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Resumo

GEISLER, Fernanda Carla Santos. Potencial de extratos a base de acetogeninas
e Bacillus sp. no manejo de Zaprionus indianus (Gupta, 1970) (Diptera:
Drosophilidae). 2019. 74f. Dissertacdo (Mestrado em Entomologia) i Programa de
Pés-graduacdo em Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Zaprionus indianus (Gupta, 1970), destaca-se por causar grandes danos a producéo
de frutos de figo roxo (Ficus carica). Os danos relacionados sédo causados pelas
fémeas, durante o amadurecimento do fruto mediante a oviposicdo na regido
ostiolar. ApGs a ecloséo das larvas, as mesmas penetram para o interior dos frutos,
tornando-os improéprios. Para a cultura da figueira, ndo ha registros de produtos
quimicos ou bioldgicos para o manejo da mosca-do-figo. Assim, objetivou-se avaliar
as toxicidades letais, subletais e deterréncia a oviposicdo de bioinseticidas a base de
acetogenina de espécies de Annona (Annona mucosa Jacq., Annona muricata L. e
Annona sylvatica A. St.-Hil) (concentrac&o discriminatéria de 2.000 mg. L™) sobre Z.
indianus comparado com inseticida comercial de origem natural [limondides
derivados de Azadirachta indica (Azamax® 1,2 g/L i 3,6 mL de ingrediente ativo (i.a)
mL por litro)] e um inseticida smtetlco a base de espinosina (Spinetoram -
Del egat eE i7Z5mgi&G"). verificar a toxicidade de isolados bacterianos
Bacillus thuringiensis var.oswaldocruzi (Bto), Bacillus thuringiensis var. israelensis
(Bti), Bacillus kurstaki (Btk) e Bacillus circulans (Bc) oswaldocruzi (Bto) e Bacillus
circulans (Bc) quando em misturas com atrativos alimentares, suco de uva 50%,
melaco de cana de acucar 7% e proteina hidrolisada 7%, sobre adultos de Z.
indianus e a toxicidade do isolado Bto sobre os parasitoides Trichopria anastrephae
Lima, 1940 e Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani, 1875) em bioensaios de
ingestdo. A. mucosa ocasionou mortalidade superior a 95% em bioensaio de
ingestao e aplicacao topica, equivalendo-se ao inseticida sintético espinoteram. Em
bioensaio de repeléncia, A. mucosa, AzamaxE 1,2 EC e DelegateE 250 WG
proporcionaram reducéo significativa (83, 88 e 95%, respectivamente) na quantidade
de ovos por fruto artificial. Assim como, juntamente com o0s extratos A. sylvatica, A.
muricata e AzamaxE resultaram em uma reducéo de 50% na viabilidade dos ovos.
No campo, A. mucosa e AzamaxE 1,2 EC influenciaram negativamente a infestacio
de Z. indianus em frutos de figo, proporcionando uma reducao significativa no
namero de larvas/fruto (3,6 e 2,3 larvas/fruto, respectivamente) em relacdo ao
tratamento controle (somente agua) (11 larvas/fruto), porém, foram estatisticamente
inferiores ao inseticida DelegateE 250 WG (0,71 larvas/fruto). Em bioensaio de
ingestao, adultos de Z. indianus apresentaram elevada suscetibilidade aos isolados



de Bt quando em mistura (formulagéo) com os atrativos suco de uva 50%, melaco de
cana-de-acucar 7% e proteina hidrolisada 7%, contudo, somente o isolado Bto
independente do atractivo ocasionou 100% de mortalidade, 72 Horas Apés a
Exposicao (HAE). Na utilizacdo das concentracdes letais (CLsgg) do isolado Bto com
0s atrativos alimentares, houve uma reducéao significativa na fecundidade total (entre
40 a 50%) e na viabilidade dos ovos (entre de 35 a 57%) de fémeas de Z. indianus
que se alimentaram das formulacdes contendo Bto + atrativos alimentares em
bioensaio de ingestédo. Entretranto, o isolado Bto representou baixa toxicidade sobre
adultos de T. anastrephae e P. vindemmiae (mortalidade < 20%). Conclui-se que A.
mucosa, A. indica (AzamaxE 1,2 EC) e spinetoram ( Del egat eE 250 WG) ,
isolados Bti, Bto, Btk e Bc em formulagées com os atrativos alimentares suco de uva
50%, melaco de cana-de-acUcar 7% e proteina hidrolisada 7% demonstraram ser
alternativas promissoras para o manejo de Z. indianus.

Palavra-chave: mosca do figo; inimigo natural; controle biolégico; manejo de praga,
manejo sustentavel de pragas



Abstract

GEISLER, Fernanda Carla Santos. Potential of extracts based on acetogenins and
Bacillus Sp. In the managemente os Zaprionus indianus (Gupta, 1970) (Diptera:
Drosophilidae). 2019. 75f. Dissertention (Entomology Master) - Programa de Pés-
graduacdo em Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2019.

Zaprionus indianus (Gupta, 1970), Is notable for causing great damages in the
production o f f i g purfids edrica). The damages afe caused by the

females in the processo of fruit ripening through oviposition in the ostiolar region, that

after the hatching of the larvae, they penetrate into the fruits, making them improper.

For the fig tree crop, there is no records about the chemical or biological products for

the management of the fig fruit fly. So, the objective of this study was to evaluate the

lethal, sublethal and oviposition toxicity of acetogenin-based bio- insecticides based

on Annona (Annona mucosa Jacq., Annona muricata L. e Annona sylvatica A. St.-

Hil) (discriminant concentration of 2,000 mg L-1) on Z. indianus compared to
commercial insecticide of natural origin [lemonade derived from Azadirachta indica
(Azamax® 1,2g/L i 3,6 mL of active ingrediente (i.a) mL per liter)] and a synthetic
insecticide based on spinosyn (Spinetoram -De | egat e E-735 h@i.aWa).

In addition, to verify the toxicity of bacterial isolates Bacillus thuringiensis var.

israelesis (Bti), Bacillus thuringiensis Kurstaki (Btk), Bacillus thuringiensis
oswaldocruzi (Bto) and Bacillus circulans (Bc) when in mixtures with food attractions

on adults of Z. indianus and toxicity on the parasitoids Trichopria anastrephae Lima,

1940 and Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani, 1875) in ingestion bioassays. A.

mucosa caused mortality higher than 95% in ingestion bioassay and topical
application, being equivalent to the synthetic insecticide espinoteram. In repellency

bioassay, A. mucosa, AzamaxE 1, 2 |EeCg aathedE D225 0 WG doi ng a
reduction (83, 88 and 95%, respectively) in the quantity of eggs by artificial fruit. As

well as, together with extracts A. sylvatica, A. auricata and AzamaxE r esul t s i n
reduction of 50% egg viability. In the fields, A. Mucosa and AzamaxE 1, 2
influenced negatively the infestation of Z. indianus in the fig fruit, doing this a
significant reduction of the larvae/fruit numbers (3,6 and 2,29 larvae/fruit,
respectively) about the tratament control (only water) (11 larvae/fruit), but, were
statistically |l ower than the insecticide Del
ingestion bioessay, Z. indianus 6 s adul ts mi x e d (formul at i
susceptibility to Bt isolates when in mixture (formulation) with the attractive 50%

grape juice, 7% sugar cane molasses and 7% hydrolyzed protein, however, only the

Bto isolate caused 100% mortality, 72 hours after exposure (HAE). In the use of the

lethal concentrations (CLs90) of the Bto isolate with the food attractions, there was a
significant reduction in total fecundity (between 40 to 50%) and viability of eggs



(between 35 and 57%) of Z. indianus females were fed the formulations containing

Bto + food attractions in ingestion bioassay. However, did not showed toxicity about

adults of T. anastrephae and P. vindemmiae (mortality < 20%). In conclusion that A.
mucosa, A. indica( AzamaxE 1,2 EC) and espinoteram (L
the isolates Bti, Bto, Btk and Bc in formulation with food atractives grape juice 50%,

sugarcane molasses and 7% hydrolyzed protein 7% proved to be promising

alternatives for the management of Z. indianus.

