula fangica se prolifera na hemocele, musculos e outros tecidos do corpo do
hospedeiro afetando o sistema imunoldgico do inseto, levando o individuo a morte (VEGA et al.,
2012).

A maneira como o fungo entomopatogénico entra no inseto depende das propriedades
cuticulares deste, como a esclerotizacdo, a espessura e a presenca de substancias antifingicas e
nutricionais (CHARNLEY, 2003). Dessa forma, o rompimento da cuticula ocorre em decorréncia
de pressdo mecanica (ZACHARUK, 1970; MORA et al., 2017) e enzimas degradadoras de cuticula,
permitindo ao fungo a nutri¢do e eventual colonizagdo do inseto (VEGA et al., 2012). As principais
enzimas envolvidas no processo de degradacdo da cuticula do inseto sdo as quitinases, proteases e
lipases (MONZON, 2001), sendo em alguns casos co-auxiliadas pela secrecdo de acidos organicos
como o &cido oxalico (KHACHATOURIANS, 1991). Contudo, além da cuticula, a invasdo dos
fungos pode ocorrer através de 6rgdos sensoriais, espiraculos e membranas intersegmentares (ST.
LEGER et al., 1992).

Uma vez no interior do inseto, os fungos precisam superar os mecanismos de defesa do
organismo para completar o processo infectivo. Para isso, sintetizam proteases que degradam o
sistema imunologico humoral, e utilizam depsipeptideos ciclicos, incluindo as destruxinas que
provocam a paralisia do inseto em sua capacidade de abrir os canais de calcio, e outras toxinas que
danificam o sistema muscular e os tubulos de Malpighi, afetando a excrecdo e a capacidade de
alimentagdo e movimentagdo (PAL et al., 2007; MORA et al., 2017). Por fim, a morte é resultado
da combinagéo de efeitos como o dano fisico dos tecidos, a toxicidade, a desidratacdo das células
devido a perda de liquidos e o consumo de nutrientes (BUSTILLO, 2001).

A emergéncia do fungo para o exterior do inseto ocorre em condi¢des de temperatura e
umidade favoraveis. As hifas podem atravessar o tegumento do inseto a partir de areas menos

esclerotizadas, entretanto isso dependera do hospedeiro e do estagio de desenvolvimento do mesmo.
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Apds externarem, as hifas podem permanecer na fase somatica e iniciar o processo de esporulacéo
dentro de 24 a 48 h, a depender da umidade e da sintese de antibioticos para prevenir o crescimento
de organismos oportunistas (SRIVASTARA et al., 2009). Fatores ambientais controlam a produgéo
de conidios, sobrevivéncia e germinacdo dos mesmos, influenciando no desenvolvimento de
epizootias em campo (CARRUTHERS e SOPER, 1987; MORA et al., 2017).

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos no controle de insetos apresenta certas vantagens
em relacdo ao controle quimico, uma vez que nao possuem efeitos adversos conhecidos no meio
ambiente; sdo pouco ou ndo toxicos para organismos nao-alvos; se autoperpetuam em condicdes
ambientais favoraveis; reduzem o uso de inseticidas quimicos e em alguns casos podem ser
utilizados em combinacdo com inseticidas quimicos; e devido ao modo de agdo Unico, o
desenvolvimento de resisténcia € menos comum e mais lento. Limitaces também sdo observadas,
pois, sdo organismos que necessitam de condi¢cdes ambientais especificas para germinar e causar
infeccdo; tém vida til curta; em alguns casos a producgdo para uso comercial pode ser cara; o inseto
alvo deve estar presente no campo, antes que o patdgeno possa ser utilmente aplicado, dificultando
0 tratamento preventivo; apresentam baixa persisténcia e taxa de infeccdo sob condi¢Ges ambientais
desafiadoras; e em alguns casos devido a acdo lenta € exigida uma alta taxa de aplicacdo (MAINA
etal., 2018).

O interesse por fungos entomopatogénicos no controle de insetos-praga vem aumentando
substancialmente devido a conscientizacdo ambiental, preocupac@es com a seguranca alimentar e a
falha de produtos quimicos convencionais que acarretam um numero cada vez maior de espécies
resistentes a inseticidas (SHAHID et al., 2012). Dessa forma, diferentes formulacdes comerciais de
fungos entomopatogénicos foram desenvolvidas para o controle de pragas agricolas e urbanas.
Entre as espécies de fungos utilizadas em formulagBes de micoinsecticidas estdo Beauveria
brongniartii (Sacc.) Petch, B. bassiana, M. anisopliae, L. lecanii (A. lecanii), Hirsutella thompsonii
(Fischer), Cladosporium oxysporium (Berk. e Curt.) e I. fumosorosea (C. fumosorosea) (MAINA et
al., 2018). No Brasil, os micoinsecticidas mais utilizados pertencem aos géneros Metarhizium,
Beauveria, Lecanicillium e Sporothrix (BARROS et al., 2010), e em escala mundial o0s
micoinseticidas mais comuns sdo a base de B. bassiana (33,9%), M. anisopliae (33,9%),
Lecanicillium spp. (9,4%), I. fumosorosea (C. fumosorosea) (5,8%) e B. brongniartii (4,1%)
(FARIA e WRAIGHT, 2007).

Os fungos entomopatogénicos infectam insetos de quase todas as ordens, sendo as mais
comuns Hemiptera, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Orthoptera e Hymenoptera (RAMANUJAM
et al., 2014). Em algumas ordens de insetos, ninfas e larvas sdo mais suscetiveis do que adultos,
enquanto em outras, o inverso pode ocorrer. Algumas espécies de fungos tém um numero de

hospedeiros reduzidos, como Aschersonia aleyrodis Webber e Nomuraea rileyi (Farlow) Samson,
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enguanto outras, como B. bassiana e M. anisopliae, infectam mais de 700 espécies de varias ordens
de insetos (MAINA et al., 2018).

De um modo geral, estas infomag¢@es mostram o quanto os fungos entomopatogénicos podem ser
eficientes como agentes biocontroladores de insetos, com resultados de controle satisfatérios para

variadas pragas de diferentes culturas agricolas.

2.3 CONTROLE DE INSETOS-PRAGA POR ISOLADOS DO COMPLEXO DE ESPECIES

Fusarium incarnatum-equiseti

O Complexo de Espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) é um dos complexos mais
ricos em espécies entomopatogénicas (SANTOS et al., 2020). Estudos envolvendo a patogenicidade
de diferentes espécies desse complexo vém sendo realizados contra insetos-praga de ordens como
Thysanoptera (PANYASIRI et al., 2007), Diptera (MOHANTY et al., 2008), Lepidoptera
(MUNSHI et al., 2008), Hymenoptera (WENDA-PIESIK et al., 2009), Coleoptera (SHARMA et
al., 2012) e Hemiptera (CARNEIRO-LEAO et al, 2017). Entretanto, os resultados mais
promissores sdo observados para insetos da ordem Hemiptera (SANTOS et al., 2020).

Addario e Turchetti (2011) utilizaram diferentes espécies do FIESC contra Dryocosmus
kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae) e observaram efeitos letais de 60-70%. A
patogenicidade do FIESC contra Matsucoccus matsumurae Kuwana (Hemiptera: Coccoidea:
Matsucoccidae), praga destrutiva dos pinheiros nativos da China, Pinus tabulaeformis Carr. e Pinus
massoniana Lamb. foi avaliada por Liu et al. (2014), que relataram mortalidade de 53,67% para
ninfas e 83% para fémeas adultas. Carneiro-Ledo et al. (2017), testaram em laboratério a
patogenicidade de trés espécies do Complexo Fusarium incarnatum-equiseti, sendo elas F.
sulawesiense (FIESC 16), F. pernambucanum (FIESC 17) e F. caatingaense (FIESC 20), todas
obtidas da cochonilha do carmim em diferentes municipios de Pernambuco. Os autores relataram
mortalidade confirmada de 8-66,66% dos insetos. A partir dos testes de patogenicidade em
laboratdrio, os autores selecionaram trés isolados de F. caatingaense para serem avaliados contra a
cochonilha no campo, e obtiveram mortalidade confirmada de 14—42,66%. Anwar et al. (2017),
utilizaram diferentes concentracGes de esporos de trés isolados de F. equiseti e um isolado de F.
incarnatum para testes de patogenicidade contra ninfas e adultos de Bemisia tabaci Gennadius
(Hemiptera: Aleyrodidae). Apos 144 horas a mortalidade acumulada observada para os isolados de
F. equiseti foi de 100% para ninfas e de 0-20% para adultos, e para os isolados de F. incarnatum
foi de 100% para ninfas e 0% para adultos.

Fan et al. (2014) avaliaram a patogenicidade de diferentes concentragcbes de esporos do
isolado FIESC HEBO1 contra Coccus hesperidum L. (Hemiptera: Coccidae) e observaram a maior
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taxa de mortalidade na concentragdo de 5,0 x 107 conidios/mL, com 91,33% dos insetos mortos.
Além de testar a patogenicidade contra o inseto, os autores também avaliaram o risco do isolado
causar doencas nas plantas hospedeiras, Citrus reticulata Blanco (Rutaceae) e Chlorophytum
comosum (Thunb.) Baker (Asparagaceae), e relataram que o mesmo ndo infectou ou danificou as
plantas, sendo considerado seguro para ambas as plantas. Ao testar a fitopatogenicidade de isolados
de F. caatingaense (URM 6776, URM 6777, URM 6778, URM 6779, e URM 6782) contra milho
(Zea mays) e feijoes (Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata e Phaseolus luningsatus), Maciel et al.
(2021) relataram a incapacidade dos isolados em causar doencas nas plantas testadas.

Segundo Teetor-Barsch e Roberts (1983), 0 uso de isolados de Fusarium entomopatogénicos
no controle de insetos pode ser uma estratégia vantajosa, uma vez que alguns demonstraram
especificidade ao hospedeiro, sdo facilmente cultivados em laboratério, sobrevivem bem como
saprobios nos solos, e € possivel selecionar aqueles que ndo danificam plantas ou sdo
micotoxigénicos fortes. Para O'Donnell et al. (2012), a utilizacdo de Fusarium no controle de
insetos é possivel, desde que marcadores moleculares sejam utilizados para distinguir os isolados
entomopatogénicos dos fitopatogénicos.

2.4 Fusarium COMO ENTOMOPATOGENO

Espécies de Fusarium sdo produtoras de micotoxinas, como a beauvericina, fusaproliferina,
acido fusarico, picolinico, dipicolinico, fusarinas e moniliformina, substancias que estdo
relacionadas a capacidade dos fungos entomopatogénicos em causar a morte de insetos
(CLAYDON e GROVE, 1982; TURNER e ALDRIDGE, 1983; BACON et al., 1996; LESLIE e
SUMMERELL, 2006). Fusarium inseticola pode ser encontrado em diferentes associagdes com
insetos, como em relagbes simbidticas, decompondo insetos como saprobio, atuando como
patdgenos oportunistas, e em epizootias naturais atuando como entomopatdégeno (SHARMA e
MARQUES, 2018). Casos de epizootias naturais foram relatados para o género Fusarium em
populacdes da cochonilha do carmim, em areas afetadas na Paraiba e em Pernambuco (LONGO e
RAPISARDA, 2001; SANTOS, 2009). Estudos envolvendo a associagdo com hospedeiros,
caracterizagdes moleculares e morfologia supem que o género Fusarium possui pelo menos 250
especies distribuidas em 17 complexos de espécies (CROUS et al., 2021).

Diferentes espécies do género Fusarium tém demonstrado sua eficiéncia no controle de
insetos-praga. Dois isolados de Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg causaram 97 e
100% de mortalidade de Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae) (TOSI et
al., 2015). Um isolado de Fusarium cf nygamai foi obtido de larvas do gorgulho do melédo

Acythopeus curvirostris Boheman (Coleoptera: Curculionidae), e quando testado contra este mesmo
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inseto provocou mortalidade de 83% das larvas e 62% dos adultos, dez dias apds sua aplicacao
(SEPASI et al., 2015). Isolados de Fusarium equiseti (Corda) Sacc, Fusarium incarnatum (Desm.)
Sacc., Fusarium oxysporum Schltdl., Fusarium solani (Mart.) Sacc. e Fusarium sp. foram testados
contra ninfas e adultos de Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae), e ap6s 144 horas da
aplicacdo dos isolados observou-se mortalidade de 100% das ninfas para todos os isolados testados
(ANWAR et al., 2017). Isolados de F. oxysporum e Fusarium fujikuroi Nirenberg foram testados
contra trés espécies de insetos, Planococcus ficus Signoret (Hemiptera: Pseudococcidae), Tenebrio
molitor Fabricius (Coleoptera: Tenebrionidae) e Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), e
valores de mortalidade acima de 40% foram observados (SHARMA et al., 2018).

Embora Fusarium apresente um enorme potencial no controle de insetos, algumas espécies
podem produzir toxinas capazes de contaminar alimentos e ragfes, causando intoxicgdes em
humanos e animais (ANTONISSEN et al., 2014; O'DONNELL et al., 2018). Além disso, muitas
espécies podem causar doencas em plantas (KVAS et al., 2009; SUMMERELL e LESLIE, 2011).
Apesar dos efeitos negativos, alguns estudos demonstram altas taxas de mortalidade e
especificidade ao hospedeiro, e a ndo fitopatogenicidade a culturas agricolas (KURUVILLA e
JACOB 1980; NAGALINGAM e JAYARAJ 1986; MIKUNTHAN e MANJUNATHA 2006;
WENDA-PIESIK et al., 2009; LAZO, 2012; SANTOS et a., 2020; MACIEL et al., 2021). Assim, 0
uso de Fusarium no controle biol6gico de insetos é possivel, desde que estudos aprofundados sejam

realizados, garantindo ndo sé a sua eficacia mais também a seguridade na aplicacdo contra insetos-

praga.

2.5 EXTRATOS VEGETAIS COMO ALTERNATIVA PARA O CONTROLE DE INSETOS-
PRAGA

Diversas espécies de plantas produzem substancias bioativas com acgdes inseticidas, sendo
conhecidas cerca de 2.000 espécies vegetais com propriedades capazes de controlar insetos-praga
(MENEZES-AGUIAR, 2005). Alcaloides, terpendides, flavonodides e quinonas sdo alguns dos
varios metabdlitos secundarios com propriedades inseticidas (POTENZA et al., 2004; SILVA et al.,
2012). Estes compostos podem provocar efeitos de repeléncia, esterilidade e inibicdo de oviposicéo,
assim como deformac6es, reducdo na alimentacdo e alteragdes no sistema hormonal, tendo como
consequéncias distirbios no desenvolvimento e comportamento (SILVA et al., 2010; RODRIGUES
et al., 2014). De acordo com Roel (2001), os efeitos dos extratos vegetais sobre insetos dependem
da dose utilizada, de maneira que doses maiores podem levar a morte de insetos, enquanto a

aplicacdo de doses menores pode acarretar em efeitos menos intensos e mais duradouros.
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Segundo Kabera et al. (2011), os efeitos dos inseticidas botanicos sdo observados tanto por
contato quanto por ingestdo. Quando atuam por contato, estes agem e sdo absorvidas pela quitina e
exoesqueleto ou pelas vias respiratorias atuando no sistema nervoso central, provocando a morte do
inseto alvo (LIMA et al., 2009; CORREA e SALGADO, 2011). Substancias com acio repelente
atuam principalmente por contato, agindo nos quimiorreceptores dos insetos e afetando o seu
comportamento (CORREA e SALGADO, 2011). As substancias que atuam por ingest&o, tém como
porta de entrada a via oral, podendo afetar a capacidade de digestdo, a biossintese de hormdnios ou
a formacdo da camada de quitina da cuticula do inseto (BEGUM et al., 2010).

A obtencéo de inseticidas botanicos ocorre a partir da extracdo de compostos presentes no
metabolismo secundério das plantas, geralmente acumulados nos tecidos vegetais (VIEGAS-
JUNIOR, 2005; MOREIRA et al., 2006), podendo ser encontrados em raizes, caules, folhas,
sementes e frutos (BARBOSA et al., 2006), sendo as folhas a parte vegetal mais utilizada para a
obtencdo de extratos de plantas, possibilitando a conservacao do recurso vegetal, sem interferir na
reproducédo da planta (PILLA et al., 2006). Contudo, a extracdo dos compostos bioativos deve ser
feita com bastante cuidado, utilizando-se 0 método de extracdo mais adequado. A trituracdo e a
maceracao geralmente sdo processos que ndo alteram a composi¢do quimica do material vegetal.
Métodos que envolvem a aplicacdo de calor devem ser utilizados apenas quando as substancias
ativas ndo sdo termossensiveis (ESCALONA et al., 1998; BARBOSA et al., 2006).