Key-words: fig fruit fly; natural enemy; biological control; pest management;
sustainable pest management
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CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O Brasil ocupa o terceiro lugar em producéo de frutas a nivel mundial, com
elevado consumo interno sendo que a estimativa para 2018 € de aproximadamente
44 milhdes de toneladas (IBGE, 2016). Os principais poélos produtores de frutiferas
estdo localizados nas regides tropical, subtropical e de clima temperado (NUNES,
2017). Dentre as regifes de clima temperado, destacam-se os Estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. (FACHINELLO, 2011). Dentro do setor de
fruticultura a nivel nacional, a cultura da figueira (Ficus carica L.) se destaca
principalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil (SILVA et al., 2011). No Estado
de Séo Paulo, principalmente, o municipio de Valinhos sédo colhidos em média 2,7
milhdes de caixas de figo por ano, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor
(SILVA et al., 2011; GUEDES, 2016).

Um dos fatores que esta prejudicando a expansao da cultura e a
produtividade e a qualidade final do produto, principalmente, durante o periodo de
frutificacdo é a ocorréncia da mosca-do-figo Zaprionus indianus (Gupta, 1970)
(Diptera: Drosophilidae), registrada pela primeira vez no Brasil em 1999 (VILELA,
2001; VILELA et al., 2015). Contudo, fatores ligados a elevada adaptabilidade, curto
periodo de desenvolvimento e alto potencial bidtico, fez com que a espécie
proporcionasse elevada distribuicdo populacional em todo o territorio brasileiro
(VILELA et al., 2001; PIRES et al., 2008; MATA et al., 2010; COMMAR et al., 2012;
BERNARDI et al., 2017), Em outros paises, como Uruguai (GONI et al., 2001),
América Central (VAN DER LINDE et al., 2006), Europa (COMMAR et al., 2012),
Asia (FARTYAL et al., 2014) e América do Norte (JOSHI et al., 2014; LASA et al.,
2015).

Na cultura da figueira, os danos sao causados aos frutos, principalmente,
durante a fase de amadurecimento, principalmente, pelas fémeas durante a

oviposi¢do na regido ostiolar que, ap0s a eclosao das larvas, ocorre a penetracdo
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para o interior dos frutos, tornando-os improprios para 0 consumo e comercializagdo
(STEIN et al., 2003; PASINI et al., 2011). Esses danos sao aumentados mediante a
capacidade de ocorrer a associagcdo com o fungoCandida tropicalis apdés a
infestacdo, processo que acelera a depreciacdo dos frutos durante a
comercializacdo, além de atrair outros drosophilideos para a alimentagcéo e postura,
levando muitos produtores a abandonarem o cultivo em altas infestacées (Raga
2002).

Devido a capacidade de infestar frutos em decomposic¢do, a mosca-do-figo &
considerada praga secundaria. Na Florida (EUA), foi relatada em diferente plantas
hospedeiras e criadas em frutas subtropicais e tropical, como: néspera, uva, goiaba,
caju e roma(JOSHI et al., 2014; Steck 2005). Este aspecto foi relacionado com a
incapacidade das fémeas ovipositarem em frutas integras sem lesfes prévias ou
danos mecanicos ocasionados por outros insetos-pragas (SINGH et al., 2014).
Entretanto, estudos evidenciaram que as fémeas apresentam capacidade de
ovipositar em frutos danificados mecanicamente (FARTYAL et al., 2014), assim
como, observados em frutos maduros integros de morango (BERNARDI et al.,
2017), Em associagdo com Drosophila  suzukii (Matsumura, 1931)
(Diptera:Drosophilidae), causa sérios danos a cultura do morango (BERNARDI et al.,
2017).

Para a cultura da figueira, ndo temos produtos quimicos ou biolégicos
registrado junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para
o controle da mosca-do-figo. Contudo, estudos demonstraram que a utilizacdo de
protetores ostiolares em frutos de figo pode ser uma alternativa viavel para diminuir
a incidéncia e perdas de producéo ocasionada por Z. indianus (RAGA et al., 2003).
Frente a baixa disponibilidade de estratégias de manejo, estudos sdo necessarios
para desenvolver novas alternativas de manejo desta praga nos cultivos frutiferos.

Para a disponibilidade de encontrar alternativas ambientalmente seguras e
sustentaveis para o manejo de artropodes-pragas nos cultivos agricolas, foi
caracterizado recentemente que inseticidas botanicos podem desempenhar um
papel importante em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), sendo uma
alternativa aos inseticidas sintéticos convencionais (ISMAN & GRIENEISEN, 2014).
Estudos de triagem com espécies da diversificada flora tropical tém sido conduzidos
visando identificar novos compostos e novas fontes de inseticidas botanicos

passiveis de serem utilizados na protecdo de cultivos (RIBEIRO et al., 2016) e com
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elevada toxicidade letal sobre véarias espécies de artropodes-pragas (RIBEIRO et al.,
2014; SOUZA et al., 2017).

Da mesma forma, o uso microorganismos entomopatogénicos Bacillus
thuringiensis (Bt) (Berliner 1911, 1915) podem ser promissores como agentes
biocontroladores de insetos-pragas e tornar-se uma nova alternativa de manejo de
Z. indianus, assim como, demonstrado para varias espécies de insetos-pragas
quando avaliado sobre larvas e adultos de espécies de moscas (SHISHIR et al.,
2015; COSSENTINE et al., 2016).

Da mesma forma, ambas as estratégias de manejo (extratos a base de
acetogeninas e a base de B. thuringiensis) quando usados de forma isolada em
formulacbes de iscas toxicas demonstraram que podem afetar o comportamento
alimentar e de oviposicdo em diferentes espécies de insetos-pragas (RIBEIRO et al.,
2014; COSSENTINE et al., 2016; MARTINS et al., 2018).Estes aspectos séo
benéficos nos programas de MIP por afetar negativamente a dindmica populacional
da praga ao longo das geracfes e, principalmente, diminuir a incidéncia de posturas
nas frutas e, consequentemente, a entrada de patdogenos que podem acelerar os
processos de deteriorizacdo (BERNARDI et al.,, 2017).Diante do exposto e das
evidéncias da elevada bioatividade de extratos de annonaceas ou acetogeninas e da
elevada patogenicidade de B. thuringiensis em espécies da ordem diptera, o objetivo
desse estudo foi desenvolver estratégias para o manejo sustentavel de Z. indianus,
com o intuito de fornecer subsidios para o controleda mosca-do-figo em sistemas

convencionais e organicos da fruta.
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Abstract - NeotropicalAnnonaceaglerived bioinsecticides have shown promising control of
insect pest species. In order to develomk@rnative tool for control oZaprionus indianus
(Gupta, 1970), an important invasive pest of Brazilian orchards, this study investigated the
insecticidal activity of a formulation prepared from ethanolic seed extract of difieneioina
species Annona mucosaJacd.,Annona muricataL. and Annona sylvaticaA. St-Hil) at
discriminatory concentration of 2,000 mg™Lin comparison with alimonoitbased
bioinsecticideAzamaxX’ 1.2 ECand synthetic insecticid®elegat® 250 WG 6pinetoram) as
positive controlsin an ingestion and topical application bioassay, the formulation bas&d on
mucosacaused more than 95% mortality, which was equivalent to the mortality caused by the
synthetic insecticide spinetoram. In a fig®ice bioassayd. mucosa83%), Azamaf 1.2

EC (88%) and Delegate250 WG (98%) produced a significant reduction in the number of
eggs/fruit. In addition, formulations based #&n mucosaA. sylvatica A. muricata and
AzamaX 1.2 EC resulted in a 50% reduction in egg viability. In the fidldmucosaand
AzamaX 1.2 EC negatively influenced the infestation byindianusin figs, producing a
significant reduction in the number of larvae per fruit (3.6 and 2.29 larvae per fruit,
respectively) in relation to the control treatment (11 larvae pet).fiHowever, they were
statistically inferior to the insecticide Deledat®50 WG (0.71 larvae per fruit)llhus, A.
mucosaAzamax 1.2 EC and spinetoram have the potential to be used in the framevitrk of

indianusmanagement

KEYWORDS: Fig fly, Annonaeae rolliniastatinl, sustainable pest management.
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Introduction
The fig fly, Zaprionus indianus(Gupta, 1970), has high adaptability and a short

developmental period. The high biotic potential 2f indianus has resulted in a fast
distribution and aaptation of the pest in Brazil and severalgigducing regions, including
Uruguay, Central America, Europe (Commar et al. 2012), and North Anm@oeai et al.
2014, Lasa et al. 2015)Z. indianusfemales cause damage by oviposition in the ostiolar
regon of the fruit and, after hatching, the larvae penetrate the fruit, making it unfit for
consumption and commercialization (Joshi et al. 2014, Lasa et al. 2015).

Fig (Ficus carica L.,Moraceae) is a widely cultivated species, especially in regions
with a semtarid climate where there is irrigation, with an annual world production of
approximately one million tons, and is mainly concentrated in the Mediterranean (Veberic et
al. 2008). In Brazil, fig crops are widely grown on small farms, especially iSadb¢h and
Southeast regions, and there is a high demand from import markets, especially Holland,
France and Germany (Commar et al. 2012). However, one of the leading technological
limitations of the crop, which has made it difficult to obtain higher yialus profitability, is
the occurrence of the fig flZaprionus indianugGupta, 1970) (Diptera: Drosophilidae), an
invasive exotic pest recorded for the first time in Brazil in 1999 (Vilela 1999).

One of the main strategies adopted for the managemert iidianusin Brazilian
orchards is the application of styrofoam protectors (Raga et al. 2003). Although efficient in
reducing infestation and fruit damage, this technique demands a large workforce and time
(Raga et al. 2003).

Therefore, farmers resorb tusing synthetic insecticides in an emergency when
conditions of high pest infestations occur, even though there are no registered products for the

crop in Brazil. Efficient and environmentally appropriate strategies have been one of the
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targets of tropial and temperate fruit production systems and Integrated Pest Management
(IPM) programs in general. In this context, the use of botanical insecticides has been an
essential alternative to synthetic pesticides in integrated production profjsanas et al.
2014). Given this potential and the great diversity of botanical species with a potential
insecticide present in the tropical flora, screening studies have been carried out in Brazil
aiming to identify new compounds and new sources of botanical ingestittiat can be used

to protect crops (Ribeiro et al. 2016).

Among the derivatives of tropical plant species with insecticidal potential, crude and
semipurified extracts of Annonaceae have demonstrated great potential in the management of
different pest ghropods in different production systems (Ribeiro et al. 2013, Ansante et al.
2015, Gongalves et al. 2015, Bernardi et al. 20II4#. insecticidal/insectistatic activity of
Annonaceae derivatives is attributed in particular to the presence of stryctlixatse
acetogenins in their composition, a class of natural compounds found exclusively in some
genera of this botanical family (Alali et al. 1999). In addition to the lethal effects, the
deterrent effects of the feeding and oviposition can be causedebyatives rich in
acetogenins or isolated compounds ( Ribeiro et al. 2015, Bernardi et al. 2017a), which is
compatible with IPMHikal et al. 2017)and biological contro{Ribeiro et al. 2014a; Bernardi
et al. 2017a).

To date, no study has been conédcto evaluate the effect of botanical extractZon
indianus However, botanical insecticides based on acetogenins have demonstrated high
toxicity on Drosophila species such @sosophila suzuki{Diptera Drosophilidae)Bernardi
et al. 2017a),as well & azadirachtitbased formulations orrosophila melanogaster
(Diptera Drosophilidae)(Oulhaci et al. 2018) Due to that potential, which has been
demonstrated in laboratory and field trials, the present study aimed to evaluate the lethal

toxicity of formulations of ethanolic extracts obtained from seeds okplected species of
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neotropical AnnonaAnnona mucosdacg. Annona muricatd.. andAnnona sylvatica\. St-

Hil), compared to a commercial insecticide of natural origin [limonoids derived from
Azadirechta indica(neem)] and a synthetic insecticide (spinosyn) in the management of
indianus Also, tests were carried out to evaluate the effect of these treatments on oviposition

and embryonic development (ovicidal effect)Zofindianusgn artificial fruits.

Materials and Methods

Annonaceous derivatives: sources, crude extract preparation and formulation
procedures.Detailed information on the origin éhnonaspecies used in this study (Table 1)
is found in. Voucher specimens, previously identified Prpf. Dr. Renato Mell&ilva
[Department of Botany, Biosciences Institute/University of Sdo Paulo (IB/USR)e
deposited in the herbarium of the Departmen
College of Agriculture/University of Sdo Paulo, Riaba Municipality, Sdo Paulo State,
Brazil under the registered numbers 120985riucosy 121205 A. sylvatica and 121892
(A. muricatg. For crude extract preparatiaeeds collected from ripe fruits were ovdted at
38 °C for 48 h and then milled a powder in a knife mill. Powders were stored in sealed glass
containers and stored at approximatdl§ °C until use. Organic extracts were obtained by cold
maceration using analytical grade ethanol as a solvent (5ilwlume per volume)ith the
seed powder stored in ethanol for three days, followed by filtering through filter paper. This
process was repeated three times. The remaining solvent was remoxeclioat 50 °C.
After complete evaporation of the solvent in an airflow chamber, thecegtrayield for each
species was determineBor preparation of aqueous emulsified formulations, the ethanolic
seedextracts were solubilized in the organic solvents acetone:methanol (1:1 v/v) at 100 g L

with subsequent addition of TweeB0 emulsifierat a concentration of 10 g'L
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131

132 Tested insects.Z. indianusused in the bioassays were obtained from a colony
133 established from specimens collected from a strawberry Emggdria x ananassain April

134 2017, located in Pelotas (31°38'20"S and 52°30'43RA) Grande do Sul State, Brazil and
135 kept in the laboratory for approximately th6" generationwithout pressure of selection by
136 insecticides. For insect rearing, infested strawberry fruits were placed in a thermal box and
137 sent to the laboratory wherkely were weighed and individually placed in plastic pots (150
138 mL) with a perforated lid (2 cm in diameter) and covered with voile fabric containing a thin
139 layer of vermiculite (1 cm). The fruits were kept in arainditioned room at 23 + 2 °C, 70
140 10% elative humidity (RH) and a 12:12 h (light:dark) photoperiod until adult emergence.
141 Subsequently, the flies (male and female) were transferred tolzoftamed glass container
142 (8.5 cm high by 2.5 cm in diameter) containing artificial diet (8 mL), cangistf corn flour,

143 sugar and yeast (Schlesener et al. 2017).

144

145 Laboratorial bioassays. All laboratorial bioassays were performed under controlled
146  conditions (25 £ 2 °C, 70 £ 10% RH and aHL.photoperiod) using a completely randomized
147 design. The treatmén and discriminatory concentrations used are detailed in Table 1. The
148 formulation based on spinetoram (Dele§a?280WG, 7.5 mg of active ingredient (a.iy})L

149 (Dow AgroSciences Santo Amaro, Sao Paulo State, Brazil) and the limonoiebased

150 bioinsecticidg/AzamaxX’ 1.2 EC azadirachtin +-8gloil-azadiractol, 1.2 mL of a.i. 1) (UPL

151 Brasil (UPL Brasil- Campinas, SP, Brazil) were used as positive controls (Table 1).

152

153 Discriminatory tests (initial screening). In order to assess the lethal toxicity of the
154 formulated annonaceous derivatives, initial tests were performed using the discriminatory

155 concentration of 2000 mg™Lon Z. indianusadults (Table 1). For this purpose, we used



156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

25

ingestion and topical application bioassays. For the ingestion bioassayss imset
separated into groups (sample units) of 20 adult&. ohdianus(eightday-old) and placed
inside cages made from clear plastic cups (1 L) and flipped ugeide on a plastic petri

dish (25 cm in diameter) and sealed on top (cup bottom) withile mesh for ventilation.

After preparation of appropriate dilutions, the products were offered to the insects by
capillarity in cotton wool rolls inside L glass vials for 24 h. After this period, food and
distilled water replaced the glass tubes witbated cotton until the end of the evaluation
period, according to the method described $shleseneret al. (2017). Mortality was
evaluated for up to 120 h after the beginning of treatment. In both experiments, flies were
considered to be dead when no mment occurred after touching with a fine brush. For each
treatment, we used four replicates each composed of 20rfHe8().