Os inseticidas botanicos sdo alternativas de controle vantajosas em relacdo aos
agroguimicos. Estes apresentam baixo custo, sdo menos concentrados e, portanto, menos toxicos em
relacdo aos compostos puros, sdo biodegradaveis e apresentam diferentes modos de acdo. Além de
possuirem origem a partir de fontes renovaveis, ferecerem menores chances de resisténcia a insetos-
pragas (MENEZES-AGUIAR, 2005; MENDES et al., 2017). Dessa forma, diversas espécies
vegetais tém sido estudadas quanto ao seu potencial no controle de insetos-praga, por exemplo,
Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) e Nicotiana tabacum L. (Solanaceae), ambas de ampla
distribuicdo, encontradas em regides tropicais e subtropicais (BORGES et al., 2007; MORAES,
2014).

Ricinus communis, conhecida por mamona, possui propriedades inseticidas em diferentes
partes da planta como raizes, caules, folhas e sementes (RODRIGUES et al., 2002; MENEZES-
AGUIAR, 2005; LIMA et al., 2015). Estudos com partes aéreas dessa planta constataram a presenca
de constituintes ativos como ricina, ricinina, N-desmetilricinina e flavonoides (SKURSKY et al.,
1969; KANG et al., 1985). De acordo com Singh e Kaur (2016), a ricina é um dos componentes
bioativos mais toxicos presente nas sementes, contudo a ricinina, de agdo inseticida eficaz, esta

localizada em todas as partes da planta. Efeitos toxicos de extratos e 6leos de R. communis foram
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relatados contra diferentes espécies de artropodes (RAMOS-LOPEZ et al., 2010; CAMARGO et al.,
2012) incluindo carrapatos (SAMPIERI et al., 2013; SANTOS et al., 2018).

Rossi et al. (2012), ao avaliarem diferentes concentragdes do extrato aquoso de folhas de
mamona adicionadas a dieta artificial de S. frugiperda, relataram ac&o toxica contra lagartas e pupa,
que tiveram o ganho de peso reduzido, sendo observada mortalidade acumulada de 90% das
lagartas no inicio do seu desenvolvimento. O extrato etanélico de R. communis a 95% foi altamente
eficaz contra o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini (Acarina: Ixodidae),
interferindo na fisiologia reprodutiva dos carrapatos e inibindo a oviposi¢do (GHOSH, et al., 2013).
O efeito larvicida do extrato da folha e do o6leo do fruto de R. communis foi observado contra Aedes
aegypti Linnaeus (Diptera: Culicidae) por Neves et al. (2014), que relataram 100% de mortalidade
das larvas. Tal efeito, também foi observado por Basheer (2014), contra larvas de Anopheles
arabiensis Patton (Diptera: Culicidae), ao utilizar o extrato de acetato de etila da folha de mamona,
observando-se mortalidade de 96% das larvas apds 24 horas com um LC50 a 0,390 mg/L e de 100%
apos 48 horas com LC50 a 0,284 mg/L. A acdo inseticida do extrato de folhas de R. communis
também foi observada para Callosobruchus chinensis L. (Coleoptera: Bruchidae) (Upsani et al.,
2003), Cosmopolites sordidus Germar (Coleoptera: Curculionidae) (TINZARRA et al., 2006) e
Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) (EL-KASSEM BOSLY, 2017)

Nicotiana tabacum é uma espécie vegetal conhecida como fumo, que tem como um dos seus
principios ativos a toxina organica nicotina, a qual atua sobre o sistema nervoso de insetos apos a
respiracdo, ingestdo ou contato simples (BRECHELT, 2004). O seu potencial como agente
controlador de diferentes espécies de insetos vem sendo relatado na literatura. Sagheer et al. (2013)
avaliaram o efeito de repeléncia do extrato de acetona de N. tabacum contra adultos de Tribolium
castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) e relataram mortalidade de 93,33% dos insetos.
Efeito entomotoxico de extratos das sementes de N. tabacum, obtidos a partir de diferentes
solventes, foi observado contra Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera: Bruchidae),
causando mortalidade de 100% quando os extratos foram preparados com éter e n-hexano e de 80%,
85,20% e 70,15%, quando preparados com os solventes metanol, etanol e acetona, respectivamente
(OBEMBE e OGUNGBITE, 2016). Os extratos do pd das folhas de N. tabacum preparados com 0s
solventes cloroformio e acetona causaram 100% de mortalidade de Cylas formicarius Fabricius
(Coleoptera: Brentidae) apds 72 horas de sua aplicagdo (LOKESH et al., 2017).

O potencial do extrato de N. tabacum também foi relatado contra Grapholita molesta Busck
(Lepidoptera: Tortricidae) com mortalidade corrigida de 92% (SARKER e LIM, 2018). A eficacia
do extrato de folhas de N. tabacum foi demonstrada contra larvas de Aedes aegypti L. (Diptera:
Culicidae), com respectivos valores de CL50 de 0,09, 0,03 e 0,01% ap6s 24, 48 e 72 horas de
exposicdo (RAVEEN et al., 2019).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Acarina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ixodidae

33

O uso de inseticidas botanicos é uma alternativa para o controle de insetos-praga, podendo
ser empregado no Manejo Integrado de Pragas e em sistemas de cultivos organicos. Estudos
continuos com extratos vegetais contra diferentes insetos-praga, principalmente em condigdes de
campo, S0 necessarios e podem proporcionar mais opc¢des de controle para o agricultor
(ZANARDI et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016).

2.6 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS COMBINADOS A EXTRATOS VEGETAIS NO
CONTROLE DE INSETOS-PRAGA

A combinacdo de agentes controladores é uma alternativa promissora, que vem sendo
estudada como opcdo para a reducdo do uso de quimicos, no controle de insetos-praga (SILVA, et
al., 2005). Fungos entomopatogénicos e extratos vegetais sdo agentes de controle que podem ser
combinados, sendo interessante que estes, quando combinados, apresentem efeito sinérgico ou
neutro para que a acdo do patdégeno nao seja comprometida (HIROSE et al., 2001, OLIVEIRA et
al., 2003). Se os fungos entomopatogénicos utilizados forem incompativeis com os extratos
vegetais, estes podem inibir o desenvolvimento e a reproducéo dos patdgenos fungicos, interferindo
no controle de insetos-praga (ANDERSON e ROBERTS 1983; BORGIO et al., 2008).

Quando compativeis, os agentes controladores aplicados simultaneamente podem ter sua
acdo contra insetos potencializada (LANDA e BOHATA, 1999; FILOTAS et al., 2005). Tal
estratégia de controle é de grande importancia em programas de Manejo Integrado de Pragas
(ANDERSON e ROBERTS 1983; BORGIO et al., 2008). Segundo Paula et al. (2011), estratégias
de controle que envolvem a combinacéo de fungos entomopatogénicos e extratos vegetais tém sua
eficacia associada a acdo do extrato vegetal sobre o0 inseto, uma vez que 0s extratos vegetais podem
atuar como agentes estressores fisioldgicos de insetos, alterando o comportamento e tornando-os
suscetiveis ao fungo.

O potencial da combinacdo de extratos vegetais a diferentes espécies fungicas foi
demonstrado para larvas de terceiro instar de Culex pipiens (Diptera: Culicidae), sendo B. bassiana
Bb-01 (LC40) + Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) (LC40) a combinacdo responsavel pela
mortalidade de 68,3% das larvas, superior ao observado nos demais tratamentos (SHOUKAT et al.,
2016). Beauveria bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea (= C. fumosorosea) foram avaliados
individualmente e em combinacdo com diferentes extratos de plantas no controle da mosca
doméstica Musca domestica L. (Diptera: Muscidae). O maior percentual de mortalidade observada
foi de 92,5%, para o tratamento com B. bassiana (Bb-01) (LC40) + de Acacia nilotica (Fabaceae)
(LC40), seguido de M. anisopliae (Ma-4. 1) (LC40) + de A. indica (LC40), que ocasionou a
mortalidade de 85% dos insetos (AHMAD et al., 2017). A combinagdo do extrato de Eucalyptus



34

camaldulensis Dehnh (Myrtaceae) e B. bassiana foi testada contra o pulgdo do trigo Sitobion
avenae Fabricius (Hemiptera: Aphididae) e, apos cinco dias da aplicacdo dos agentes combinados, a
mortalidade observada foi de 87% (ALI et al., 2018). Fusarium volatile (URM 8051) e F.
proliferatum (URM 8044) combinados ao extrato aquoso de R. communis a 5% testados contra
Alerocanthus woglumi Ashby (Hemiptera: Aleyrodidae), provocaram a mortalidade de 98,2 e
97,7% dos insetos respectivamente (BARBOSA et al., 2021).

A combinacdo de isolados de F. caatingaense (= FIESC 20) a diferentes extratos vegetais,
vem sendo estudada como opg¢do para o controle da cochonilha do carmim. Santos et al. (2016),
relataram o efeito inseticida do isolado URM 6778 de F. caatingaense combinado ao extrato aquoso
de R. communis contra D. opuntiae, que apresentou mortalidade corrigida de 100% dos insetos. Os
isolados URM 6779 e URM 6777 de F. caatingaense ambos combinados ao extrato aquoso de
Enterolobium contortisiliqguum Vell. Morong (Fabaceae) a 5 % foram testados contra a cochonilha
do carmim, ocasionando mortalidade de 73,64% e 70,34% dos insetos respectivamente, sendo
superior ao observado pela agéo individual dos fungos (VELEZ et al., 2019). A combinacdo dos
isolados URM 6778 e URM 6779 de F. caatingaense com extrato aquoso de N. tabacum a 5% e
10%, respectivamente, provocou um aumento na mortalidade da cochonilha do carmim, superior ao
observado pela aplicacdo individual de ambos os agentes controladores. A combinacdo do isolado
URM 6779 ao extrato aquoso de N. tabacum a 10% foi testada em casa de vegetacao e ocasionou
98,67% de mortalidade contra a cochonilha do carmim (DINIZ et al., 2020).

Pesquisas envolvendo a avaliacdo do efeito combinado de extratos vegetais a fungos
entomopatogénicos no controle da cochonilha do carmim séo escassas. Os resultados observados nos
estudos de Santos et al. (2016), Velez et al. (2019) e Diniz et al. (2020), demonstraram que a utilizacao
conjunta de isolados de F. caatingaense a diferentes extratos vegetais podem ser op¢des de controle
viaveis. Contudo, para confirmar a eficacia de tais agentes controladores, testes em campo contra a

cochonilha do carmim sdo necessarios.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 FUNGOS

Para os experimentos contra N. corniger e S. frugiperda foram utilizados 27 isolados do
Complexo de Espécies Fusarium incarnatum-equiseti, sendo quatro de F. sulawesiense (URM
6808, URM 7555, URM 7558, URM 7560), seis de F. pernambucanum (URM 6810, URM 7554,
URM 7556, URM 7557, URM 7559, URM 7561) e dezessete de F. caatingaense (URM 6792,
URM 6779, URM 6776, URM 6777, URM 6803, URM 6804, URM 6793, URM 6783, URM 6779,
URM 6784, URM 6802, URM 6807, URM 6781, URM 6806, URM 6811, URM 6785, URM



35

6788). A maioria dos isolados de F. sulawesiense e F. pernambucanum foi obtida de adultos de
Aleurocanthus woglumi (Hemiptera: Aleyrodidae) coletados de folhas de citros na regido da Zona
da Mata no estado de Pernambuco (BARBOSA et al., 2021). Os isolados URM 6808 de F.
sulawesiense, URM 6810 de F. pernambucanum e todos os isolados de F. caatingaense foram
obtidos de adultos de Dactylopius opuntiae (Hemiptera: Dactylopiidae), coletados em diferentes
municipios da regido semiarida do mesmo estado no Brasil (CANEIRO-LEAO et al., 2017). Todos
o0s isolados estdo depositados na Colecdo de Cultura URM (University Recife Mycology) (WFCC
N°604), na Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil (Tabela 1).

Para os experimentos contra D. opunitae foram utilizados os isolados URM 6778 e URM
6779 de F. caatingaense, combinados aos extratos aquosos de R. communis a 5% e N. tabacum a
10% respectivamente. Como forma de garantir a viabilidade e viruléncia de todos os isolados
fangicos utilizados no estudo, estes foram revigorados de acordo com a metodologia de Alves

(1998), utilizando o cupim N. corniger como insetos hospedeiro.

Tabela 1 — Hospedeiros de origem e nimeros de acesso da sequéncia de DNA dos isolados do Complexo de
Espécies Fusarium incarnatum equiseti (FIESC) usados no estudo

Espécies Linhagens Cédigo de Hospedeiros Numero de acesso
depésito das sequéncias
TEF1

Fusarium sulawense (FIESC 16) URM 6808 Dactylopius opuntiae -
Fusarium sulawense (FIESC 16) URM 7558 Aleurocanthus woglumi MW486169
Fusarium sulawense (FIESC 16) URM 7555 Aleurocanthus woglumi MW486168
Fusarium sulawense (FIESC 16) URM 7560 Aleurocanthus woglumi MW486170
Fusarium pernambucanum (FIESC 17) *URM 7559 Aleurocanthus woglumi L.S398489
Fusarium pernambucanum (FIESC 17) URM 7557 Aleurocanthus woglumi LS398488
Fusarium pernambucanum (FIESC 17) URM 6810 Dactylopius opuntiae LS398485
Fusarium pernambucanum (FIESC 17) URM 7561 Aleurocanthus woglumi LS398490
Fusarium pernambucanum (FIESC 17) URM 7554 Aleurocanthus woglumi LS398486
Fusarium pernambucanum (FIESC 17) URM 7556 Aleurocanthus woglumi LS398487
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6776 Dactylopius opuntiae LS398463
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6788 Dactylopius opuntiae LS398491
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6803 Dactylopius opuntiae LS398476
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6777 Dactylopius opuntiae LS398464
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6811 Dactylopius opuntiae LS398482
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6804 Dactylopius opuntiae LS398477
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6785 Dactylopius opuntiae LS398471
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6807 Dactylopius opuntiae LS398480
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6793 Dactylopius opuntiae LS398474
Fusarium caatingaense (FIESC 20) *URM 6779 Dactylopius opuntiae LS398466
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6792 Dactylopius opuntiae -
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6784 Dactylopius opuntiae LS398470
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6781 Dactylopius opuntiae -
Fusarium caatingaense (FIESC 20) UMR 6802 Dactylopius opuntiae LS398475
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6778 Dactylopius opuntiae LS398465
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6806 Dactylopius opuntiae LS398479
Fusarium caatingaense (FIESC 20) URM 6783 Dactylopius opuntiae LS398469

(*) = ex-tipo
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3.2 COLETA DE Nasutitermes corniger

A coleta de soldados e operarios de N. cornirger foi feita com o auxilio de pingas utilizadas
para fragmentar os tuneis de forrageamento e ter acesso aos cupins, que foram retirados com pinceis
de cerdas macias e colocados em placas de Petri esterilizadas. A coleta foi feita em diferentes
arvores do Campus da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e os cupins foram levados para
o laboratoério de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores, localizado no Centro de Biociéncias da

UFPE, onde os bioensaios foram conduzidos.

3.3 TESTE DE PATOGENICIDADE DE ESPECIES DO COMPLEXO Fusarium incarnatum-

equiseti CONTRA Nasutitermes corniger

Os vinte e sete isolados foram distribuidos em trés bioensaios: o primeiro com 11
tratamentos [10 fungos (F. sulawesiense e F. pernambucanum) + controle], o segundo com 10
tratamentos [9 fungos (F. caatingaense) + controle] e o terceiro com 9 tratamentos [8 fungos (F.
caatingaense) + controle]. O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados
em esquema de parcelas subdivididas no tempo (1, 2, 3, 4 e 5 dias de sobrevivéncia), sendo 0s
isolados dispostos nas parcelas e os dias de avaliacdo nas subparcelas, com trés repeticdes. Em cada
repeticdo dos tratamentos foram utilizadas cinco placas de Petri, cada uma com 15 insetos,
totalizando 75 insetos.