In the topical application bioassay, the insects were divided into groups 2f ibdianus
adults (eighiday-old) inside cleaglass test tubes (2.5 cm in diameter x 8 cm in length) sealed
with a cotton plug. Spraying was carried out by, firstly, sedating insects by placing the glass
test tubes in the freezer for 30 to 40 s and then placing the insects in a glass Petri dish (9 cm
diameter) lined with filter paper. The insects were then sprayed u$ingcesion Laboratory
Spray Towel(Burkard Scientific, Uxbridge, UK), applying 1 mL of spray solution per sample
unit at a working pressure of 7 Ibdnresulting in an averagesidue deposition of 3 mg ¢m

After spraying, the insects were carefully placed inside clear plastic cup cages (100 mL)
sealed with a venting lid (eoile meshsealed opening in the cup lid). Inside these cages, flies
were provided with liquid food and wex until the end of the evaluation period, according to
the method described by. Mortality was evaluated for up to 120 h after the beginning of the
treatment as described previously. For each treatment, we used 10 replicates with 10 flies in

each (= 100.
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181 Concentration-response curves. Basedon initial screening, the most promising

182 treatments were selected and submitted to a new bioassay in order to estimate the
183 concentration required to kill 50% and 90% of exposed flies{la@d LGo, respectively).

184 For this purpose, seven concentrations (#2950 mg L™ for the A. mucosaformulated

185 extract,and 10100 mg L for spinetorahwere defined for each insecticide and the mode of
186 exposure based on the procedure proposed by (Finney 1971). The exposural@aibev

187 procedures, as well the mortality criteria, were the same as those used in the initial tests. In
188 the ingestion bioassays, four replicates each comprising 20 fiies 80) for each

189 concentration of each insecticide were used. In the topical apphdioassays, 10 replicates

190 each comprising 10 fliesE 100) were used for each concentration of each insecticide tested.

191

192 Oviposition deterrence assessmenflo assess the effect of treatments on female
193 oviposition behavior, flies were submitted toocce and nechoice oviposition bioassays. For
194 this purpose, artificial fruit were prepared with agar (19 g), raspberry gelatin (10 g), methyl
195 paraben (Nipagin®; 8 mL; 0.8 g dissolved in 8 mL of 99.9% absolute ethyl alcohol) and
196 distilled water (refluxed;850 mL), in accordance with the adapted method proposed by
197 (modified from Salles 1992). For the nechoice oviposition bioassay, artificial fruits were
198 dipped in the treatment solutions (Table 1) for 5 s. Later, they were dried on filter paper for 3
199 h ard then each artificial fruit (sample unit) was placed inside a cage (cleamilO@0astic

200 cups inverted on a Petri dish, 8 cm in diameter) containing 10-@@ykdld Z. indianusflies

201 (five pairs) for oviposition.

202 In the freechoice oviposition bioassayhe experiment was conducted in séransparent

203 plastic cages under the same conditions described for tHobance bioassaylater, two

204  artificial fruits (untreated and treated) wezaced inside each cage containing two ilagr

205 old pairs ofZ. indianusflies for oviposition, as described above. The artificial fruits were
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placed equidistant from each other. In both types of oviposition bioassays, after artificial
fruits exposed for 24 h, the adults were removed and the eggs in the artificial freit wer
counted with the aid of a stereoscopic microscope (40x). In each type of bioassay, we used 30

replicates per treatment.

Ovicidal effects. To obtainZ. indianuseggs, an artificial fruit was placed inside the
cage [clear plastic 266L cups inverted on Retri dish (8 cm in diameter)] containing ten
eightday-old flies (five pairs) ofZ. indianusto serve as an oviposition substrate. After 24 h of
oviposition, the artificial fruits contained. indianuseggs were dipped in the treatments
(Table 1) for 5 sand then were left to dry on filter paper for 3 h. After this period, the
artificial fruits were individually packed inside 2@0L plastic cups on a sheet of filter paper
(3 cm in diameter), which were closed at the top with its respective lid and kaptarr
conditioned room as previously described. The number of larvae hatching was counted using
a stereoscopic microscope (40x) after three days, the time required for larvae to hatch. For

each treatment, 30 replicates were used.

Efficacy under field conditions (commercial fig orchard). The efficacy of the
formulated A. mucosaat 2000 ml [* compared with a limonoidased bioinsecticide
(AzamaxX 1.2 EC) and a spinetorabased synthetic insecticide (Delegate 250 %\®ere
also evaluated in a commercial§ or chard (var. 6Roxo-yahe Val
old trees) with plants grown with 2.5 x 5 m spacing (between plants and between rows,
respectively), located in Pelotas, RS, Brazil (31°42'20"S and 52°27'31"W). No pesticide
spraying took placeni this orchard before the start of the experiment. The treatments were
applied at weekly intervals over a feweek period, with the first application of treatment at

the beginning of fruit formation. The applications were carried out usingitar £apady



231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

28

spray (PJH model), equipped with an empty etype nozzle (model JA,5; Maquinas
Agricolas Jacto S.A, Pompéia, SP). The treatments were sprayed to saturation (volume of
syrup was approximately 500 L Ha with the jets directed toward the fruits. €Th
experimental design was completely randomized with five replicates per treatment, and each
replicate was composed of one plant. The evaluation of the natural infestafiomadianus

was carried out in the fruit harvesting period using the randomtiselesf 10 ripe fig fruits

per plant, totaling 50 fruits per treatment. The variables analyzed were: 1) % of fruits infested

by Z. indianudarvae; and 2) the average numbeEoindianudarvae per fruit.

Data analysesFor the analyses of studied \alsles, we used generalized linear models
(GLM) of the exponential family of distributiongNelder et al. 1972)The verification of
quality adjustment was germed through the halegular graph odds with simulation
envelopgHinde et al. 1998)When significant differences were detected between treatments,
multiple comparison$ T u k e y B s 0.06)everé performed using théht function of the
Multicomp package, with adjustment ofvidlues. For comparisons of the average of two
treatments in the oviposition btestAllsasalyses ( choi
were performed using "R" statistical software software (R Development Core Teain 2012
A binomial model with a complementary kbgg link function (gompit model) was used to
estimate the lethal concentrations ¢b@nd LGg) using theProbit Procedurein the SAS

statistical software package version 9.3AS Institute2011).

Results

Toxicities and concentrationrrespanse curves of the active treatmentsAfter 120 h

of exposure, thé. mucosgormulation (2000 mg L) and spinetoram (75 mg B showed
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high toxicity, with levels of fig fly mortality greater than 90% via ingestion and/or by topical
application (Fig. 1). These values were significantly higher [topical applicakgni(=
60.101;P < 0.0001); ingestionHs 21 = 55.517;P < 0.0001)] than those of formulations
prepared fromA. sylvaticaandA. muricataseeds or the limonoidased bioinsecticide, which
caused mortalities of between 40 and 60%, both in the ingestion bioassay and with topical
application (Fig. 1). Based on concetiva-response curves for the ingestion bioassay, the
toxicity of the A. mucosaformulation was lower (L& = 454.45 mg L[}) than spinetoram

(LCso = 15.12 mg [}) at 120 h (Table 2). Likewise, in relation to dg@aluesthe toxicity of

A. mucosavas lowerthan spinetoram; L& values were 1553.4 mg'Land 68.67 mg L,
respectively, at 120 h after exposure to toxic baits (Table 2). Regardless of treatments, the
levels of mortality were concentratimependent with significantly increased mortality
throughaut the exposure period. In the topical application bioassays, the estimajgdtLC

120 h for spinetorarbased insecticide was significantly lower @G 16.06 mg [!) than
observed withA. mucosaLCso = 389.13 mg L[}) (Table 3). In relation to L& values,the
toxicity of spinetoram (LG = 45.78 mg [}) was higher thar. mucosgLCq = 1457.7 mg

LY at 120 h after application (Table 3). Again, the mortality levels increased significantly

throughout the exposure period.

Oviposition deterrent effects In a nechoice oviposition bioassay, the dried residues
of all treatments significantly reduce#s( .o = 55.721;P < 0.0001) the oviposition oZf.
indianus on the artificial fruits when compared to the negative controls (Fig. 2A), with
exception ofA. sylaticaformulated extract. Similarly, in the choice bioassay, there were a
significantly reduced number of deposited eggs per artificial fruit containing the dried
residues ofA. mucosaformulation (1.3 eggs per fruit; t = 8.36, d.f. = 46.62< 0.0001),

limonoid-based bioinsecticide (1.0 eggs per fruit; t = 8.0748, d.f. = 3260;0.0001)and
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spinetoram (0.2 eggs per fruit; t =12.99, d.f. = 30.276; 0.0001) when compared with
untreated artificial fruit (Fig. 2B). In contrast, formulatAd sylvaticaextract (7.8 eggs per
fruit; t = 1.66, d.f. = 50.89° = 0.1015) and formulate@l. muricataextract(5.7 eggs per fruit;
t = 0.72, d.f. = 55.79P = 0.4698) did not differ significantly from untreated artificial fruits

(Fig. 2B).

Ovicidal effect (embryonic effects) of treatments on fertility.In the dipping bioassay
with artificial fruit, spinetoram caused the greatest reduction in egg viability of the treatments
(2.33%; Fig. 3). However, thA. mucosaormulation (48.8% egg viability), formulated.
muricata seedextract (52.2%)formulatedA. sylvaticaseedextract (45.5%) andimonoid-
based bioinsecticde (43.3%) resulted in a significant reduction in egg viabikty(.88; d.f.
= 6, 20;P < 0.0001) compared with the negative controls of water andntwemethanol +

water (81.3 and 80.7%, respectively; Fig. 3).

Field experiment. In the test conducted in a fig orchard with cv. Roxo de Valinhos, the
formulatedA. mucosaat 2000 mg [} and insecticiddased limonoids caused a significant
reduction F = 69.33; d.f.= 3, 26P < 0.0001) in fruit infestation b¥. indianuscompared to
the negative control (Fig. 4). However, the activity level of these treatments was lower than
the positive control (espinetoram), in which only 1.43% of infested fruits wesr\auk (Fig.

4). This aspect reflected significantly € 35.62; d.f.= 3, 26P < 0.0001) in a reduction in the
number ofZ. indianuslarvae in fruits at the harvest time, with the extract formulated from
seeds ofA. mucosa(3.6 larvae per fruit), the limoid-based bioinsecticide (2.3 larvae per
fruit) and spinetoram (0.71 larvae per fruit) being the most promising treatments (Fig. 4).
Again, the positive control represented by the insecticide spinetoram was the treatment that

resulted in the most signifinareduction in the number of larvae per fruit.
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Discussion

Our results, obtained under laboratory and field conditions, indicated the promising
action of theA. mucosdormulation onZ. indianus with a higher level of activity than that
observed from thapplication of a commercial formulation based on limonoids (Az&maX
EC) and, in some cases, similar to the spindmsed insecticide (Deleg&t@50 WG), both
used as positive controls. Several studies have demonstrated the toxidty noficosa
formulation to other pest species, includiBy suzukii(Bernardi et al. 2017b)Sitophilus
zeamaigMotschulsky, 1855) (Coleoptera: Curculionidae) (Ribeiro et al. 2Ha&)pnychus
citri (McGregor, 1916) (Prostigmata: Tetranychidae) (Ribeiro et al. 20T4izhoplusia ni
(Hubner, 1803) (Lepidoptera: Noctuidae) avigizus persica&ulzer, 1776 (Aphidomorpha:
Aphididae) (Ribeiro et al. 2014c)spodoptera frugiperdaSmith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Ansante et al. 2015). Thus, our results extend the spedtaativity of the pre
commercialA. mucosabioinsecticide and indicate the possibility of its application in a fig
production system lacking registered insecticides and efficient management alternatives.

Our previous studies demonstrated that the bigdacthf A. mucosds due to the synergy of
compounds from different chemical classes (especially acetogenins, alkaloids and
triglycerides) and/or of different polarities (Ribeiro et al. 20¥8)ere bistetrahydrofuranic
acetogenin rolliniastatid is the major active component (Ansante et al. 201bhese
molecules are inhibitors of complex | (NADH: ubiquinone oxidoreductase) in the
mitochondrial electron transport system, with inhibition inducing cellular death (Audsley et
al. 2015). As most insecticidassed in the control oZ. indianusact on acetylcholine
receptors or on sodium channels (Casida et al. 2013), the search for products with a different
mode of action (e.g., acetogenins) may contribute to the management of resistant populations
(Audsley etal. 2015). Currently, no populations &. indianusresistant to insecticides have

been reported. However, with high polyphagy, a short generation time and rapid dispersion
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(Joshi et al. 2014), associated with the continued use of insecticides, thesgetsure is

high for the appearance of resistant populations (Haye et al. 2016).

In addition to the lethal toxicity ofA. mucosaformulation onZ. indianusin ingestion
bioassays and topical application, promising oviposition effects have alsodoeeh) &s well

as for the bioinsecticides based on limonoites and spinosyn. These sublethal effects may
affect the population density &. indianusand this was observed in the field experiments,
where fig fruits were sprayed with such treatments and sthenagnificant reduction in the
percentage of infested fruits and, consequently, the number of larvae per fruit. Thus, its
combining effects on oviposition combined with adult mortality could be an important part of
an IPM program, where the deterrenceowiposition is beneficial because of the negative
effect on the population dynamics in future generations (Kogan 1998).

The extracts prepared frod. muricataand A. sylvativaseeds, as well as the formulation
based on limonoids purified from neem, shol®d toxicity to Z. indianus However, they
caused a repellency effect by reducing the capacity of female oviposition by up to 50%,
corroborating the field results for AzamaxE
species (Ribeiro et al. 2015, Berdiaet al. 2017a). Furthermore, products that decrease
oviposition inZ. indianusreduce the incidence of epidermis rupture by oviposition, which
consequently reduces infestation by pathogens that increase the processes of fruit decay (Van
Timmeren et al. @13).

Although some synthetic insecticides, including organophosphates and pyrethroids, are highly
toxic to Z. indianus(Andreazza et al. 2017a), the use of such products can leave chemical
residues on fruits and are not registered for use in the managemthis pest species in
Brazil. There is a particular conern about these residues when the inseticides are applied
during the préharvest and fruitipening periods, which are the periods most preferred for

infestation byZ. indianus(Bernardi et al. 2D7a) Thus, given the ease of production and rapid
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degradation and low residual effect (Ribeiro et al. 2015), formulations basAd roocosa

seed extracts can be an additional tool for use in the managem®nhdianus as observed

with D. suzukiiby Bernardi et al. (2017b). In addition, the formulation based on the extract of
A. mucosaaused low toxicity in th&. anastrepha@arasitoid, which is considered the most
common pupal parasitoid in the main fruit production areas in Brazil (Bernardi2€tlila),

and entomopathogenic species of fungi with wide natural occurrence in orchards or even used
in microbial pest control programs (Ribeiro et al. 2014a).

Despite the commercial availability of Annonacekegived products in Eastern countries
(Anoson? AnonaCirf’ and BiecRakshaR), the greatest species diversity is found in Brazil,
many of which are widely grown on commercial scales and seeds considered an
agroindustrial residudsman et al. 2014, Ribeiro et al. 201%he use of these residues in the
preparation of new binsecticides can transform problems into more environmentally
suitable solutions for agriculture. In the light of ours findings, the formulation prepared from
ethanolic see@xtract ofA. mucosaand can be a useful and a promising porrent for the

management af. indianus particularly in organic or low residue production systems.
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473 Table 1. Treatments evaluated for the manageme@apirionus indianus.

. . Origin/
Treatments Description Concentration testéd
manufacturer

EES Annona mucosa Aqueous emulsmnfcethanollc_ seed extract of 2000 mi ¥ B

Annona mucosgpre-commercial)
EES Annona muricata Aqueous em_uIS|on of ethanollt_: seed extract of 2000 ml ¥ B

Annona muricatgpre-commercial)
EES Annona sylvatica Aqueous emulsion of ethanolic seed ectiiaf 2000 ml ¥ B

Annona sylvaticgpre-commercial)

Limonoid-based biopesticide [azadirachtin (6,220.

mg L) + 3tigloylazadirachtol (2,596 mg’ . .
gL) gioy ( gb] 3.0 ml L* (recommendetly the UPL Brasil (Campinas, SF

AzamaX 12 EC extracted and purified froMzadirachta indicd. .
seedd manufacturer) Brazil)
) 75 g of a.i. 100 Lt Dow AgroSciences
Delegate 250WE Espinetorarh (recommended by the Industrial Ltda, S&o Paulo
manufacturer) SP, Brazil

474 ®Concentration: g or mL of commercial product (pc) per 1@® water.

475 *The concentration of 2000 mI'ilwas used for each extract formulated according to the type of bioassay (oviposition deterrence effect, ovicidal
476 action or field effectiveness).

477

478

479

480

481



39

482 Table 2 Estimate of the L and LGy (in mg L) and the onfidence interval for a formulated ethanolic extract flsnmona mucosaeeds and

483 a spinosyrbased synthetic insecticide (espinetorangaprionus indianusdults with different exposure times in an ingestion bioassay.