Os fungos foram cultivados em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e apds oitos dias de
crescimento suspensdes de 1 x 107 conidios/mL foram preparadas e 1 mL das suspensdes de cada
isolado foi aplicado sobre os insetos com o auxilio de um pulverizador manual. Para o controle,
aplicou-se apenas solugdo Tween 80 (0,01%). Apds, os insetos foram transferidos com um pincel
para placas de Petri contendo papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada e um pedago
de papel madeira. Os insetos foram mantidos em ambiente climatizado a 24 + 3°C no escuro. A
mortalidade foi avaliada diariamente durante cinco dias e o0s insetos mortos transferidos para
camara umida mantidas em BOD (26 + 1°C), para a confirmacgéo do agente causal (JESSICA et al.,
2019). A viabilidade dos conidios de cada isolado foi avaliada a partir do indculo de 50 pl de uma
suspensdo de 1 x 107 conidios/mL em meio BDA (trés repeticdes), seguido de incubagio em BOD.
Apbs 14 horas foi realizada a contagem de 200 conidios por repeticdo, verificando a quantidade de

conidios germinados e ndo germinados em microscopio optico (ALVES et al., 1998).

3.4 CRIACAO E MANUTENCAO DE Spodoptera frugiperda
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Para iniciar a criacdo da S. frugiperda, pupas e lagartas de terceiro instar foram adquiridas
no laboratdrio de Fisiologia de insetos na Universidade Federal Rural de Pernambuco e levadas para
o laboratdrio de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores localizado no Centro de Biociéncias da
UFPE. As lagartas foram mantidas em recipientes plasticos com tampa vazada fechada com tecido
voil e alimentadas com dieta artificial até a fase de pupa (Greene et al., 1976). Ao atingirem a fase
de pupa, as lagartas foram acondicionadas em recipientes plasticos de 15 cm de largura e 9 cm de
altura com tampa vazada fechada com tecido voil até a emergéncia dos adultos. ApGs emergirem,
dez casais de S. frugiperda foram transferidos para gaiolas confeccionadas com tubos de PVC de 15
cm de didmetro e 20 cm de altura, fechado em uma de suas extremidades com filme pléstico e as
paredes revestidas com folha de papel oficio. Para a alimentacdo dos adultos foi utilizada uma
solucdo de mel a 10% embebida em algodao colocada dentro de um recipiente plastico com 2,5 cm
de largura e 2 cm de altura, sendo renovado diariamente para evitar a contaminagdo e fermentacéo.
As massas de ovos depositadas no papel filme e na folha de oficio foram recortados e
acondicionados em recipientes plasticos com dieta artificial até a eclosdo das lagartas
(RODRIGUES et al., 2018).

3.5 TESTE DE PATOGENICIDADE DE ESPECIES DO COMPLEXO Fusarium incarnatum-
equiseti CONTRA Spodoptera frugiperda

Os testes de patogenicidade contra S. frugiperda foram realizados por meio de trés
bioensaios contendo 0os mesmos isolados testados contra N. corniger. O delineamento experimental
foi em blocos inteiramente casualizados em esquema de parcelas subdivididas no tempo com 8 dias
de avaliacdo, sendo os isolados dispostos nas parcelas e os dias de avaliagdo nas subparcelas, com
trés repeticbes. Em cada repeticdo dos tratamentos foram utilizados cinco insetos.

Suspensdes de 1 x 107 conidios/mL foram obtidas a partir de cada um dos isolados com
crescimento micelial de oito dias. Para o controle utilizou-se agua + tween 80 (0,01%). As
suspensOes de esporos fungicos e o controle foram pulverizados em um volume de 800ul sobre as
lagartas de terceiro instar em placas de Petri. Apds pulverizacdo, as lagartas foram individualizadas
e transferidas com uma pinga para tubos de ensaio contendo dieta artificial, e tamponados com
algoddo hidrofébico, sendo mantidas em ambiente climatizado (26 + 1°C). A viabilidade dos

isolados nos bioensaios com S. frugiperda também foi avaliada, conforme descrito no topico 4.3.

3.6 OBTENCAO DOS EXTRATOS AQUOSOS DE Ricinus communis E Nicotiana tabacum E
ANALISE FITOQUIMICA
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Para a obtencéo do extrato aquoso de R. communis, folhas foram secas em casa de vegetacao
a temperatura ambiente por oito dias. Apds a secagem, o material vegetal foi moido em um
triturador tipo Willey TE-680. O pd vegetal obtido foi utilizado para preparar o extrato na
concentracdo inicial de 30% (p/v), suspendendo 300 g do p6 em 1 L de &gua destilada fervente (100
°C) por 2 h, sem agitacdo (CELOTO, 2008). O extrato aquoso de N. tabacum também foi preparado
na concentracdo de 30% (p/v), seguindo a mesma metodologia, no entanto, utilizou-se 300 g de N.
tabacum em sua forma comercial (fumo de rolo), sem trituracdo. Em seguida, os extratos obtidos
foram filtrados e esterilizados em vapor fluente por 15 minutos e diluidos nas concentracdes de
trabalho 5% e 10% respectivamente.

Para a triagem fitoquimica, aproximadamente 3 mL de n-hexano foram adicionados aos
tubos de ensaio contendo as diferentes concentracdes do extrato liofilizado. Os tubos foram agitados
com vortex durante 1-2 minutos e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Fracdes de hexano
e precipitados foram submetidos a Cromatografia de Camada Delgada (CCD) para deteccdo de
cumarinas, flavonoides, taninos e terpenos (WAGNER e BLADT, 2009). A presenca de alcaldides
foi investigada a partir de testes de precipitacdo com reagente de Dragendorff. Para as saponinas, 0s
precipitados foram solubilizados em &agua e agitados vigorosamente durante 15 segundos. O
aparecimento persistente de espuma com duracgéo de pelo menos 15 minutos confirma a presenca de
saponinas (AMROUCHE et al., 2014).

3.7 EFEITO DO USO COMBINADO DE Fusarium caatingaense COM EXTRATOS DE Ricinnus
communis E Nicotiana tabacum NO CONTROLE DE Dactylopius opuntiae NO CAMPO

O experimento no campo foi realizado na Estacdo Experimental do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) localizada na cidade de Arcoverde, Pernambuco, nos meses de dezembro (tempo
1) de 2020, janeiro (tempo 2) e fevereiro (tempo 3) de 2021. Durante o andamento dos
experimentos a precipitacdo foi zero e a umidade do ar foi de 10%, 30% e 10%, respectivamente. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema de parcelas subdivididas no
tempo com tipos os tipos de tratamento e controle [URM 6778, URM 6779, extrato aquoso de R.
communis a 5%, extrato aquoso de N. tabacum a 10%, URM 6778 + extrato aquoso de R. communis
a 5%, URM 6779 + extrato aquoso de N. tabacum a 10%, detergente a 2% e o controle (dgua
destilada esterilizada contendo apenas Tween 80 a 0,01%)] dispostos nas parcelas e os tempo de
avaliacdo nas subparcelas (tempos 1, 2 e 3), com trés repeticdes. Em cada repeticdo, trés cladddios
de plantas distintas foram analisados.

Para realizagdo do experimento, palmas foram plantadas em parcelas constituidas por quatro

fileiras de trés metros e meio de comprimento, com espagamento de um metro entre elas e 0,5m
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entre as plantas. A area util foi formada pelas duas fileiras centrais, onde foram realizadas as
observacdes programadas. As palmas foram infestadas com ninfas da cochonilha e apds 45 dias da
infestacéo, estavam prontas para uso.

Os isolados foram cultivados em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e incubados em BOD (26 +
1°C) durante oito dias, visando obter suspensdes de conidios para o crescimento em arroz. Graos de
arroz foram esterilizados em frascos Erlenmeyer (100 g de arroz / 50 mL de agua destilada) a
temperatura de 121°C por 30 minutos. Apos o crescimento dos fungos no arroz, suspensdes de 1 x
107 conidios/mL foram preparadas para utilizacdo no experimento no campo. A producdo de
conidios por grama de arroz e a pureza dos isolados levados a campo foi avaliada (ALVES, 1986).

No campo, um total de 20mL de cada um dos tratamentos foram pulverizados sobre os insetos,
com um pulverizador manual em trés cladodios de plantas distintas. O detergente neutro a 2% foi
aplicado antes dos tratamentos com o intuito de reduzir a quantidade de cera presente nas
cochonilhas e facilitar o contato dos fungos/extratos com o tegumento do inseto. O detergente
neutro a 2% também foi considerado um tipo de controle. A aplicacdo dos tratamentos ocorreu no
final da tarde, sendo inciada a partir das 14h. Apos 10 dias da aplicacdo, os cladddios foram
coletados e levados ao laboratorio de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores, localizado no
departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. A mortalidade total foi
avaliada em estereomicroscopio, observando-se a quantidade de insetos mortos e vivos, 0s quais
foram diferenciados por caracteristicas como coloracdo e turgidez. Foram avaliados um total de 180
insetos por tratamento, sendo 60 insetos por cladddio, os quais foram contabilizados em trés
quadrantes de 8cm?, 20 insetos por quadrante. A mortalidade corrigida foi calculada a partir dos
dados de mortalidade total, por meio da formula de Schneider-Orelli (PUNTENER, 1981). A
mortalidade confirmada foi avaliada por desinfeccdo superficial de insetos em alcool 70% por 30
segundos, solucdo de hipoclorito de sodio 4% por 45 segundos, seguido de trés lavagens em agua
destilada esterilizada. Em seguida, os insetos foram transferidos para placas de Petri com meio agar
agua + Cloranfenicol (0,05%) e incubados em BOD a 26 + 2 ° C por sete dias. A confirmacdo do
agente causal da mortalidade foi verificada pela observacdo em microscopio oOptico de laminas

preparadas a partir das estruturas fungicas crescidas dos corpos dos insetos.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de mortalidade acumulada confirmada de N. corniger, obtidos ao quinto dia apds
a aplicacao dos fungos, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA,

2011). Os valores de mortalidade acumulada confirmada de N. corniger causada por cada isolado de
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F. sulawesiense, F. pernambucanum e F. caatingaense ao longo do tempo de avaliacdo foram
submetidos a andlise de regressédo linear ou quadratica polinomial (p<0,05), de modo que o modelo
escolhido foi aquele que melhor se adequou aos dados obtidos. O Programa utilizado para a analise
de regressao foi o Statistix 10.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).

Os dados de mortalidade corrigida de D. opuntiae, obtidos de experimentos no campo, foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011). As interagdes dos
agentes de controle combinados foram avaliadas aplicando os dados de mortalidade a formula

descrita por Koppenhofer et al. (2000) da seguinte forma:

2 _ (MFExt _ I\/IEsp)2
M

X

Esp

onde:
Merext = mortalidade causada pela combinacao do fungo com o extrato;
Mesp = mortalidade esperada.

)

M =M (1—MF +M

E Ext! ———
\ 100 )

F

onde:
Me = mortalidade causada pelo fungo;

Mex: = mortalidade causada pela exposicao ao extrato.

Quando o valor calculado do %? excedeu o valor da tabela (3,84 para um grau de liberdade, p <0,05),
as interagGes entre os agentes de controle sdo consideradas ndo-aditivas sinérgicas ou antagonicas
(FINNEY, 1964). As interagdes séo consideradas:

Interagio sinérgica <> D = (Mg, — Mg ) >0

Interacdo significativamente antagénica <= D = (l\/l,:EXt — ME ) <0

D é considerado significativo em p <0,05. Se o teste do ¥* ndo for significativo, os efeitos sdo

considerados aditivos.
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4 RESULTADOS

4.1 PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE ESPECIES DO COMPLEXO Fusarium

incarnatum-equiseti CONTRA Nasutitermes corniger E Spodoptera frugiperda

Os conidios dos isolados de F. sulawesiense, F. pernambucanum e F. caatingaense
utilizados nos testes de patogenicidade contra N. corniger e S. frugiperda apresentaram taxas de
germinacdo superiores a 90%. N&o foi possivel estabelecer nenhuma co-relacao entre a viruléncia
dos isolados flngicos e a sua taxa de viabilidade.

As espécies de Fusarium testadas contra S. frugiperda ndo foram patogénicas a esse inseto.
As lagartas inoculadas com os fungos continuaram se alimentando e se desenvolvendo, ndo sendo
observados insetos mortos mesmo apos o oitavo dia de avaliacao.

O teste de patogenicidade evidenciou diferentes picos de mortalidade diaria confirmada de
N. corniger ao longo dos cinco dias de avaliacdo, variando conforme o isolado e espécie testada.
Dois isolados de F. sulawesiense apresentaram picos de mortalidade confirmada no segundo e
terceiro dias, o isolado URM 7560 (32,44%) e o isolado URM 7555 (31,11%) respectivamente.
Para a maioria dos isolados de F. pernambucanum, os picos de mortalidade diaria ocorreram entre o
segundo e terceiro dia, destacando-se o isolado URM 7556 que no terceiro dia causou mortalidade
confirmada de 45,78% dos cupins testados. Os isolados de F. caatingaense causaram mortalidade
mais lenta dos cupins, com picos de mortalidade confirmada principalmente no quarto dia, sendo o
maior pico observado para URM 6781 (37,33%). No controle, os insetos ndo apresentaram o
desenvolvimento de fungos (0% de mortalidade confirmada) em nenhum dos bioensaios (Tabela 2).

Tabela 2 — Mortalidade diaria confirmada (percentual médio + desvio padrao D.P.) de Nasutitermes corniger, ao longo de
cinco dias de avaliacdo apos a aplicacdo de suspensdo de 1 x 107 conidios/mL de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (Fusarium sulawesiense, Fusarium pernambucanum e Fusarium caatingaense).

Fusarium sulawesiense

1 Dia 2 Dias 3 Dias 4 Dias 5 Dias
Controle 0,00 +£0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,00
URM 6808 1,78 +2,30 9,33 +£3,00 10,22 + 6,65 10,67 2,00 6,22 £4,72
URM 7558 1,78+1,15 17,33 +11,35 24,89 + 14,18 15,11 + 2,30 5,78 + 3,05
URM 7555 1,33 +1,00 18,67 £ 10,58 31,11 +17,09 20,44 + 6,35 11,11 +10,21
URM 7560 6,67 +7,00 32,44 £ 14,57 26,67 £15,52 10,67 £ 6,24 12,44 £+ 13,57

Fusarium pernambucanum

1 Dia 2 Dias 3 Dias 4 Dias 5 Dias
Controle 0,00 £0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
URM 7559 0,89 +0,57 20,00 + 13,85 19,11 +8,08 19,11 + 6,65 7,56 £3,78
URM 7557 4,89+1,15 17,33 £18,35 25,33 +13,52 11,56 +3,21 12,00 £12,16
URM 6810 4,00 + 3,00 20,44 + 3,51 23,11+ 3,05 9,33+1,73 15,11 £ 4,04

URM 7561 1,33+1,73 23,11 +12,70 33,78 14,57 8,89 £152 6,67 £5,56
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URM 7554 4,44 +4,04 30,67 +7,54 32,00 +14,10 11,11 £11,10 10,67 +10,39
URM 7556 4.00+1,00 27,56 +11,50 4578 £ 9,51 12,00 £ 7,81 6,67 + 6,24
Fusarium caatingaense
1 Dia 2 Dias 3 Dias 4 Dias 5 Dias
Controle 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
URM 6776 3,11+0,57 8,89 3,51 12,44 £11,01 11,56 + 3,05 12,44 + 8,08
URM 6788 2,22 £2,08 4,44 +0,57 10,67 5,29 25,33+ 14,93 6,22 £5,50
URM 6803 1,33+£1,00 9,33 +10,44 17,33 £10,58 16,44 + 6,65 6,67 £4,00
URM 6777 12,00 + 8,66 6,67 +4,58 13,78 +5,85 18,67 £8,71 4,00 + 3,00
URM 6811 1,78 £0,57 4,44 +2,08 19,11 £11,15 27,56 + 6,80 9,78 £6,11
URM 6804 3,56 +2,51 7,11+3,78 12,89 £5,13 25,33 + 3,00 13,78 + 3,05
URM 6785 4,89 +4,04 16,00 + 4,58 12,89 + 6,65 18,67 + 4,00 10,67 + 4,58
URM 6807 0,89 £1,15 5,78 £1,52 12,89 + 6,02 33,78 +£12,09 11,11 £5,50
URM 6793 4,89 +4,04 13,33 +£6,92 12,44 +7,50 19,11 £6,11 15,56 + 3,05
URM 6779 4,44 +451 11,56 +1,52 14,22 £ 4,72 24,89 +5,50 10,67 + 0,00
URM 6792 8,44 4,50 17,33 3,60 12,00 + 3,60 19,56 +11,71 10,22 +5,50
URM 6784 6,67 3,60 13,33 +8,18 16,44 £6,11 29,33 +7,81 4,44 +2,08
URM 6781 0,89 +1,15 6,67 + 3,60 17,33 £ 4,35 37,33+ 16,64 11,56 +4,93
UMR 6802 1,78+ 1,15 17,33 £ 6,55 16,44 +11,37 28,00 + 6,24 10,22 + 4,16
URM 6778 2,67+1,73 15,56 + 8,62 19,56 + 8,38 23,56 + 7,76 13,78 £7,02
URM 6806 2,22+1,15 8,00 2,64 16,89 +£9,01 33,33+12,28 17,33 £ 4,58
URM 6783 1,78 £0,57 21,78 +5,85 24,00 £5,19 31,11 £ 9,50 6,22 £5,50

Ao quinto dia de avaliagdo, a mortalidade acumulada confirmada de N. corniger causada

pelos isolados de F. sulawesiense variou de 38,22—88,89%, destacando-se 0s isolados URM 7555
(82,67%) e URM 7560 (88,89%) (Tabela 3).