484
485
486
487
488
489
490

Exposure time

) Treatments  n Slgpe+ SE LCso(Cl 95%)? LCogo(Cl 95%) c* d.f¢
A.mucosa 560 2.61x0.51 1206.0 (996.4 2278.4) 3479.8 (1884.6 4434.6) 17.10 4
e Espinetoram 700 3.56 £0.40 53. 26 (30.76 65.61) 150.50 (143.07 161.73) 3.57 5
A. mucosa 560 2.77+0.31 9323 (718.32i 1,126.4 2528 160.41 3601.5 7.23 4
24 Espinetoram 640 2.64 £0.28 46.99 (39.09 54.24) 133.90 (113.68 167.49) 3.18 5
A.mucosa 560 1.36x0.36 539.39 (147.8 2085.1) 3092.3 (1996.4 4361.6) 11.54 5
8 Espinetoram 640 2.18+0.21 29.9% (24.04i 35.58) 106.45 (89.92 131.93) 6.63 5
A. mucosa 480 2.49x0.25 278.6 (270.79 285.75) 2026.8 (1856.% 2338.07) 3.97 4
& Espinetoram 640 2.19+0.19 21.37 (16.92 25.63) 75.46(64.60 90.92) 7.85 5
A.mucosa 480 2.33x0.22 523.14 (43.007 616.42) 1708.3 (1405.0 2207.0) 4.96 4
% Espinetoram 640 2.75+0.21 18.37 (16.95 21.32) 75.46 (64.60 90.92) 7.15 5
A. mucosa 480 2.33+0.23 454.45 (365.44 542.56) 1553.4 (1273.0 2016.5) 3.26 4
120 Espinetoram 480 1.82 +0.22 15.12 (11137 18.93) 68.67 (53.31 98.92) 281 4

4P Cs0 and LGy: Insecticide concentrations (mg Lrequired to kill 50% or 90% of indianusadults, respectivelydl: confidence interval at

95% error probability)’c2 : P e a r-sjuare dasue'cf.hdegrees of freedom
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491 Table 3 Estimate of the L& and LGy (in mg L") as well as the confidence interval of a formulated ethanolic extractAroTona mucosa
492 seeds and a spinosymased synthetic insecticide (asgioram) onZaprionus indianusadults with different exposure times @ topical

493 application bioassay.

Exposure time

494 ®*LCs and LG Insecticide concentrations (mg-Lrequired to kill 50% p90% ofZ indianusadults, respectivelydl: confidence interval at
495  95% error probability)e2 : P e a r-sjuare asue'cf.hdegrees of freedom

496

497

498

(hours) Treatments n Slopet SE LCso(Cl 95%)? LCoo(Cl 95%) ¢~ d.f¢
12 A.mucosa 700  3.56 +0.40 2326.4 (2076.0 2561.4) 5050.4 (433.71 6173.5) 3.57 4
Espinetoram 567  2.72+0.21 25.16 (21.54 28.43) 69.31 (62.93 77.68) 6.51 7
A.mucosa 700  3.46+0.32 1654.0 (1443.4 1840.5) 3672.6 (3305 .8 4196.1) 6.16 4
24 Espinetoram 525  2.76 + 0.23 21.00 (17.59 24.09) 57.00 (51.43 64.12) 8.17 6
48 A.mucosa 700 2.36+0.42 1083.6 (446.65 1552.8) 3480. 2 (2593.5 6048.1) 9.96 4
Espinetoram 638  2.67 +0.21 18.90 (15.19 22.15) 53.15 (48.18 59.41) 7.57 7
A.mucosa 600  2.050.40 688.57 (554.69 818.08) 2642.0 (2209.8 3318.4) 1.83 4
& Espinetoram 641  2.83+0.23 17.83 (14.36 20.82) 47.29 (42.24 54.27) 6.15 6
A.mucosa 600  1.77 +0.50 516.34 (398.14 633.20) 2451.5 (1897.5 3524.8) 1.37 4
% Espinetoram 575  2.79 +0.48 16.54 (13.11 19.50) 44.48 (40.17 50.03 5.25 6
A.mucosa 600  2.09+0.19 389.13 (298.96 476.33) 1457.7 (1,236.4 1767.1) 5.62 4
120 Espinetoram 472  4.06 + 1.14 16.06 (11.86 19.42) 45.78 (39.87 55.53) 7.03 5
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Figure 1. Percentage mortality (x SE) @aprionus indianust 120 h after exposure to

different reatments in laboratory bioassays.

Means followed by distinct letters in columns (with the same exposure method) indicate
significant differences between treatments (GLM with cgbasomial distribution

followed by Tukey's post hoc te$t;< 0.05)
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Figure 2. Average number of eggs laid Baprionus indianugemales in artificial fruit

with different treatments in a laboratory bioassay: (A) Sexually mafuiedianus

females were confined in cages containing one artificial fruit treated io-chaice

bioassay (nechoice bioassay); (B) Sexually matutendianusfemales were confined in

cages containing one treated artificial fruit and one untreated fruit (choice bioassay).

Means followed by the same letters in the columns did not differfisignily (GLM with

guasi poi sson

di stri but i onP<f0®3);Astenskdindicaye

significant differences between treatments according to Studéess @ < 0.05) and ns
indicates not significant according to Studentisst(P < 0.05)

Tukey
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the laboratory

*Bars (x SE) with the same letter are not significantly differ&ptM with quast

bi nomial distributi ontedtPd400p)wed by Tukeyods

p



44

100 r
F=69.33df=3,26; P> 0.0001 a

80
2
= 60 F
8L
S 40 ¢
X

20 + b b

c
0 EE

2 C
2 b
E 4 b
g 6 -
N
(-
OO 10 L
Z

12 + F=35.62;df=3, 26, P> 0.0001 .

14

Delegate™ A. mucosa Azamax™  Control (water)
250WG 12EC
Treatments

Figure 4. Means (+ SE) of percentage infested fruits and number of larvae per fruit after
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Resumo- Bacillus thuringiensiBerliner tem demonstrado potencial de uso no manejo
de insetogpragas.Objetivouse avaliar a toxicidade dos isolados bacteriaiis §.
thuringiensis var. oswddo cruzi (Bto) B. thuringiensisvar. israelensis (Bti), B.
thuringiensisvar. kurstaki (Btk) e B. circulans (Bc) em mistura com os atrativos
alimentares suco de uva 50%, melaco de-cracicar 7% e proteina hidrolisada 7%
sobre adultos d&aprionus indganus (Gupta, 197Q)principal praga de frutos de figo
(Ficus caricg no Brasil, assim como, a toxicidade aos parasitoiflashopria
anastrephad.ima, 1940 ePachycrepoideus vindemmifieondani, 1875) em bioensaio
de ingestédo. Adultos dé&. indianusapregentaram elevada suscetibilidade aos isolados

de Bt, contudo, somente o isola@to ocasionou mortalidade de 100% dos adultos, 72

horasap0Os aexposi¢do dos tratamentos. Mediante a utilizacdo das concentracdes letais

(CLsyo) do isoladoBto, determinadas nasurvas de concentragéiesposta com 0s
atrativos, foi verificado uma reducao significativa (40 a 50%) na fecundidade total das
fémeas quando alimentadas nas formulacdes atrativo alimeBtar Em adicdo, ovos
provenientes de fémeas expostas nessas lfa¢ches apresentaram reducao significativa
(35 a 57%) na viabilidade embrionar@s atrativos alimentareisBto ndo apresentaram
toxicidade sobre adultos de anastrephae P. vindemmiaémortalidade < 20%). Com
base nesses resultados, os isolados bacteyBti, Btk, Bc e Bto, sdo considerados
promissores para a formulacdo de iscas toxicas para 0 mand&oid@anus com
destaque ao isoladBto, 0 quabpresentou maior toxicidade no mesmo periodo de
avaliacdo E causaram baixa toxicidade aos inimig@suraisT . anastrephae P.
vindemmiae.

Keywords: mosca do figo, inimigos naturaiBacillus thuringiensisparasitoide pupal,

controle bioldgico, drosophilidae.
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Introducao

Bacillus thuringiensis(Berliner) € uma bactéria do solo que produz proteinas
cristalogénicas (Cry) e citoliticas (Cyt), que possui tipos de toxinas, especificas contra
varias espées de insetopragas. (Kongswanet al 2005 Frankenhuyzen 2009. As
proteinas cristalinas presente nessas bactérias podem apresentar atividade
entom@atogénica e especificidade para varias ordens de insetos (Lepidoptera; Diptera;
Coleoptera; Hymenoptera e Orthoptera) (Cosseetim2016).A bactéria € um Gram
positivo, aerébico, que quando insetos susceptiveis ingerem um corpo de inclusdo, sédo
liberadas as protoxinas Grgue sdo digeridas por proteases intestinas especificas que,
quando ativadas, ligaise a receptores presentes na membrana peritréfica, ocasionando
a formacao de poros, lise celular e a morte dos infesatericiet al 2006).A esp&ie
nao cristalogénicaBacillus circulans,evidéncia que 0S seus esporos precisam ser
ingeridos por larvas para a sua atividade larvicida. Obsa®@ue a toxicidade d&
circulans em larvas de mosquistos foi associada a esporos e nao com exotoxina
(Darriet et al.2002

Estudos demonstraram que varias espécies de dipteros sao suscetBeis a
thuringiensis comoAnastrepha luden@_oew) (Toledoet al 1999, BuentelleWong et
al 2015, Bactrocera oleagdGmelin) (Alberolaet al 1999), Drosophila melanogast
(Meig.) (Obeidat 2008)Ceratitis capitata(Wiedemann 1824 (Aboussaidet al 2010),
Bactrocera cucurbitae (Coquilet) (Diptera: Tephritidae) (Shishiret al 2015,
Drosophila suzukii(Matsumura) (Cossentinet al 2016) e Anastrepha fraterculus
(Wiedemam, 1830) (Martinset al 2018). O potencial toxicolégico sobre espécies de
moscas pde ser uma alternativa viavel para o manejandscado-figo, Zaprionus

indianus (Gupta, 1970) (Diptera: Drosophilidae), considerado o principal iseiga
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de frutos de fio (Ficus caricg no Brasil (Vilelaet al2015)Uruguai (Gofiiet al 2001),
América Central (Van Der Lindet al 2006), Europa (Commaat al 2012) e América

do Norte (Van Der Linde 2013; Josét al 2014; Lasaet al 2015. Em avalacao,
recentemente, foi viéicado o potencial da praga em ocasionar danos em frutos de
morangantegro(Fragaria x ananassano sul do Brasil (Bernardit al2017).

Embora, véarios estudos demonstrarem atividade biologica sobre a fase larval de
espécies de dipteros (Aboussatdal 2010, Shishiret al 2015, Cossentineet al 2016,
Martins et al 2018), pesquisas tem demonstrado que toxinaB. dburingiensisque
apresentam toxicidade ou atividade biologica sobre a fase adulta s&o mais consistentes,
visto que as larvas das espéciesntescas ficam embaixo do tegumento dos frutos
(Shishiret al 2015, Cossentineet al 2016). Porém a ingestdo d&. thuringiensispor
fémeas podem afetar negativamente a taxa de oviposicao, fato verificado com a espécie
Culex quinquefasciatuSay, 1823(Diptera: Culicidae), o que é benéfico para suprimir a
densidade populaciondé C. quinquefasciatugZahiri et al2009.

Devido a baixa disponibilidadele ferramentas de manejo de indianus
formulacdo de inseticidas ou de iscas toxicas com a preserigatkgringiensisque
visam o manejo de adultp®dem desempenhar um papel importante nos programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIRuMmaret al 2009), visto que,na cultura da figueira
0s principais danos sdo ocasionados pelas fémeas através dacavipusiregido
ostiolar dos frutos, que apds a eclosao das larvas-esriraproprios para 0 consumo
(Steinet al2003).

Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar a toxicidade letal de isolados
bacteriano®ti, Btk, Btoe Bc e em mistura aos atrativaimentares suco de uva 50%,
melaco de cana de agucar 7% e proteina hidrolisad=oB#% adultos d&. indianusem

bioensaio de ingestdo. Adicionalmente, foi verificado os efeitos subletais dos isolados
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104 mais promissores no comportamento de oviposicdo eiaididade embrionéria de

105 ovos deZ. indianuse a toxicidade sobre gmrasitoidegpupaisTrichopria anastrephae

106 Lima (Hymenoptera: Diapriidae) @achycrepoideus vindemmig@&ondani, 1875)

107 (Hymenoptera: Pteromalidad)spécies encontradas parasitandpugsas deD. suzukii

108 eZ. indianusno Brasil (Wollmanret al2016, Andreazzat al201D).

109

110 Materiais e Métodos

111 Multiplicagdo e manutencgao dos isoladis Bacillus thuringiensis

112 Os isolados d@. thuringiensisvar. israelensis (Bti), B. thuringiensigar. kurstaki

113 (BtK), B. thuringiensisvar. oswaldo cruzi (Btok B. thuringiensisvar. circulans (Bc)

114 foram provenientes da Colecdo de Microrganismos do Departamento de Microbiologia
115 e Parasitologia do Instituto de Biologia da UFPel, Pelotas, Rio Grande ,d8r&sil. A

116 recuperacao e a multiplicacdo de cada isolado bacteriano foi em meio de cultura do tipo
117 BHI (Brain Heart Infusion Acumedia) e incubados a 28 °C e subcultivados em baldes
118 de vidro com capacidade volumétrica de 1000 mL, contendo 200 mL delagieado

119 em agar NYSM e, posteriormente, incubados em agitador orbital Shaker a 28 °C a 150
120 rpm de velocidade por um periodo de 72 h. A viabilidade e esporula¢do do contetdo
121 bacteriano foi verificada por meio de microscopia Otica (Microscope at 100 x
122 magnfication - Olympus, Cx 21 model). Posteriormente, apos aproximadamente 90%
123 do meio de cultura apresentar esporulacdo foram aquecidas em banho maria a
124 temperatura de 80 °C durante 15 minutos para eliminar as formas vegetativas. Para
125 todos os meios de cutas contendo os diferentes isolados bacteridonosealizado a

126 técnica de coloracédo de Gram (Gram 1884) e a concentracdo de esporos foi determinada

127 por Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL em agar BHI. Feito isso, as culturas
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foram armazenadas sobrigéracdo a uma temperatura média #€, 4té a utilizacédo

nos bioensaios.

Criacao e manutencdo de Z. indiands anastrephae P. vindemmiae e em laboratorio

Z. indianus(152 geracao)l. anastrephae P. vindemmiag€10? geracéo) utilizados
em todos obioensaios foramem salas climatizadas?® + 2 °C, umidade relativa de 70
*+ 5% e fotofase de 12 horas. As moscas foram criadas e alimentadas com dieta artificial
seguindo a metodologia descrita fachleseneet al (2017) Os parasitdides d€.
anastreple e P. vindemmiadoram criados em pupas @e suzukiie alimentados com
mel/dgua (80%, v/v). Antes de cada bioensaio, adultas delianuscom oito diasde
idade e os parasitdides com 24horas de idagfgsécies foram privados da alimentacdo

por 8 hora, alimentados somente com agua.

Toxicidade de isolados bacterianos sobre adultos de Z. indianus

Os tratamentos foram constituidos BotthuringiensissoladosBti, Btk, Bto e Bem
mistura com o0s atrativos alimentares suco de uva 50%, melaco ddecagizcar 7%
eproteina hidrolisada 7%Antes de proceder as misturas e as confec¢des das
formulacdes B. thuringiensis+ atrativo alimentar), foi realizado o ajuste dos valores
dos pHs para cada atrativo alimentar (pH ajustado para 7,0) com o auxilio akeecid
bases (HCI 1M NaOH 1M). Feito isso, adultos co&dias de idade provenientes da
criagdo de manutencao, foram acondicionados em gaiolas plasticas confeccionadas com
recipientes plasticos transparentes (100 mL) (2 casais por gaiolas) colocadagamverti
sobre placas de acrilico (12 cm de diametro). Posteriormente, o0s tratamentos
(formulacdes) (atrativo alimentar + isola@ti, Btk, Btoou Bc) foram fornecidos via

capilaridade mediante auxilio de tubos tigppendorfestéril perfurado na sua
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extremida@ e acoplando na parte superior das gaiolas de modo que 0s insetos tivessem
a possibilidade de alimentae dos atrativos sem haver o contato com os tratamentos.
Como controle negativo (testemunha) os insetos foram alimentados somente com o
atrativo alimetar (suco de uva 50%, melaco de cdeaclUcar 7% ou proteina
hidrolisada 7% 24h respectivamente, para cada formulac@o.delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 20 repeti¢cdes por tratamento, com cada
repeticio composta por dois casatstalizando 80 insetos por tratamento. A
mortalidade dos insetos foram registradas as 24, 48, 72, 96 120, 144 e 168 Horas Apos
a Exposicao dos tratamentos (HAE). Foram considerados mortos, 0os insetos que néo
apresentam reacdo ao toque de um pincel deapbna. A mortalidade de cada
tratamento (atrativo alimentar + isola@ti, Btk, Btoou Bc) foram corrigidos com o
respectivo atrativo alimentar (controle negativo) de cada formulacdo, com auxilio da

formula de Hedersoet al (1955).