Tabela 3 — Mortalidade acumulada confirmada (percentual médio + desvio padrdo D.P.) de Nasutitermes corniger cinco
dias apds a aplicagdo de suspensdo de 1 x 107 conidios/mL de isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-
equiseti F. sulawesiense.

Tratamentos (%) = D.P. de mortalidade acumulada confirmada
Controle 0,00 £0,00d

URM 6808 38,22+1,75¢

URM 7558 64,89 +3,24b

URM 7555 82,67+1,80a

URM 7560 88,80+ 1,22a

CV (%) 31, 85%

Os isolados de F. pernambucanum causaram entre 66,67—96% de mortalidade acumulada
confirmada de N. corniger, sendo os maiores valores observados para URM 7554 (88,89%) e URM
7556 (96%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Mortalidade acumulada confirmada (percentual médio * desvio padrdo D.P.) de Nasutitermes corniger cinco
dias apds aplicacdo de suspenséo de 1 x 107 conidios/mL de isolados de Fusarium pernambucanum.

Tratamentos (%) = D.P. de mortalidade acumulada confirmada
Controle 0,00+0,00d
URM 7559 66,67 +4,0c
URM 7557 71,11+3,40Db
URM 6810 72,00+£0,92b
URM 7561 73,78+2,77Db
URM 7554 88,80+151a
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URM 7556 96,00+ 0,2a

CV (%) 24,91

Quanto aos isolados de F. caatingaense, a mortalidade acumulada confirmada de N.
corniger foi entre 48,44—84,89%. Cinco isolados se destacaram — URM 6781, URM 6802, URM
6778, URM 6806 e URM 6783, com mortalidade confirmada de 73,78%, 73,78%, 75,11%, 77,78%
e 84,89%, respectivamente (Tabela 5). Os isolados de F. sulawesiense, F. pernambucanum e F.
caatingaense que se destacaram com maiores valores de mortalidade acumulada confirmada,

também mataram mais rapidamente os insetos como visto na Tabela 2.

Tabela 5 — Mortalidade acumulada confirmada (percentual médio + desvio padrdo D.P.) de Nasutitermes corniger cinco
dias apds aplicagdo de suspensédo de 1 x 107 conidios/mL de isolados de Fusarium caatingaense.

Tratamentos (%) = D.P. de mortalidade acumulada confirmada
Controle 0,00 £0,00d
URM 6776 48,44+ 140c
URM 6788 48,80+ 3.18 ¢c
URM 6803 51,11+1.72¢
URM 6777 55,11+2.00 ¢
URM 6811 62,67 +251b
URM 6804 62,67 +£0.72b
URM 6785 63,11+2.70b
URM 6807 64,44 +250b
URM 6793 65,33+3.46b
URM 6779 65,78+ 1.63 b
URM 6792 67,56+ 0.70 b
URM 6784 70,22 +2.50hb
URM 6781 73,78+ 1.97a
URM 6802 73,78 £ 2.66 a
URM 6778 75,11+£0.70a
URM 6806 77,78+ 4.22 a
URM 6783 84,80+0.31a
CV (%) 27,74

Os modelos de regressao quadratica polinomial e linear se ajustaram aos resultados de
mortalidade acumulada confirmada de N. corniger em fungédo do tempo. A mortalidade dos insetos
causada pelos isolados URM 6808 (R? = 0,9965; F = 281,17; p = 0,0035), URM 7555 (R? = 0,9881;
F = 82,88; p = 0,0119), URM 7558 (R? = 0,9885; F = 85,94; p = 0,0115) e URM 7560 (R? =
0,9961; F = 253,43; p = 0,0039) de F. sulawesiense foi representada pelo modelo de regresséo
quadratica polinomial (Figura 7 A). O mesmo modelo ajustou-se aos isolados URM 6810 (R? =
0,9933; F = 147,58; p = 0,0067), URM 7554 (R? = 0,9945; F = 119,90; p = 0,0083), URM 7556 (R?
=0,9769; F = 42,31; p = 0,0231), URM 7557 (R? = 0,9917; F = 119,90; p = 0,0083), URM 7559
(R? = 0,9954; F = 215,61; p = 0,0046) e URM 7561 (R? = 0,983; F = 57,75; p = 0,0170) de F.
pernambucanum (Figura 7 B) e para os isolados URM 6811 (R? = 0,9627; F = 25,79; p = 0,0373),
URM 6806 (R? = 0,9933; F = 48,88; p = 0,0067), URM 6781 (R? = 0,9586; F = 23,17; p = 0,0414)
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e URM 6807 (R? = 0,9580; F = 22,80; p = 0,0420) de F. caatingaense (Figura 7 C). O modelo de
regressao linear ajustou-se aos demais isolados de F. caatingaense (Figuras 7 D — F). Na analise de
regressdo todos os tratamentos apresentaram resultados significativos (p < 0,05), sendo observado
que todos os isolados causaram uma mortalidade crescente de N. corniger ao longo dos cinco dias

de avaliacao.

Figura 7 — Mortalidade acumulada confirmada durante cinco dias de avaliag8o, representada por meio da regressao
quadratica polinomial para os isolados de F. sulawesiense (A); Fusarium pernambucanum (B) e Fusarium catingaense
(C), e linear para os isolados de Fusarium catingaense (D, E e F) apds aplicacdo de 1x 107 conidios/mL contra
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URM 6792 y = 14,979x - 5.559; RZ = 0.9923; p = 0.0003
URM 6783 y = 22,133x - 19.107; R?= 0.9734; p = 0.0019

Com base nesses resultados, os isolados URM 7560 de F. sulawesiense, URM 7556 de F.
pernambucanum e URM 6783 de F. caatingaense foram selecionados como 0s mais promissores

para uso no controle bioldgico de N. corniger.
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4.2 EFEITO DO USO COMBINADO DE Fusarium caatingaense COM EXTRATOS DE Ricinnus
communis E Nicotiana tabacum NO CONTROLE DE Dactylopius opuntiae NO CAMPO

Para os isolados testados contra a cochonilha do carmim no campo, a producdo de conidios
por grama de arroz foi de 1,84 x 108 para URM 6778 e 1,91 x 10® para URM 6779. Tais isolados
apresentaram viabilidade dos conidios de 92,16% e 95,17% e pureza de 100%, respectivamente
(Tabela 6).

Tabela 6 — Producéo de conidios por g de arroz, viabilidade e pureza dos isolados de Fusarium catingaense levados a
campo.

Isolados Producéo de conidios/g de Viabilidade dos conidios Pureza (%)
arroz (n x 108) + S.E. (%) £ S.E.

URM 6779 1,91+0,10 95,17 £ 0,76 100

URM 6778 1,84+ 0,04 92,16 +£1,48 100

A triagem fitoquimica de extratos aquosos de R. communis a 5% e N. tabacum a 10%
identificou a presenca de alcaldides, flavondides glicosideos, saponinas e taninos, enquanto

cumarinas e terpenos ndo foram observados (Tabela 7).

Tabela 7 — Analise fitoquimica do extrato aquoso de Ricinus communis e Nicotiana tabacum.

Extratos vegetais

Fitoconstituintes Ricinus communis 5% Nicotiana tabacum 10%
Cumarinas - -
Flavonaides glicosideos + +
Terpenos - -
Taninos + +
Alcal6ides + +
Saponinas + +

2+ = presente; - = ausente.

A combinagdo de URM 6779 + extrato aquoso de N. tabacum a 10% foi considerada a mais
eficaz para o controle de D. opuntiae no campo, com mortalidade corrigida de 90,82%, seguida da
combinagdo de URM 6778 + extrato aquoso de R. communis a 5%, com 82,11% de insetos mortos
(Tabela 8). O uso simultaneo dos agentes de controle testados em campo resultou em uma interacao
aditiva, com os dois tratamentos envolvendo a combinagdo de isolado fangico + extrato vegetal
apresentando uma acdo de controle superior a observada ao uso destes agentes utilizados
separadamente. O isolado URM 6779 (76,23%) e URM 6778 + Extrato aquoso de R. communis a
5% (82,11%) apresentaram eficacia estatisticamente semelhante. O mesmo foi observado entre
URM 6778 (59,25%) e os extratos de Nicotiana tabacum a 10% (62,07%) e R. communis a 5%
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(62,97 %). O detergente a 2%, que também foi utilizado como uma opc¢éo de pré-tratamento para 0s

cladddios infestados com a cochonilha, apresentou mortalidade total corrigida de 0%.

Tabela 8 — Mortalidade total corrigida de Dactylopius opuntiae (média percentual + erro padrdo E.P.) causada pelos
extratos aquosos de Ricinus communis a 5% e Nicotiana tabacum a 10% sozinhos e combinados com os isolados URM

6778 e URM 6779 de Fusarium caatingaense respectivamente.

Tratamentos Mortalidade total Mortalidade X2 (qui- Interacdo entre
(%) £ E.P. esperada guadrado) 0s agentes de
(g.l.=1) controle
0,00+0,00e - - -

Detergente 2%

URM 6778 59,25+ 2,70 d — - -
URM 6779 76,26 + 3,50 bc - - -
URM 6778 + Extrato 82,11+ 1,99 b 85,54 2,65 Aditiva
aquoso de R.
communis a 5%
URM 6779 + Extrato .
aquoso de Nicotiana 90,82 +2,85a 93,03 2,29 Aditiva
tabacum a 10%
Extrato aquoso de R.
communis a 5% 62,07+1,92d - B -
I_Extr_ato aquoso de 70,63 +1.92 d B B B
Nicotiana tabacum a
10%

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Em relagdo a mortalidade confirmada, foi observada interagcdo entre os tratamentos e 0s
tempos de avaliacdo. A mortalidade confirmada variou de 7,22 — 61,67% entre os tratamentos
envolvendo fungos, no primeiro tempo de avalia¢do (dezembro de 2020) (Tabela 9). Os tratamentos
que se destacaram foram URM 6779 com 61,67% de mortalidade confirmada e URM 6778 +
extrato aquoso de R. communis a 5% com 43,89% de confirmada. No segundo e terceiro tempo de
avaliacdo (janeiro e fevereiro de 2021), ndo foi observada mortalidade confirmada.

Com base nos resultados da mortalidade total corrigida, o uso combinado do URM 6779 +
N. tabacum a 10% (90,82%) e URM 6778 + R. communis a 5% (82,11%) foram considerados os
mais eficazes para o controle de D. opuntiae no campo.

Tabela 9 — Mortalidade confirmada de Dactylopius opuntiae por Fusarium caatingaense em diferentes tempos de
aplicacdo no campo.

Mortalidade confirmada (media percentual + E.P.) em diferentes tempos

de aplicacdo
Tratamentos Dezembro 2020 Janeiro 2021 Fevereiro 2021
Detergente 2% — — —
URM 6778 7,22 +4,34 cA 0,0 +£0,0 aA 0,0 +0,0 aA
URM 6779 61,67 £ 5,09 aA 0,0+0,0aB 0,0+0,0aB

URM 6778 + extrato aquoso de R.
communis a 5% 43,89 + 8,62 bA 0,0+0,0aB 0,0+0,0aB
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URM 6779 + Extrato aquoso de
Nicotiana tabacum a 10% 10,55+ 2,94 cA 0,0+0,0aB 0,0+0,0aB

Extrato aquoso de R. communis a 5% - - -

Extrato aquoso de Nicotiana - - _
tabacum a 10%

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si (minudsculas para colunas e mailsculas para linhas) pelo teste de
Tukey (P<0,05). Erro padrao = E.P. ( —) = mortalidade confirmada nao aplicavel.

5 DISCUSSAO

O potencial de Fusarium no controle de Lepidoptera foi demonstrado em alguns estudos
contra Lymantria obfuscata Walker (Lepidoptera: Lymantridae), Spodoptera litura Fabricius
(Lepidoptera: Noctuidae) e Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) (MUNSHI et al., 2008;
ANAND e TIWARY 2009; SHARMA et al., 2018). No entanto, em nosso estudo, nem um isolado
de F. sulawesiense, F. pernambucanum e F. caatingaense foi patogénico a S. frugiperda. O mesmo
ocorreu para isolados de Fusarium equiseti (Corda) Sacc., Fusarium sambucinum Fuckel e
Fusarium tricinctum (Corda) Sacc. testados contra G. mellonella (SUN e LIU 2008). Outras
espécies de Fusarium testadas contra G. mellonella, como Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc.
Fusarium redolens Wollenw. (SUN e LIU 2008), Fusarium poae (Peck) Wollenw., F. equiseti
(AMEEN, 2012) e Fusarium heterosporum Nees e T. Nees (ALI-SHTAYEH et al., 2003) causaram
mortalidade inferior a 27%.

Um levantamento das espécies entomopatogénicas de Fusarium indicou que as menores
porcentagens de mortalidade foram registradas contra insetos das ordens Lepidoptera e
Thysanoptera. Mais especificamente sobre isolados do FIESC, o estudo mostrou que a
patogenicidade contra insetos da ordem Lepidoptera, na maioria dos casos, foi baixa ou mesmo
inexistente (SANTOS et al., 2020). Os resultados obtidos neste estudo apoiam constatacGes de que
existe uma afinidade a algumas ordens de insetos por membros dos complexos de espécies de
Fusarium mais ricos em isolados entomopatogénicos.

Todos os isolados do FIESC produziram conidios viaveis, entdo ndo foi uma auséncia de
viabilidade dos esporos que comprometeu a patogenicidade. A auséncia de patogenicidade dos
isolados testados contra S. frugiperda pode estar associada a fatores intrinsecos e externos que
possivelmente interferiram na viruléncia dos isolados, dificultando a adesdo, germinacéo,
diferenciacdo e estagios de penetracdo dos esporos no tegumento do inseto (MAINA et al., 2018).
Tais fatores referem-se a propriedades cuticulares, como esclerotizacdo, espessura e presenca de
substancias antifungicas e nutricionais (CHARNLEY, 2003), que podem estar presentes neste

inseto dificultando o processo de infeccdo. E importante ressaltar que, os insetos também tém
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mecanismos de defesa que podem interferir no processo infectivo do fungo, mesmo apds sua
entrada no corpo (PAL et al., 2007; MORA et al., 2017).

Nos ensaios contra o cupim arboricola N. corniger, a maioria dos isolados do FIESC
apresentaram elevados valores de mortalidade confirmada. Este é o primeiro estudo a relatar a
patogenicidade de F. sulawesiense, F. pernambucanum e F. caatingaense para tal inseto. O
potencial de fungos no controle de N. corniger também foi demonstrado por Lopes et al. (2017),
que ao testarem Cordyceps farinosa [Isaria farinosa Fries (ESALQ1355)], relataram taxas de
mortalidade de 95% para operérios e 85% para soldados. Isolados de M. anisopliae, Beauveria
bassiana, Cordyceps javanica (Isaria javanica) e Penicillium sp. testados contra N. corniger
apresentaram altos valores de mortalidade, destacando-se C. javanica que no segundo dia de
avaliacdo ocasionou a mortalidade de 100% dos insetos (OLIVEIRA et al., 2018). Outros autores
relatam a patogenicidade de espécies de Metarhizium contra cupins do género Nasutitermes
(ALBUQUERQUE et al., 2005; SALAS-ACUNA, 2005).

O uso de fungos no controle de cupins é considerado uma alternativa promissora, uma vez
que estes patdgenos em geral apresentam lentiddo no processo de colonizagdo, e ao entrarem em
contato com os membros da col6nia tornam-se uma fonte de disseminagdo do in6culo, provocando
mudancas comportamentais e fisiologicas nos cupins. Além disso, o crescimento e desenvolvimento
do fungo pode ser facilitado pela temperatura e umidade constantes nas galerias subterraneas de
cupins (NEVES e ALVES 2004; PIRES et al., 2010).

Nos ensaios em campo contra D. opuntiae, para avaliacdo da mortalidade corrigida, 0s tipos
de controle mais promissores foram as combinacdes de F. caatingaense com extratos vegetais.
Entretanto, a mortalidade confirmada de D. opuntiae foi observada apenas no primeiro tempo de
avaliagdo (dezembro de 2020), destacando-se URM 6779 e 6778 + extrato aquoso de R. communis a
5%. A auséncia de mortalidade confirmada ao longo do tempo pode ter sido influenciada por alguns
fatores. No segundo e terceiro tempo de avaliacdo (janeiro e fevereiro de 2021), os cladidios da
palma forrageira apresentaram maior infestacdo por D. opuntiae e, consequentemente, maior
guantidade de cera em sua superficie (Figura 8). A cera funciona como uma barreira mecanica que
protege o corpo das cochonilhas do calor, frio e predadores, tornando-se mais densa com o
envelhecimento das col6nias (TORRES e GIORGI, 2018).



49

Figura 8 — Infestacdo de Dactylopius opuntiae em cladddios Opuntia ficus-indica em dezembro de 2020 (A),
janeiro de 2021 (B) e fevereiro de 2021 (C).
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Fonte: Diniz A.G. (2021).

Com o intuito de reduzir a superficie cerosa das cochonilhas e permitir o contato dos fungos e
extratos a cuticula do inseto, aplicamos detergente neutro a 2% em todos os cladodios antes de
pulverizarmos cada tipo de controle. No entanto, os insetos continuaram a produzir a cera e o fungo
que inicialmente conseguiu entrar em contato com a cuticula, ap6és causar a morte do inseto
provavelmente teve dificuldades em externar, devido a excessiva quantidade de cera presente nas
cochonilhas (Figura 9). A continuagdo na producdo da cera se deve ao fato de que o
entomopatogeno leva um tempo até matar o seu hospedeiro (normalmente > 7 dias) (HAJEK e
FRANKENHUYZEN, 2017). Apds romper a barreira cuticular, o patégeno atinge a hemolinfa,
onde luta contra o sistema imunolégico do inseto até se adaptar ao novo ambiente (MORA et al.,
2017). Em resposta a infec¢do fungica alguns insetos podem mudar o seu comportamento, como
elevar a temperatura corporal a varios graus acima da temperatura ambiente, absorvendo direta ou
indiretamente o calor do sol ou da planta em uma tentativa de superar o entomopatdgeno. Tal

comportamento pode reduzir a gravidade da infeccdo fungica (KAYA e VEGA, 2012).

Figura 9 — Insetos de Dactylopius opuntiae mortos recobertos por cera: dezembro de 2020 (A), janeiro de 2021 (B)
e fevereiro de 2021 (C), evidenciados manualmente com agulha sob estereomicroscépio.

Fonte: Diniz .G. (2021)
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Em um estudo semelhante pesquisadores utilizaram F. caatingaense para o controle de D.
opuntiae no campo, e destacaram os isolados URM 6782, URM 6778 e URM 6811 como 0s mais
promissores, com mortalidade confirmada de 42,7%, 40,7% e 14,0% respectivamente
(CARNEIRO- LEAO et al., 2017). Estudos de campo utilizando a combinac&o de fungos e extratos
para controle de insetos-praga Sdo escassos e praticamente inexistentes para o controle de D.
opuntiae, dificultando a comparacéo dos nossos resultados com estudos semelhantes.

A eficécia de fungos entomopatogénicos em condicdes naturais de insetos-praga € relatada em
diferentes estudos. Ao testar Metarhizium anisopliae var. acridum [M. acridum (Driver & Milner)
J.F. Bisch., S.A. Rehner & Humber)] no controle do gafanhoto Rhammatocerus schistocercoides
Rehn (Orthoptera: Acrididae) Magalh&es et al. (2000), relataram a mortalidade de 88% dos insetos
apos 14 dias da inocula¢do. Em um estudo de campo Sahayaraj e Namachivayam (2011), testaram
diferentes espécies de fungos contra diferentes espécies de insetos. Os autores relataram reducao na
populacdo de Aphis craccivora Koch (Homoptera: Aphididae) de até 62% apds aplicacdo de
Verticillium lecani [Akanthomyces lecanii (Zimm.) Spatafora, Kepler & B. Shrestha], enquanto a
populacdo de Spodoptera litura Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) foi reduzida em até 72% apds
aplicacdo de Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin. Neste mesmo estudo, infestacdes de
S. litura e Aproarema modicella Deventer (Lepidoptera: Gelechiidae) sofreram reducgéo
significativa apds o tratamento com B. bassiana. Outros estudos em campo utilizando B. bassiana
relatam sua eficacia contra diferentes insetos-praga (LIU et al., 2013; WAKIL e SCHMITT, 2015).

No nosso estudo, a acdo dos extratos sobre D. opuntae pode estar em partes, associada a
presenca de flavonoides glicosideos, alcaldides, taninos e saponinas, compostos que na literatura
foram relatados com atividades larvicidas e inseticidas (WAFA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2016;
FRANKE et al., 2019). Em relagéo ao efeito inseticida do extrato de folhas da mamona este pode
ainda estar associado a ricinina, um alcaldide neurotdxico presente em todo vegetal, que pode
paralisar e matar insetos (PINKERTON et al., 1999; FERRAZ, 1999). Para o extrato de N. tabacum
é provavel que sua agdo contra D. opuntiae esteja associada a nicotina, substancia que afeta o
sistema nervoso de insetos, deixando-os suscetiveis a infeccdo por fungos entomopatogénicos
(LOISELEUR, 2017; DINIZ et al., 2020).

O uso combinado de extratos e fungos neste estudo, superou a mortalidade observada para
ambos agentes aplicados individualmente e efeitos aditivos foram observados. O isolado URM
6779 + extrato aquoso de N. tabacum a 10% testado em casa de vegetacdo contra D. opuntiae,
também apresentou interacdo aditiva (DINIZ et al., 2020). Intera¢des aditivas foram observadas por
Velez et al. (2019), ao combinarem extratos de Chenopodium ambrosioides e Enterolobium
contortisiliqguum a isolados do FIESC. Fusarium volatile (URM 8051) e Fusarium proliferatum

(URM 8044) combinados ao extrato aquoso de R. communis a 5%, também apresentaram interacdes
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aditivas (BARBOSA et al., 2021). Em interacOes aditivas, os agentes de controle atuam de forma
independente em uma infeccdo combinada (CORREA-CUADROS et al., 2016), levando a um
aumento na mortalidade dos insetos, em comparagdo ao uso individual dos agentes, sem qualquer
acdo sinérgica.

Os resultados observados nos ensaios de campo sdo promissores, com altas taxas de mortalidade
de D. opuntiae. Os tratamentos aplicados em diferentes tempos, apresentaram taxas de mortalidade
confirmada no momento em que a infestacdo estava menor, indicando que 0 momento 6timo para
aplicacdo dos agentes de controle € no inicio da infestacdo, uma vez que a cera produzida pelo
inseto atua como uma barreira de protecdo. Informacdes adicionais também sdo necessarias, pois as
investigacOes sobre a patogenicidade dos isolados e a acdo dos extratos em outras culturas e em
insetos ndo-alvo sdo importantes. Bem como a identificagdo de metabdlitos toxicos de ambos 0s
agentes de controle para humanos e animais. Além disso, sdo necessarios estudos para o
desenvolvimento de uma formulacdo com longevidade e eficacia desejadas.

De acordo com as observacdes feitas em nosso estudo, os isolados de F. sulawesiense, F.
pernambucanum e F. caatingaense apresentaram diferentes niveis de eficacia conforme os alvos
especificos. Observacdo semelhante foi feita por Sharma et al. (2018) ao utilizarem Fusarium solani
(Mart.) Sacc. contra diferentes espécies de insetos. Apds diferentes espécies de Fusarium serem
testadas contra G. mellonella, diferentes valores de mortalidade foram relatados (Ali-Shtayeh et al.
2003). A variacdo na mortalidade contra 0 mesmo inseto também foi relatada por Ameen (2012) ao
testar diferentes espécies de Fusarium, destacando-se no estudo isolados de Fusarium oxysporum
Schltdl. e F. solani, com taxas de mortalidade variando de 10-76% e 13—76%, respectivamente.

A eficacia de espécies do FIESC também foi demonstrada em outros estudos contra
diferentes insetos. Addario e Turchetti (2011), observaram efeitos letais de 60% — 70% contra
Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae). Resultados satisfatorios foram
observados por Liu et al. (2014), que relataram mortalidade de 53,67% para ninfas e 83% para
fémeas adultas de Matsucoccus matsumurae Kuwana (Hemiptera: Coccoidea: Matsucoccidae).
Isolados de F. equiseti e F. incarnatum mostraram ser eficazes contra a Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) causando a morte de 100% das ninfas apds 144 h de aplicagdo (ANWAR et al., 2017).
Isolados do FIESC testados contra D. opuntiae em laboratdrio apresentaram valores de mortalidade
confirmado variando de 8% a 66,66%. Trés isolados foram selecionados para ensaios de campo e 0
isolado URM 6782 se destacou com 42,66% de mortalidade confirmada (CARNEIRO-LEAO et al.,
2017).

A aplicabilidade do FIESC no controle de insetos também foi avaliada por Fan et al. (2014), que
além de testarem a patogenicidade contra Coccus hesperidum L. (Hemiptera: Coccidae), analisaram

sua capacidade em causar doenca em Citrus reticulata Blanco (Rutaceae) e Chlorophytum comosum
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(Thunb.). Baker (Asparagaceae). Os autores relataram 91,33% de mortalidade contra os insetos, € a
auséncia de fitopatogenicidade as plantas. Ao testarem a fitopatogenicidade de isolados do FIESC
incluindo URM 6778 e URM 6779, os mesmos utilizados nesse estudo, contra feijao (Phaseolus
vulgaris, Vigna unguiculata e Phaseolus luningsatus) e milho (Zea mays), Maciel et al. (2021),
relataram a incapacidade dos isolados em causar doenca nas plantas testadas.

A eficécia de Fusarium no controle de insetos pode estar associada & producgdo de enzimas
extracelulares, como quitinase, protease e lipase, que influenciam diretamente na viruléncia do
fungo, permitindo que estes infectem os insetos através do tegumento (ABDUL-WAHID e
ELBANNA 2012; KHAN et al., 2012). Além das enzimas, a producdo de toxinas por espécies de
Fusarium podem ajudar o fungo no processo infeccioso, conferindo maior patogenicidade ao inseto.
Beauvericina, por exemplo, € bem conhecida por sua acédo contra insetos (WANG e XU 2012) e foi
relatada em diferentes espécies de Fusarium (GUPTA et al. 1991; LOGRIECO et al. 1998;
SHIMADA et al. 2010; LIUZZI et al. 2017), incluindo membros do Complexo de Espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (O’DONNELL et al. 2018), o que reforca seu potencial no controle
de insetos.

Contudo, apesar do grande potencial de Fusarium no controle de insetos, algumas espécies
podem produzir micotoxinas capazes de contaminar alimentos e ra¢des, levando a efeitos toxicos a
humanos e animais, a depender do tipo e do nivel de exposicdo (ANTONISSEN et al., 2014;
O’DONNELL et al.,, 2018). Algumas espécies podem ainda, ser patogénicas a plantas
(SUMMERELL e LESLIE, 2011). No entanto, o uso desses fungos no controle de insetos é
considerado viavel, uma vez que nem todas espécies sdo produtoras de micotoxinas, além de
apresentarem especificidade ao hospedeiro e auséncia de fitopatogenicidade a plantas atacadas
pelos insetos (KURUVILLA e JACOB 1980; NAGALINGAM e JAYARAJ 1986; MIKUNTHAN
e MANJUNATHA 2006; WENDA-PIESIK et al. 2009; LAZO 2012; SANTOS et al., 2020). Sendo
necessario estudos mais aprofundados para investigacdo da aplicabilidade de Fusarium contra

insetos-praga e uso em programas de controle biologico.

6 CONCLUSOES

Com base no estudo realizado, concluimos que, as espécies de Fusarium testadas
apresentam diferentes niveis de viruléncia e especificidade conforme o inseto hospedeiro avaliado.
Os isolados de F. sulawesiense, F. pernambucanum e F. caatingaense sdo patogénicos ao cupim
arboricola N. corniger. Entretanto, os mesmos isolados ndo apresentam patogenicidade contra a

lagarta do cartucho do milho S. frugiperda.
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Em campo, os isolados de F. caatingaense combinados aos extratos de R. communis e N.
tabacum demonstraram ser eficientes no controle da cochonilha do carmim D. opuntiae.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam o potencial de Fusarium no controle de
insetos-praga e reforcam o seu uso para tal. Entretanto, a aplicabilidade dos isolados de maior
destaque esta condicionada ao desenvolvimento de estudos aprofundados, que possam garantir a

seguranca e eficacia dos fungos em condicdes reais do desenvolvimento da praga.
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ABSTRALCT

In this study, we evaluated the pathogenicity of 27 isolates of Fusarium incarmnatum-equiseti
Spedes Complex [FIESC) against N. comniger and 5. frugiperda: four Fusarium sulowesiense (=
FIESC 16), six Fusarium pemnambucanum (= FIESC 17) and seventeen Fusarium caalingoense
{= FIESC 20). Suspensions of 1 =107 conidiasmL~" were used for the pathogenicity tests.
Cumulative mortality data on the fifth day were used for analysis of variance [ANOVA) and
the means were compared by the Scott-Knott test (o< 05). The variables (isolate and time)
were submitted to regression analysis. The results revealed the absence of pathogenicity for
isolates against 5. frugiperda. On the other hand, all isolates tested were pathogenic to N.
comniger with cumulative mortality confirmed at 3822 — 96.00%. The isolates that caused the
highest mortality values of N comiger on the fifth day of evaluation also killed the insects
faster. The highest confirmed cumulative mortality values were observed for URM 7560 from
F. sulowesiense (BEE%%), URM 7556 from F. pemambucanum (96.00%) and URM 6783 from F.
cagtingaense (B489%) The effectiveness of these isolates will be compared in future
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1. Introduction

Nasutitermes  cormiger  Motschulsky  (Blanodea:
Termitidae) (Legendre et al. 2015) is a species of
arboreal termite found from southern Mexico 1o
northern Argentina and in the Caribbean Islands,
Bahamas, Florida, New Guinea (Scheffrahn et al
2002, 2005; Fvans et al. 2003) and in the Amilles
including Puerto Rico, and United States Virgin
Islands (Scheffrahn et al. 2003). In Brazil, the genus
Nasutitermes is found in Atlantic Forest, Cerrado
and Caatinga environments { Zorzenon and Polenza
1998; Constantine 1999) and has been reported in
the MWorth, Mortheast, Midwest and Southeast
regions of the country (Constanlinoe 2002; Cosla-
Leonardo 2002). N. corniger is considered one of the
most important urban pests in the Brazil, attacking
hard or soft, dry or wel woods, manulfactured or
not (Abren et al. 2002), Tis action causes structural
damage to homes, historic structures, urban build-
ings, ornamental and [ruit trees and causes deterior-
ation of paintings, books, old documents and
collections of objects (Constantine 2002; Verma
et al, 2009; Albugquerque et al, 2004),

Spodoptera frugiperda  Smith  (Lepidoptera:
Moctuidas) known in the larval phase as the [all
armyworm s native o the Americas and is found
from northern  Argenting 1o southern Canada.,
(Sparks 1979 Bolzan et al. 2019). It is considered an
invasive species in countries of West and Central
Alrica  (Goergen et al  2006) and India
(Sharanabasappa et al. 2008). The armyworm is a
polyphagous insect that feeds of different plant spe-
cies mainly from the Poaceae family and is consid-
ered one of the main pests of malze (Zea mays L.,
Poaceae) in the troplcal and subtropical reglons of
the Americas (Pogue 2002; Sarmento el al. 2002;
Silva et al. 2007; Bateman et al. 2008). In Brazil, due
to the great diversity and availability of food, the
fall armyworm occurs throughout the year and in
all regions of the country (Pratissoli et al. 2004;
Moura et al. 2002} This insect attacks the plant
during  its  wvepetative and reproductive  phases
(Afonso-Rosa and Barcelos 2012) and may lead to
losses of up to 545% in grain yield, depending on
the stage of maize development, production system,
planting site and climate conditions (Figueiredo
et al. 2006; Barros Torres and Bueno 2000; Ribeiro
et al. 2004).
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Both insects can be controlled by pesticides but
these cause damage o human and animal health,
alfect the agroecosysiem, select for populations of
resistant organisms and limit the action of natural
enemies such as entomopathogenic ungi which nat-
urally maintain populations of insects in equilibrivm
(Carneiro et al. 2015). Different species of the genus
Fusarturm have been shown to be efficient in con-
trolling pest insects (Baidoo and Ackuaku 20015
Ameen 2012 Jayasimha et al. 2002; Sharma et al
2012; Anwar et al. 2017; Santos et al, 2019). The
use of Fusarfum lor insect control may be a viable
aplion since the fungus is easily cultivated in the
laboratory, survives as a saprobe in soils, and
although, the genus has important phylopathogens,
studies have shown that some isolates besides hav-
ing high virulence to insects, show host specificity
and do nol cause disease in plants (Kuruvilla and
Jacolb  1980; Teetor-Barsch and Roberts 1983;
Magalingam and  Japaraj 1986 Mikunthan and
Manjunatha 2006; Wenda-Plesik et al. 2009; Lazo
2012; Fan et al. 2014).

The  Fusarfum  incarnatum-equisell  Species
Complex (FIESC) is considered one of the richest in
insecticolous species (O'Donnell et al. 2002). The
pathogenicity of different species of this complex
has been evaluated against pest insects of orders
such as Thysanopiera (Panyasini et al. 2007},
Lepidoptera (Munshi et al. 2008), Diptera (Mohanty
et al. 2008), Hymenoptera (Wenda-Plesik et al
2009), Coleoptera (Sharma et al. 2012} and
Hemiplera (Santos el al. 2018), with promising
resulls observed for insects of the order Hemiplera,

The efficacy of FIESC species has been confirmed
for pest insects such as Dryocosmus kuriphilus
Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae) (Addario and
Turchetti 20011, Matsucoccus matsumurae Kuwana
(Hemiptera: Coccoidea: Malsucoccidae) (Lin et al
2014), Coceus hesperidum L. (Hemiptera: Coccldae)
(Fam et al. 20014), Bemisia tabad Gennadius
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Anwar et al. 2017) and
Dacvlopius  opuntiae  Cockerell  (Hemiptera:
Dactylopiidae) (Diniz et al,, 2020, In this study, we
determined the pathogenicity of isolales of Fusarium
irncarnatum-cquiseti Species Complex against N. cor-

niger and S. frugiperda,

2. Material and methods
2.1. Fungal isolates

Twenty-seven isolates of the Fusarfum incarnatom-
equiseti Species Complex were used: four isolates
from Fusarfum sulawestense Maryani, Sand.-Den,
Lombard, Kema & Crous, six from Fusarfum per-
narmbucanum Santos, Lima, Tiagoe & Oliveira and
sevenleen of Fusarium coatingaense Santos, Lima,

Tiago & Oliveira. Most isolates of F sulawense and
F permambucarnem  were  from  adulls  of
Alevwrocanthus woghomni Ashby  (Hemiptera:
Aleyrodidae) collected fom citrus leaves in the
Zona da Mata region of Permambuco State (L. F. 5.
B., unpublished data). All F. caatingaense isolates
were from adults of Dactylopius opuntioe Cockerell
(Hemiptera: Dactylopiidae), collected from Opuntia
Sfictis-indica samples cultivated in different munici-
paliies of Pernambuce State, Brazil (Carneiro-Ledo
et al. 2017} (Table 1). The species F sulawestense
was identified based on muli-gene phylogenetic
inference, supported by morphological analyzes
(Tiago et al. 2016; Maryani et al. 2019), and those of
F. caatingaense and F. pernambucanum by morpho-
logical analyzes, molecular phylogenetic  markers
and the fertility of sexual crosses (Santos et al
2016). The isolates are deposited in the URM
(University Recife Mycology) Culture Collection
(WFCC W*604) at the Universidade Federal de
Pernambuce, Recile, Brazil {Table 1),

2.2, Collection of Nasutitermes corniger

N cornirger soldiers and workers were collected
with tweezers used Lo fragment the foraging unnels
and gain access o the termites which were then
removed with a soft bristle paintbrush and placed in
sterile Petri dishes, The collections were [rom differ-
ent trees of the Universidade Pederal de
Pernambuco Campus (UFPE) and the termites were
taken o the Laboratory of Phytopathogenic Fung
and Biocontrollers, located at the UFPE Bioscience
Center, where the bioassays were conducted,

2.3. Pathogenicity test: Fusarium incarnatum-
equiseti Species Complex against
Nasutitermes corniger

The twenty-seven isolates were divided into three
bioassays: the fiest with [10 isolates (F sulawestense
and F. pernambucanur) +  conteol], the second
with (9 isolates of F castingaemse + control) and
the third with (8 isolates of F. caatimpaense + con-
trol). The experimental design was completely
randomized blocks in a split-plot scheme over time
il, 2, 3 4 and Sdays of survival) with the isolates
arranged in the plots and the evaluation days in the
subplots, with three repetitions. In each repetition,
five Petri dishes were used containing 15 insecls
each, wtaling 75 insects,

Fungi were grown in Polato Dexrose Agar
(PDA} medium and after eight days of growth
1%107 conidia/mL ' suspension were prepared
with Tween 80 (001%). Onemilliliters of the sus-
pensions of each isolate was applied o the insects
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Table 1. Origin hosts and DNA sequence accession numbers of isolates of the Fusarium incamatum-equiseti Spedes Complex

(FIESC) wsed in the study.

Species Linesge name Callaction number Hast Sequence adessan number
TEF1

Fusarhum subaweslense (|FIESC 15) UAM 6508 Dactylopius o pun fae -
Fusarlum subawesense (FIESC 16) UAM 7558 Alewracanthus woglum -
Fusarhum sulawesene (FIESC 16) LAM 7555 Alewacanthus woglum -
Fusarlum sulaweslense (FIESC 15) LUAM 7550 Alewracanthus wogluml -
Fusarlum perna b conum (FIESC 17 UAM 7559 ex-type Alewracanthus woglum 5398459
Fusarhum perna b conum (FIESC 17 UAM 7557 Alewracanthus woglum L53954588
Fusarhum perna b can (FIESC 17) LUAM 6810 Dactylopius o pun fae L5398485
Fusarhum perna b con (FIESC 17) LAM 7581 Alewracanthus wogluml 5398490
Fusarhum pernamba conum (FIESC 17 LAM 7554 Alewracanthus woglum 5398485
Fusarhum perna b conum (FIESC 17 UAM 7555 Alewracanthus woglum L5398457
Fusarlum caaningoen e (FIESC 20) UAM 67746 Dactylopius o pun fae L5398463
Fusarlum caaringoense (FIESC 20) UAM 5788 Dactylopius o pun fae 5398497
Fusarlum caatingoense (FIESC 20 UAM 6503 Dactylopius o pun fae 5398475
Fusarlum coaningoense (FIESC 20) UAM 6777 Dactyhopius o pun fae L5395464
Fusarlum caaningoense ({FIESC 20) UAM 6811 Dactyhopius o pun toe 53984582
Fusarlum caaningoense (FIESC 20) LAM 6504 Dactylopius o pun fae 5398477
Fusarlum caatingoense (FIESC 20) LAM 6785 Dactylopius o pun tae 5398471
Fusarlum coatingoense (FIESC 20) UAM 6507 Dactyhopius o pun toe 5398450
Fusarlum caaningoense ({FIESC 20) UAM 6733 Dactyhopius o pun toe 5398474
Fusarlum caaningoense (FIESC 20) LAM 6779 ex-type Dactylopius o pun fae L5398466
Fusarlum caaningoense (FIESC 20 UAM 6732 Dactylopius o pun fae -
Fusarlum coatingoense (FIESC 20) LAM 6754 Dactyhopius o pun toe 5398470
Fusarlum caaningoense ({FIESC 20) UAM 6781 Dactyhopius o pun toe -
Fusarlum caaringoense (FIESC 20) UMR 6502 Dactylopius o pun fae LS398475
Fusarlum caaningoense (FIESC 20 UAM 6778 Dactylopius o pun fae L5398465
Fusarlum caatingoense (FIESC 20) UAM 6806 Dactyhopius o pun tae 5398479
Fusarlum caaringoen e \FIESC 20 UAM 6783 Dactylopius o pun fae L5398469

with a hand sprayer. For the control only Tween 80
solution (0.01%) was applied. After application of
the treatments, the insects were transferred with a
paintbrush to Petri dishes conlaining Gller paper
moisiened with sterile distilled water and a piece of
wood paper. The insects were kept in a climate con-
trolled  environment at 24+3°C in the dark
Mortality was evaluated daily for five days and dead
insects were ransferred o a Petrl dish with mois-
tened Gler paper and kept in BOD Incubator (Bio-
Oxygen Demand) (26 £1°C) to confirm the causal
agent (Jessica et al, 2019). The identity of the fung
was conlirmed fom the preparation of slides and
observation under an optical microscope, The viabil-
ity of the conidia of FIESC isolates was evaluated by
inoculating 50 gL of the 1= 107 conidia/mL * sus-
pension in PDA medium (three replicates), followed
by incubation in BOD. After 14h, 200 conidia were
counted per repetition, checking the amount of ger-
minated and ungerminated conidia under an optical
microscope [Alves el al. 1998),

2.4. Creation and maintenance of

Spodoptera frugiperda

The caterpillars were kept in plastic containers with
a hollow lid closed with tissue voile and fed on an
artificial diet untl the pupae phase (Greene et al,
1975). The caterpillars were then placed in 15cm
wide and 9em high plastic containers with a hollow
lid closed with voile tissue until the emergence of
the adults. Afller emergence, len couples of &

Sfrugiperda were Lransferred 1o cages made of PVC
tubes 15cm diameter and 20cm high, closed at one
end with plastic film and the walls covered with
craft paper. Adults were fed with a 10% collon-
soaked honey solution placed in a 25cm wide and
Zem high plastic container and renewed daily 1o
avold contamination and fermentation. The egg
masses deposited on (ilm paper and crafl sheel were
cut out and placed in plastic containers and sup-
plied with artificial diet until the caterpillars hatched
(Rodrigues et al. 2018).

2.5. Pathogenicity test: Fusarium incarnatum-

equiseti Species Complex against
Spodoptera frugiperda

Pathogenicity lests against S frugiperda were per-
formed using the three bioassays conlaining the
same isolates tested against N. comiger. Suspensions
of 1%107 conidismL ' were oblained from each
isolate with eight days of growth. Tween 80 (0.01%)
wis used as control. The treatments were sprayed in
a volume of B00uL on thied instar caterpillars in
Petrl dishes. Aller spraying the caterpillars were
individualized and transferred with tweezers to lest
tubes containing artificial diet. These were closed
with hydrophobic cotton and kept in a climate-con-
trolled environment at (26 +1°C). The experimental
design was completely randomized in a split-plot
scheme over Ume, with 8days of evaluation. The
isolates were arranged in the plots and the days of
evaluation in the subplots, with five replications per
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Table 2. Confirmed daily mortality [mean percentage +standard deviation 50} of Nesutitermes corniger over fiwe days of
evaluation after a suspension application of 1 =107 conidiafml ™" of Fusarivm sulawesiense, Fusanium pernambucanum and

Fusarium coatingaense isolates

Fusarlim sulawedene
17 Day 27 Day & Day 4" Day 5 Day
Contral Q00 +000 0000 + 000 0000+ 000 000 +00a Q00 +000
UHM 6808 1.T8x 230 933 +300 102 +665 1067 £ 200 6X2+472
URM 7558 178+ 115 17331135 4RI+ 1418 151+ 230 5T8+305
UHM 7555 135+ 100 18467 + 1058 EARLES i) 2048+ 635 1L+ 1021
UM 7560 667+ 700 328+ 1457 2667+ 1552 1067 + 624 1244 1357
Fusarhum pernamba canum
17 Day 27 Day 3" Day 47 Day 5 Day
Contral Q00 +000 0000 + 00 000+ 000 000+000 Q00 +000
URM 7559 08 +057 2000+ 1385 1911 £ 808 1911 465 T56+378
URM 7557 489+ 115 1733+ 1835 2533+ 1352 1156 +321 120+ 1216
UHM 6810 400+300 20484 £ 351 23N £ 305 933+ 173 1511404
UAM 7561 133173 23Mx£1270 33TEE V45T 889+ 152 667 +556
URM 7554 A4l 404 3067 =T 54 3200+ 1410 111110 1067+ 1033
URM 7556 A00+ 100 2756+ 1150 45 TR+ 951 1200+ 781 GAT+624
Fusarium coatingasnse
1* Day 27 Day 3 Day 47 Day 5 Day

Contral Q00 +000 0000 + 00 000+ 000 000+000 Q00 +000
UM 6776 3N x057 AR +35] 1248+ 1101 1156 +305 1244808
UHM 6788 22+208 444 + 057 1067 £ 529 2533+ 1493 622+ 550
UAM 6803 135+ 100 35+ 1044 1733+ 1058 1648+ 665 GAT =400
URM &777 1200+ 866 G567 + 458 1378+ 585 1867 £ BT 400+300
UAM &8N 178057 Add + 208 191N +=11.15 2756+ 680 ATE+A11
UHM 6304 3565+ 251 FALE %] 1289+ 513 2533+300 13781305
UM 6785 A48 +404 1600 + 458 1289+ 665 1867 +400 1067 £ 458
URM s807 08+ 115 578+ 152 1289+ 602 3iTE+ 2.9 1111 +550
URM 5793 AR 404 1333692 1244 £ 750 Ta1m+a11 15565 +305
URM 6779 A4 +451 1156+ 152 1472+ 472 2489+ 550 1067 000
UHM 6792 B4 +450 1733 £ 360 1200+ 360 1956+ 11.71 1022+ 550
URM 6754 667+ 360 1333+ 818 164 +611 2933+ 781 444+ 208
UHM 6781 08+ 115 667 + 360 1733+ 435 IT3E+ 1664 1156493
UMA 6302 178+ 115 1733 £ 655 1648+ 1137 2800+624 1022 +416
UHM 67 T8 267173 1555 + BA2 19565+ B38 2356+ 776 1378702
UHM 6806 1R+ 115 A00+ 264 1653+ 901 335+ 1228 1733+ 458
UHM 6783 1.TEx 057 21.78 £ 585 2400519 3N £950 622+ 550

treatment, considering each caterpillar as one repeti-
tion. The viability of the conidia of isolates in 5. fru-
piperda bioassays was also evaluated as deseribed in
item 2.3

2.6. Statistical analysis

The confirmed cumulative mortality data for N. cor-
riger obtained on the Alth day after fungal applica-
ton  were submitted 1o analysis of  varance
(ANOVA] and the means compared by the
Scotl-Knott test at 5% probability, using the Sisvar
5.6 soltware (Ferreira 2011). Confirmed cumulative
mortality values of N comiger caused by each iso-
late of F sulawesiense, F. pernambucanum and F.
caatingacnse over the evaluation tme were subjected
to regression analysis applying linear or quadratic
models  (p<.05) using  Statistix 100 soltware
[Analytical Soltware, Tallahassee, FL, USA).

3. Results

The conidia of F. sulawesiense, F permambucanion
and F. caatingaense isolates used for pathogenicity
tests against N comiper and 5. frugiperda were
viable with germination rates above 0%,

The isolates of F sulawestense, F permambuca-
i and Focaatingaense were not pathogenic to S
Srugiperda. The insecls developed normally, similar
Lo the control treatment, without mortality after the
eighth day of evaluaton,

In the pathogenic evaluation of FIESC isolates
tested against N coniger there were dillerent peaks
of conlirmed daily morality over the five days of
evaluation, varying according to the isolate and spe-
cles tested. URM 7560 and URM 7555 of F sulmee
siense had  confirmed daily mortality peaks of
3244% and 31.11% on the second and third day,
respectively (Table 2). F. pernambucanum isolates
showed mortality peaks between the second and
third day, highlighting the isolate URM 7556 which
on the third day caused a confirmed morality of
4578% of termites. F. caatingammse isolates showed
confirmed mortality peaks mainly on the fourth
day, with the highest peak observed for URM 6781
(37.33%). The insects used in the control treatment
did not show Tungal development (0.00% conlirmed
morality; Table 2).

On the ffth day of evaluation, the accumulated
confirmed morality of N comiger caused by F
silawestense lsolates ranged from 38.22% to 88.89%,
highlighting the URM 7555 (8267%) and URM
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Table 3. Confimed cumulative mortality {mean percenta-
ge +standard  deviation SD) of Nasutitermes comiger five
days after application of 1x 107 conidia/mL ™" suspension
of Fusarium sulowesiense.
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Table 4. Confirmed cumulative mortality (mean percenta-
gest standard deviation S0) of Nasutitermes comiger five
days after application of 1 x 107 conidiamL ' suspension
of Fusarium pemambucanum.

Treatments %) + 50 confiamed cumulative mortality Treatments (%) = 5O confrmed cumulative mor iy
Control 000£0.00d Contral a0 +000d
URM 6308 3822+175¢ URM 7559 6667240 ¢
URM 7558 64893240 URM 7557 7113400
URM 7555 8267+180 a UAM 6810 7200092 %
URM 7560 88122 a URM 7561 73782770
CV %) 31, 85% URM 7554 8BS a
URM 7555 9600+02a
Means folowed by the same letter do not differ from each other by v ) 2491

the Scott-Kaort test (p < 051
CV: wefcient of vataton.

7560 (88.89%; Table 3). F. pernambucanum isolates
caused  confirmed  cumulative  mortality  of
66.67-96%, with the highest values observed for
URM 7554 (88.89%) and URM 7556 (96%) (Table
4). Regarding the isolates of F. caatingaense, the
confirmed cumulative mortality ranged from 48.44%
to 84.89%. Five isolates stood out— URM 6781,
URM 6802, URM 6778, URM 6806 and URM 6783,
with confirmed cumulative mortality of 73.78%,
7378%, 75.11%, 77.78% and B84.89%, respectively
(Table 5). Such isolates of F. sulawesicnse, F. per-
nambucanum and F. catingaense that stood out
with higher values of confirmed accumulative mor-
tality also killed the insects more quickly (Table 2).

The quadratic and linear regression models fitted
the results of confirmed cumulative mortality of N.
corniger as a function of time. Insect mortality
caused by F. sulawesiense isolates URM 6808 (R® =
0.9965; F=281.17; p=.0035), URM 7555 (R* =
0.9881; F=82.8% p=.0119), URM 7558 (R® =
0.9885; F=85.94; p=.0115) and URM 7560 (R* =
0.9961; F=253.43; p= 0039) were represented by
the quadratic regression model (Figure 1(A)). The
same model adjusted to URM 6810 (R* = 0.9933;
F=147.58 p=.0067), URM 7554 (R° = 0.9945;
F=119.90; p=.0083), URM 7556 (R 0.9769;
F=4231; p=.0231), URM 7557 (R* = 0.9917;
F=119.90 p=.0083), URM 7559 (R* = 0.9954;
F=215.61; p=.0046) and URM 7561 (R* = 0.983;
F=57.75 p=.0170) of F. pemambucanum (Figure
1(B)) and for URM 6811 (R* = 0.9627; F=257%
p=.0373), URM 6806 (R* = 09933; F=4888;
p=.0067), URM 6781 (R = 09585; F=23.17;
p=.0414) and URM 6807 (R* = 09580; F =2280;
p=.0420) of F. caatingaense (Figure 1(C)). The lin-
ear regression model also fit the other F caatin-
gaense isolates (Figure 1(D-F)). In the regression
analysis all treatments showed significant results
(p<.05), and it was observed that all isolates caused
an increasing mortality of N. corniger over the five
days of evaluation.

Based on these results the isolates URM 7560
from F  sulawesiense, URM 7556 from F.

Means followed by the same letter do not differ fom each other bty
the Scott-Knott test {p < .05)
CV: coefficient of variation

Table 5. Confirmed cumulative mortality {mean percenta-
ge standard deviation SO} of Nesutitermes comiger five
days after application of 1% 107 conidia/mL " suspension
of Fusarium coatingoense.

Treatmens %) + 50 of confrmed cumulative mostality
Convole 000+000 d
URM 6776 4844140 ¢
URM 6783 48891+3.18¢
URM 6303 SMNxl2¢
UAM 6777 5511£200¢
UAM 6811 62672510
UAM 6804 62670720
URM 6785 63112700
URM 6807 64442500
UAM 6793 6533+3460
URM 6779 6578+ 1630
UAM 6792 67560700
URM 6784 7022+2500
URM 6781 7378+197a
URM 6802 7378+ 2663
URM 6778 7SN+070a
UAM 6806 77.78+4222a
URM 6783 89+031a
vV (%) 2774

Means followed by the same letter do not differ fom each other by
the Scot-Knott test {p < 05).
QV: coeficient of variation.

permambucanum and URM 6783 from F. atin-
gaense were selected as potential for N. corniger bio-
logical control.

4, Discussion

The potential of Fusarium in the control of
Lepidoptera has been shown in some studies against
Lymantria  obfuscata  Walker  (Lepidoptera:
Lymantridae),  Spodoptera  litura  Fabricius
(Lepidoptera: Noctuidae) and Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) (Munshi et al. 2008; Anand
and Tiwary 2009 Sharma et al. 2018). However, in
our study the absence of pathogenicity of F. sulawe-
siense, F. pernambucanum and F. caatingaense was
observed for S frugiperda. The same occured for
isolates of Fusarium equisei (Corda) Sacc,
Fusarium sambucinum Fuckel and Fusarium tricinc-
tum (Corda) Sacc. against G. mellonella (Sun and
Liu 2008). Other Fusarium species tested against G.
mellonella, such as Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc.,
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Figure 1. Accumulated mortality confirmed during five days of evaluation, represented by quadratic regressions for Fusarium
sulawesiense (A); Fusarium pernambucanum (B) and Fusarium caatingoense (C) and linear for Fusarium caatingaense (D, E and
F) isolates after application of 1 x 107 conidia/mL " against Nasutitermes corniger.

Fusarium redolens Wollenw. (Sun and Liu 2008),
Fusarium poae (Peck) Wollenw., F. equiseti (Ameen
2012) and Fusarium heterosporum Nees and T. Nees
(Ali-Shtayeh et al, 2003) caused mortalities of less
than 27%.

All isolates of FIESC produced viable conidia but
were not pathogenic against S. frugiperda. The non-
pathogenicity of the isolates tested may be
associated with intrinsic and external factors which
possibly interfered with the virulence of the isolates,
hindering the adhesion, germination, differentiation
and spore penetration stages in the insect integu-
ment (Maina et al. 2018). Such factors refer to
cuticular properties such as sclerotization, thickness
and presence of antifungal and nutritional

substances (Charnley 2003) which may be present in
this insect and hinder the infection process. It is
also important to note that insects have internal
defense mechanisms that can interfere with the fun-
gal infectious process, even after their entry into the
body (Pal et al. 2007; Mora et al. 2018).

Most of the FIESC isolates studied had high con-
firmed mortality values against N. corniger Lermites,
This is the first study to report the pathogenicity of
F. sulawesiense, F. pernambucanum and F. caatin-
gaense for this insect. The potential of fungi in N.
corniger control was also demonstrated by Lopes
et al, (2017) who when testing Cordyceps farinosa
[= Isaria farinosa Fries (ESALQI355)] observed
mortality rates of 95% of workers and 85% of
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soldiers. Isolates of M. anisopliae, Beauveria bassi-
ang, Cordyceps favanica (= [sarfa fovanica) and
Penicillium sp. were lested against No cornfper and
caused high monality by highlighting C javanica
which on the second day of evaluation caused 100%
morlality (Oliveira et al. 2018). Other authors have
reported  the pathogenicity of Metarhizium  spp
against Nasubitermes species (Albugquerque el al
2005; Salas-Acuna 2005),

According to the observalions made in this study,
the isolates of F sulawestense, F. pernambucanum
and F caatingaense showed different target-specific
levels of efficacy. A similar observation was made by
Sharma el al. (2018) using Fusariwm solani (Marl.)
Sace. against dilferent insect species. Fusarium spect-
ficity Lo the host was also observed in other studies,
After different Fusarfum species were Lested against
G. malonella, varying mortality values were reported
(Ali-Shtayeh et al. 2003). The variation in mortality
against the same insecl was also reported by Ameen
(2012) when testing different species of Fusarfum,
highlighting in the study the isolales of Fusarium
oxysportm Schlldl and F colant with mortality rates
ranging from 10% Lo 76% and 13% 1o 76%
respectively.

The efficacy of FIESC species has been demon-
strated for other insects such as Dryocosmus kuriphi-
ls Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae) which had
lethal effects ranging from 60% to 70% mortality
(Addardo and Turchewi 2011} Satisiactory control-
ling effects of FIESC isolales were also observed by
Liu et al. (2014), against Malsucoccus matsumurae
Kuwana [Hemiptera: Coccoldea: Matsucoccidae),
causing mortality of 53.67% of nymphs and 83% of
adult females. Isolates of F eguiseti and F. incarma-
turm have been shown o be eflective against Bemisia
tabaci (Hemiplera: Aleyrodidae) causing the death
of 100% of nymphs aller 44h of application
[Anwar et al. 2017).

As observed for N corniper, the pathogenicity of
some F. sulawesiense, F. permambucanmum and F.
caatingaense isolales was also evalualed againsi
Dactylopius  opuntiae  Cockerell  [Hemiptera:
Dactyloplidag) in the labortory and confirmed
morlality ranged from 8% to 66.66%. Theee isolates
of F. cantingaense were selected for fleld trals and
the isolate URM 6782 swod out with 4266% con-
firmed mortality (Carneiro-Leao et al. 2007). Our
sludies show high mortality rales against agriculiural
insect pests, so isolales (rom FIESC may be promis-
ing as blocontrol agents,

The applicability of FIESC in insect control was
also evaluated by Fan et al. (2014), who not only
tested the pathogenicity against Coccus hesperidum L.
(Hemiptera: Coccidae), but also evaluated the ability
of the isolate to cause disease in cultures of Citrus

INTERNATIONAL JOURNAL OF PEST MANAGEMENT (w) 7

rettculata Blanco (Rutaceae) and Chlorophiytum como-
siii (Thunb.) Baker [Asparagaceae). The authors
observed mortality of 9133% of insects and reported
the absence of plamt pathogenicity. Other studies
with Fusarfum in addiion to demonstraling satisfac-
tory mortality rates and host specificity also reported
the absence of infectons in insect-atlacked plants
(Kuruvilla and Jacob 1980 Magalingam and Jayaraj
1986; Milunthan and Manjunatha 2006, Wenda-
Piesik et al. 2009; Lazo 2012).

The elfectiveness of Fusarfum in insecl control
may be associated 1o production of extracellular
enzymes, such as chilinase, protease and lipase
which directly influence in the virulence of the fun-
gus, allowing it to infect insects through of integu-
ment (Abdul-Wahid and Elbanna 2012 Khan et al.
2012). Besides enzymes, the production of wxins by
Fusarfum species can help the fungus in the infec-
Lious process, conlerring greater pathogenicity Lo the
insect. Beauvericin, for example, is well known for
its action against insects (Wang and Xu 2012) and
has been reporled in different species of Fusarium
(Gupta et al. 1991; Logrieco et al. 1998; Shimada
el al, 2000; Livzzi et al. 2007}, including members of
the Fusarium incamatum-equiseti Species Complex
(O'Donnell et al. 2018), which reinforces its polen-
tial in insect control.

The use of lung in termite control (s considered
a promising allernative, as these pathogens are slow
in the colonization process, and when in contact
with colony members become a source of inoculum
spread, causing behavioral and  physiological
changes. In addidon, fungal growth and develop-
ment can be facilitated by constant lemperature and
humidity in termite sublerrancan galleres (Neves
and Alves 2004), The pathogenicity tests performed
in this study revealed that F. sulawesiense, F per-
mambucanum and F. caatingaense species of the F.
incarnatum-equiseli Species Complex (corresponding
to the isolates URM 7560, URM 7556 and URM
6783) have potential for the conteol of N. cormiger.
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Abstract

Dactylopius opuntiae Cockerell is a phytophagous insect of the order Hemiptera, which feeds on
the prickly pear Opuntia ficus-indica (L.) Mill. The action of cochineal on the prickly pear is
devastating and can lead to the plant's death. The use of pesticides is the main form of control for
this pest. Studies carried out by our research group with Fusarium caatingaense isolates combined
with Ricinnus communis and Nicotiana tabacum extracts in the control of D opuntiae in laboratory
and greenhouse identified efficient treatments, which were indicated for field tests. In this study, we
evaluated the effectiveness of F. caatingaense isolates URM 6778 and URM 6779 combined with
aqueous extracts of Ricinnus communis 5% and Nicotiana tabacum 10%, respectively, against D.
opuntiae in the field. The experimental design was completely randomized, with 8 treatments:
URM 6778, URM 6779, aqueous extract of R. communis 5%, aqueous extract of N. tabacum 10%,
URM 6778 + aqueous extract of R. communis 5%, URM 6779 + aqueous extract of N. tabacum
10%, 2% detergent and control (sterilized distilled water containing only 0.01% Tween 80). Each
treatment had three repetitions and the experiments were repeated three times. The botanical
extracts underwent phytochemical screening to identify biologically active chemical compounds.
Total mortality was evaluated under a stereomicroscope, observing the amount of dead and alive
insects. A total of 180 insects were evaluated per treatment, 60 insects per cladode, counted in three
8x8 quadrants, 20 insects per quadrant. Total mortality data were corrected by the Schneider-Orelli
formula. The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and means were compared
by Tukey test at 5% probability, using the Sisvar 5.6 program. The phytochemical screening of R.
communis and N. tabacum showed for both extracts the presence of alkaloids, flavonoid glycosides,
saponins and tannins. The combined treatments were considered effective for the control of D.
opuntiae in the field, with an observed mortality of 90.82% for URM 6779 + N. tabacum at 10%
and 82.11% for the combination of URM 6778 + R. communis at 5%.

Keywords: Entomopathogenic Fungi, Botanical Extracts, Combined Control, Pest Insects,

Cochineal scale; Prickly pear.

1. Introduction
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Dactylopius opuntiae Cockerell (Hemiptera: Dactylopiidae) is a phytophagous insect, which
parasites cactaceae of the genera Opuntia and Nopalea, having preference for the species Opuntia
ficus-indica (L.) Mill. (Caryophyllales: Cactaceae) (Chavez-Moreno et al., 2009). The prickly pear
O. ficus-indica is the main food source for herds of goats, sheep and cattle, in long periods of
drought in the Northeast of Brazil (Torres e Giorgi, 2018). When not controlled, the action of D.
opuntiae on O. ficus-indica can cause losses of up to one fifth of cultivated areas (Torres and
Giorgi, 2018) and in extreme cases, lead to total loss of the plantation (Chiacchio, 2008).

The control of D. opuntiae is done through the application of organophosphate insecticides,
which have harmful effects on the health of men and animals, and cause damage to the environment
(Badii e Flores 2001; Galloway e Handy 2003). However, less aggressive forms of control have
been studied, such as the use of entomopathogenic fungi, plant extracts and the combination of both
control agents (Vigueras et al., 2009; Santos et al., 2011; Santos et al., 2017; Velez et al., 2019;
Diniz et al., 2020a; Oliveira et al., 2020).

Entomopathogenic fungi are capable of controlling different stages of development of the host,
penetrating through several pathways of the integument, dispersing horizontally (Alves e Lopes
2008). While plant extracts, compared to pure compounds, have low toxicity, have different modes
of action, are easily degradable, come from renewable sources and offer less resistance to insect
pests (Menezes-aguiar, 2005; Mendes et al., 2017). Both forms of control are advantageous
alternatives to chemical control, moreover, when applied simultaneously they can have their action
potentiated (Islam et al., 2011; Bontempo et al., 2011; Nana et al., 2017; Santos et al., 2017; Velez
etal., 2019).

The Fusarium genus is known as a producer of mycotoxins, often toxic to humans and animals
depending on the level of exposure, in addition to presenting pathogenic species to plants
(Summerell e Leslie, 2011; Antonissen et al., 2014; O'Donnell et al., 2018). However, studies have
shown the existence of different Fusarium species found in associations with insects, in symbiotic,
saprophytic relationships, in natural epizootics and as opportunistic pathogens (Sharma and
Marques, 2018). The Fusarium incarnatum-equiseti Species Complex (FIESC) has a large number
of species pathogenic to insects (Santos el al., 2020). The pathogenicity of different species of this
complex was analyzed against insect pests of orders such as Thysanoptera (Panyasiri et al., 2007),
Lepidoptera (Munshi et al., 2008), Diptera (Mohanty et al., 2008), Hymenoptera (Wenda- Piesik et
al., 2009), Coleoptera (Sharma et al., 2012), Blattodea (Diniz et al., 2020b) and Hemiptera, the
latter with the most promising results (Santos el al., 2020).

When carrying out studies under controlled conditions (laboratory and greenhouse), our
research group verified the efficacy of Fusarium caatingaense isolates Santos, Lima, Tiago &

Oliveira (= FIESC 20) combined with different plant extracts in the control of D opuntiae. The
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works developed, selected as promising the combinations URM 6778 + aqueous extract of Ricinus
communis at 5% with 100% corrected mortality (Santos et al., 2017 and URM 6779 + agueous
extract of Nicotiana tabacum at 10% with total mortality of 96.83% in the laboratory and 98.67% in
the greenhouse (Diniz et al., 2020a).

Despite the combined use of F. caatingaense isolates with extracts of R. communis and N.
tabacum have been effective in controlling D. opuntiae under controlled conditions (Santos et al.,
2016; Diniz et al., 2020), information from these combined agents in real pest conditions are
needed. Thus, the present study evaluated the effectiveness of URM 6778 + aqueous extract of R.
communis at 5% and URM 6779 + aqueous extract of N. tabacum at 10% against D. opuntiae in the
field.

2. Materials and methods

2.1 Obtaining the aqueous extract of Ricinus communis and Nicotiana tabacum and

phytochemical screening

To obtain the aqueous extract of R. communis leaves were dried in a greenhouse at room
temperature for eight days. After drying, the plant material was ground in a Wiley TE-680 type
grinder. The obtained vegetable powder was used to prepare the extract at an initial concentration of
30% (w/v). Agueous N. tabacum extract was also prepared at a concentration of 30% (w / v). 300 g
of commercially processed 'roll' tobacco were immersed in 1 L of boiling water (100 ° C) for 2 h,
without stirring (Celoto, 2008). The extracts obtained were sterilized in flowing steam for 15
minutes and diluted at the working concentrations, 5% and 10% respectively.

For phytochemical screening approximately 3 mL of n-hexane was added to test tubes
containing the different concentrations of the lyophilized extract. The tubes were vortexed for 1-2
minutes and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. Hexane fractions and precipitates were
subjected to Thin Layer Chromatography (TLC) to detect coumarins, flavonoids, tannins and
terpenes (Wagner & Bladt, 2009). The presence of alkaloids was investigated from precipitation
tests with Dragendorff’s reagent. For saponins, the precipitates were solubilized in water and stirred
vigorously for 15 seconds. Persistent appearance of foam lasting for at least 15 minutes confirm the

presence of saponins (Amrouche et al., 2014).

2.2 Preparation and evaluation of Fusarium caatingaense isolates taken to the field
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To ensure the viability and virulence of F. caatingaense isolates, these were reinvigorated using
the termite arboricula Nasutitermes corniger Motschulsky (Blattodea: Termitidae) as host insect.
After reinvigoration, the isolates were cultivated in Potato Dextrose Agar (PDA) medium and
incubated in bio-oxygen demand (BOD) (26 £ 2°C) for eight days, in order to obtain suspensions of
conidia for growth in rice. Rice grains were sterilized in Erlenmeyer flasks (100 g of rice / 50 mL of
distilled water) at a temperature of 121°C for 30 minutes. After the fungi had grown in rice,

suspensions of 1 x 107 conidia/mL were prepared for application of the isolates in the field.

For the three bioassays carried out in the field, the quantification of conidia per gram of rice was
evaluated by weighing one gram of rice of each isolate, followed by suspension in 100mL of Tween
80 (0.01%) and manual shaking for one minute, to disaggregate the conidia. Spore counting was
performed in a Neubauer chamber. Conidia viability was evaluated by inoculating 30 ul of 1x10’
conidia/mL suspensions of each of the isolates in three Petri dishes with PDA medium. After 14
hours of incubation in BOD (26 + 2°C), 200 conidia were counted per repetition, verifying the
germinated and non-germinated under an optical microscope. Conidia that produced a germ tube
were considered viable. The purity of the isolates was evaluated by inoculating 10 pl of the same
suspension in PDA medium. After 96 hours of incubation in BOD (26 + 2°C) the presence/absence

of contaminants was observed (Alves, 1986).

2.3 Evaluation of the combined effect of Fusarium caatingaense with extracts of Ricinnus

communis and Nicotiana tabacum in the control of Dactylopius opuntiae in the field

The field experiment was carried out at the Experimental Station of the Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA) located in the city of Arcoverde-PE. The experimental design
was completely randomized, with 8 treatments [URM 6778, URM 6779, aqueous extract of R.
communis at 5%, aqueous extract of N. tabacum at 10%, URM 6778 + aqueous extract of R.
communis at 5%, URM 6779 + aqueous extract of N. tabacum at 10%, 2% detergent and control

(sterilized distilled water containing only Tween 80 (0.01%)]. Each treatment had three repetitions.

To carry out the experiment, prickly pear cladodes were planted in plots consisting of four
rows of three and a half meters in length, with a spacing of one meter between them and 0.5m
between the plants. The cladodes were infested by cochineal nymphs and after 45 days, they were
ready for use. A total of 20mL of each treatment was sprayed on three cladodes of different plants
infested by cochineal. The 2% neutral detergent was applied before the treatments in order to reduce
the amount of wax present in the cochineal scale and facilitate the contact of the fungi/extracts with

the insect integument. Detergent alone was also considered a treatment. After 10 days of application
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of the treatments, the cladodes were collected and taken to the laboratory of Phytopathogenic Fungi
and Biocontrollers, located in the Department of Mycology at the Federal University of
Pernambuco. Total mortality was evaluated under a stereomicroscope, observing the amount of
dead and alive insects, which were differentiated by characteristics such as color and turbidity. One
hundred and eighty insects per treatment were evaluated, 60 insects per cladode, which were
counted in three 8x8 quadrants, 20 insects per quadrant. The experiment was carried out in the field
three times. Corrected mortality was calculated from total mortality data using the Schneider-Orelli
formula (Plntener, 1981).

2.4 Statistical analysis

The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and means compared by Tukey
test at 5% probability, using the statistical program Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011). The interactions of
the combined control agents were evaluated by applying mortality data to the formula described by
Koppenhofer et al. (2000) as follows: y2 = (MFEXT - ME) 2 / ME; where MFEXT is the mortality
caused by the combination of the fungus with the extract; ME is the expected mortality. ME = MF +
MEXT * (1 - MF / 100); MF represents the mortality caused by the fungus; and MEXT represents
the mortality caused by exposure to the extract. When the calculated value of y2 exceeds the table
value (3.84 for a degree of freedom, p < 0.05), interactions between control agents are considered
non-additive, synergistic or antagonistic (Finney, 1964). Interactions are considered synergistic
when D = MFEXT - ME result in a positive value and significantly antagonistic when D is
negative. D is considered significant at p < 0.05. If the 2 test is not significant, the effects are

considered additive.

3. Results

The production of conidia per gram of rice was 1.84 x 10® for URM 6778 and 1.91 x 108 for
URM 6779. Such isolates proved to be viable, with germination values of 92.16% and 95.17% and
purity of 100%, respectively (Tablel). Phytochemical screening of aqueous extracts of R. communis
at 5% and N. tabacum at 10% identified the presence of alkaloids, flavonoid glycosides, saponins
and tannins, while coumarins and terpenes were not observed (Table 2).

The combination of URM 6779 + 10% N. tabacum aqueous extract was considered the most
effective for the control of D. opuntiae in the field, with a total mortality of 90.82%. When tested
alone, the isolate URM 6779 and the aqueous extract of N. tabacum at 10% showed statistically
equivalent efficacy, with a mortality of 70.63% and 76.23% respectively (Table 1). The
combination of URM 6778 + 5% aqueous extract of R. communis was also considered promising,
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with a total mortality of 82.11% of insects. The effectiveness of the agents alone was similar, with a
mortality of 59.25% for URM 6778 and 62.97% for the aqueous extract of R. communis at 5%. The
simultaneous use of the field-tested control agents resulted in an additive interaction. The 2%
detergent, which was also used as a pre-treatment for cochineal scale infested cladodes, had 0%

corrected total mortality.

4. Discussion

The isolates URM 6778 and URM 6779 of F. caatingaense combined with extracts of R.
communis and N. tabacum, respectively, showed efficacy in the control of D. opuntiae in the field.
A similar study, using only F. caatingaense to control D. opuntiae in the field, highlighted the
isolates URM 6782, URM 6778 and URM 6811 as the most promising, with confirmed mortality of
42.7%, 40.7% and 14 .0% respectively (Carneiro-Ledo et al., 2017). Field studies using the
combination of fungi and extracts to control insect pests are scarce and non-existent for the control
of D. opuntiae, making it difficult to compare our results with those of similar studies.

Different studies have reported the effectiveness of entomopathogenic fungi against pest insects
in the field. When testing Metarhizium anisopliae var. acridum in the control of the grasshopper
Rhammatocerus schistocercoides Rehn (Orthoptera: Acrididae) Magalhées et al. (2000) reported a
mortality of 88% of insects 14 days after application of the treatment. In a field study Sahayaraj and
Namachivayam (2011) tested different species of fungi against different species of insects. The
authors reported a reduction in the population of Aphis craccivora Koch (Homoptera: Aphididae) of
up to 62% after application of Verticillium lecani, while the population of Spodoptera litura
Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) was reduced by up to 72% after application of Beauveria
bassiana Balsamo. In this same study, infestations of S. litura and Aproarema modicella Deventer
(Lepidoptera: Gelechiidae) were significantly reduced after treatment with B. bassiana. Other field
studies using B. bassiana have reported its efficacy against different pest insects (Liu et al., 2013;
Wakil and Schmitt, 2015).

In this study, extracts and fungi applied individually showed similar efficacy in cochineal scale.
The action of the extracts on D. opuntae may be partially associated with the presence of flavonoid
glycosides, alkaloids, tannins and saponins. Such compounds have been reported in the literature
with larvicidal and insecticidal activities (Wafa et al., 2014; Ribeiro et al., 2016; Franke et al.,
2019). Regarding the insecticidal effect of R. communis leaf extract, this may also be associated
with the presence of ricinin, a neurotoxic alkaloid found throughout the plant, which can paralyze
and Kill insects (Pinkerton et al., 1999; Ferraz, 1999). For the extract of N. tabacum, it is possible

that its action against D. opuntiae is associated with nicotine, a substance that affects the nervous
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system of insects, making them susceptible to infection by entomopathogenic fungi (Loiseleu,
2017; Diniz et al., 2020).

The efficacy of entomopathogenic Fusarium species may be associated with the presence of
enzymes such as lipase, chitinase and protease (Abdul-Wahid and Elbanna 2012; Khan et al., 2012).
In addition to enzyme production, toxins such as Beauvericin, reported in representatives of the
Fusarium incarnatum-equiseti Species Complex (Gupta et al., 1991; Logrieco et al., 1998; Shimada
et al., 2010; Liuzzi et al., 2017; O'Donnell et al. 2018), may influence the pathogenicity of the
fungus against insects (Wang and Xu, 2012). The production of fusaric, picolinic and dipicolinic
acids by some Fusarium species may also contribute to greater pathogenicity against insects
(Claydon & Grove, 1982; Turner & Aldridge, 1983; Bacon et al., 1996). However, despite the great
potential of Fusarium in insect control, some species can produce microtoxins capable of
contaminating food and feed, causing toxic effects to humans and animals (Antonissen et al., 2014;
O'Donnell et al., 2018). Some species can also be pathogenic to plants (Kvas et al., 2009;
Summerell and Leslie, 2011).

Despite the negative effects observed for certain Fusarium species, the applicability of these
fungi in insect control may be viable. Some species show high mortality rates and host specificity
and do not infect plants attacked by insects (Kuruvilla and Jacob 1980; Nagalingam and Jayaraj
1986; Mikunthan and Manjunatha 2006; Wenda-Piesik et al. 2009; Lazo 2012; Santos et a., 2020).
Fan et al. (2014), tested the pathogenicity of the FIESC strain HEBO1 against Coccus hesperidum
L. (Hemiptera: Coccidae), and also evaluated its ability to cause disease in citrus crops. The authors
reported a mortality rate of 91.33% of insects and absence of phytopathogenicity. In testing the
phytopathogenicity of FIESC isolates including URM 6778 and URM 6779, Maciel et al. (2021)
reported the inability of the isolates to cause disease in maize (Zea mays) and beans (Phaseolus
vulgaris, Vigna unguiculata and Phaseolus luningsatus).

The combined use of the control agents tested in this study exceeded the mortality observed for
these applied individually, and additive effects were observed. The isolate URM 6779 + agueous
extract of N. tabacum at 10%, previously tested in a greenhouse against D. opuntiae, also showed
an additive interaction (Diniz et al., 2020). Additive interactions were also observed by Barbosa et
al. (2021), by combining aqueous extract of R. communis at 5%with Fusarium volatile (URM 8051)
and Fusarium proliferatum (URM 8044). Velez et al. (2019), reported in their study additive
interactions for the combination of Chenopodium ambrosioides and Enterolobium contortisiliquum
extracts with different Fusarium isolates. In additive interactions, control agents act independently
in a combined infection (Correa-Cuadros, Saenz-Aponte, & Rodriguez-Bocanegra, 2016), leading
to an increase in insect mortality, compared to the individual use of these agents, without any
synergistic action.
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Although the results observed in this study are promising, additional information is needed.
Investigations into the pathogenicity of the isolates and the action of extracts on other crops and on
non-target insects are important. As well as the identification of toxic metabolites of both control
agents for humans and animals. Furthermore, studies to develop a formulation with desired

longevity and efficacy are needed.

Table 1. Conidia production per g of rice, viability and purity of Fusarium caatingaense isolates taken to the field.

Isolates Conidia production/g of  Conidia viability (%) Purity (%)
rice (n x 108) + S.E. +S.E.

URM 6779 1.91+0.10 95.17 +0.76 100

URM 6778 1.84 £0.04 92.16 +1.48 100

Standard error = S.E.

Table 2. Phytochemical analysis of aqueous extract of Ricinus communis and Nicotiana tabacum.

Botanical extracts

Phytoconstituents Ricinus communis 5% Nicotiana tabacum 10%
Coumarins - -
Flavonoid glycosides + +
Terpenes - -
Tannins + +
Alkaloids + +
Saponins + +

+ = Present; - = Absent.

Table 3. Total mortality of Dactylopius opuntiae (mean percentage + S.E. = Standard error) caused by the aqueous
extracts of Ricinus communis at 5% and Nicotiana tabacum at 10% combined with isolates URM 6778 and URM 6779

from Fusarium caatingaense respectively.

Treatments Mortality Total Expected X2 (Chi- Interaction between control
(%) Mortality square) (d.f. = agents
1)
Control - - -
Detergent 2% 0.0 - - -
Aqueous extract of R. 62.07+1.11d - - -
communis at 5%
URM 6778 59.25+1.56 d - - -

URM 6778 + Aqueous 82.11+1.15b 85.54 2.65 Additive
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extract of R. communis at
5%

Aqueous extract of 70.63+0.31c
Nicotiana tabacum at 10%
URM 6779 76.26 + 2.02 bc
URM 6779 + Aqueous 90.82+1.65a 93.03 2.29 Additive

extract of Nicotiana

tabacum at 10%

Means followed by the same letter do not differ significantly (Tukey test: P<0.05).
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