Determinacdo da Carentracao Letal (CL) e Tempo letal médio (TL) sobre adultos de
Z. indianus

Para a estimativa das concentracfes Letais (CLyo(€CLlgg) necessaria para matar
50% e 90% das moscas, foram testadas (seis concentracées) variafidd e
UFC.mL 7] a [1x10® UFC.mL"] de cada isolad®ti, Btk, Btoe Bc, as quais foram
misturadas nos atrativos alimentares suco de uva 50%, melaco etecauear 7% e
proteina hidrolisada 7%. Os procedimentos e critérios de exposi¢cao foram idénticos nos
bioensaios de toxicidi, no entanto, o tempo de avaliacdo utilizado para as estimativas
dos valores de CLs foi de 168 HAE dos tratamentos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro repeticbes de 20 mascas8() para cada

concentracdo testada & 480). Para a determinacdo dos valores degp Ttempo



178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

53

necessario para matar 50% da populacdo testada) foram utilizados os dados de 12, 24,

48, 72, 96 120, 144 e 168 HAE dos tratamentos.

Efeito subletal de isolados bacterianos sobre Z. indianus

Foram utilizados os valores de gddo isoladoBto, considerado o isolado bacteriano
com maior atividade téxica sobre adultosZdendianusaté 168 HAE dos tratamentos,
determinadas nos bioensaios de curva de concentracao resposta. Addltoxl@dmus
com 8 dias,privados da alimentacdo p8rhoras, foram acondicionados em gaiolas
plasticas (m casal por gaiola) conforme descrito anteriormente. Posteriormente, 0s
insetos foram alimentados com formulagbes (tratamentos) compostas pelos atrativos
alimentares suco deva 50%, melaco de catle-acUcar 7% ou proteina hidrolisada 7%
em mistura com o isoladBto (CLgp) no periodo d&4 horasComo controle negativo
foram utilizados atrativos alimentares sem a presencBt@leOs tratamentos foram
fornecidos via capilaridadeom auxilio de tubos tip@ppendorfestéril, conforme
descrito anteriormente. Decorrido esse tempo, os tratamentos foram removidas e o0s
insetos foram alimentados com dieta artificial composta por agucar cristal, levedura de
cerveja(Bionis® BIONIS® YE MFe NS)e germe de trigo na proporgédo de 3:1:1,
fornecida em placas de acrilico (3 cm de diametro) conforme descrito por étuales
(2013). Como substrato de oviposicao, frutos artificiais, preparados a partir de agar
bacteriologico (Didmica) (19 g), geléina de framboesgdNeilar ®) (10 g), metil
parabeno (Nipagfy 8 mL; 0,8 g dissolvido em 8 mL de alcool etilico absoluto a
99,9%) e agua destilada (850 mL), conforme proposto por Schlesea¢(2017),
foram colocados no interior da gaiola e trocadosalizente até a morte da fémeéa.
delineamento experimental foi inteiramente casualizado 2@roasais por tratamento

(concentracédo), sendo cada repeticdo composta por 1 casdl dwlianus Os
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parametros bioldgicos avaliados forafecundidade total (nume total de ovos
ovipositados pelas fémeas @ indianus ao longo da vida) e viabilidade (%)
embrionaria. A fecundidade total foi determinada mediardensgagem do namero de

ovos colocados nos frutos artificiais por dia com auxilio de microscépio estépém

(40 x). Para calculo da viabilidade embrionéria (%), ovos obtidos da segunda postura de
cada casal foram contados e armazenados em placas de Petri (8 cm de diametro) sobre
uma mistura de agdigua a 2% e fechados na parte superior com a respttipa e
acondicionados em sala climatizada (Temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa 70 *
10% e fotofase 12h). Decorrido trés dias, periodo necessario para ocorrer a ecloséo, as

larvas foram contabilizadas com auxilio microscopio estereoscopico (40 x).

Toxicidade dos tratamentos ativos em T. anastreptRevindemmiae

Para avaliar a seletividade dos tratamentos mais ativos sobre os paraditdides
anastrephaee P. vindemmiagos insetos foram submetidos a bioensaio de ingestédo
conforme descrito anterioente por um periodo de 24 horas. Os tratamentos foram
compostos pelas formulagdes dos atrativos alimentares suco de uva 50%, melago de
canade-aglcar 7% e proteina hidrolisada 7% + isoldBim (valores de Cio
determinadas no bioensaio de curvas de coragd resposta). Como controle
negativo foi utilizado os respectivos atrativos alimentares sem a preserigt. de
Adultos deT. anastrephae P. vindemmiae&om até 24 horas de idade, provenientes da
criacdo de manutencéao e privados de alimentaca8 lpaas, foram acondicionados no
interior de gaiolas plasticas (100 mL) (10 casais por gaiola) conforme descrito acima.
ApoOs 24 horas de alimentacéo, os tratamentos foram removidos e os insetos alimentados
com mel puro. A mortalidade dos insetos foi avaliada 168 HAE dos tratamentos,

utilizando os mesmos critérios de avaliacdo usados para adultds iddianus O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 repeticdes, sendo cada

repeticdo composta pdrO casais d&. anastrephaeu P. vinckemmiagn = 60).

Dados analsados

Modelos lineares generalizados (glm) de distribuicdes foram utilizados para as
andlises das variaveis estudadas (Neketeral 1972). A verificagdo do ajuste de
qualidade foi realizada através das probabilidades dagredimiregular com envelope
de simulacdo (Hindeet al 1998). Quando foram detectadas diferencas significativas
entre os tratamentos, comparagdes multiplas (teste de Tukey, P < 0,05) foram realizadas
utilizando a funcéo glht Multicomp, com ajuste dos edode p. Nos bioensaios para
avaliar o efeito subletal sobre adultos Zleindianus(fecundidade total e viabilidade
embrionéria)os dados foram submetidos ao teste t a 5% de significaimilas as
andlises foram realizadas utilizando o software estatistR" versdo 2.15.1 (R
Development Core Team 2012).

Um modelo binomial com uma funcéo de ligacao-ltwy complementar (modelo
gompit) foi usado para estimar as concentracdes letaigy (ELCLyg) usando o
Procedimento de Probit no pacote de softwareisstat SAS versdo 9.2 (SAS Institute
2011). Finalmente, o tempo letal médio §j)Lfoi estimado pelo método proposto por

Throneet al (1995).

Resultados
Adultos deZ. indianusapresentaram alta suscetibilidade aos isol&ilp®Btk, Bc e
Bto em bioensaiale ingestdo quando em misturas com os atrativos alimentares suco de

uva 50%, melaco de ca@aglcar 7% e proteina hidrolisada 7% (Figura 1 A, B e C).
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253 Contudo, para todos os tratamentos (atrativos alimentares + isBi&ad®8t, Bc ou Bto)

254  houve um acréscimsignificativo P > 0,05) na mortalidade dos insetos ao longo do
255 tempo. Entretanto, apenas o isold®ko quando em mistura com ambos os atrativos
256 estudados (suco de uva 50%, melaco de-darsglcar 7%e proteina hidrolisada 7%)
257 proporcionoul00% damortdidade dos adultos dg. indianus as 168horas apoés a
258 exposicao aosratamentos (Figura 1A, B e C), sendo superior estatisticamirie (
259 0,05) dos isolado8ti, Btk e Bc que proporcionaram mortalidade entre 70 e 80% no
260 mesmo periodo de avaliacdo quandoreistura com 0s mesmos atrativos alimentares
261 (Figura 1A, B e C).

262 Com base nas estimativas das curvas conceniragposta, a toxicidade dos
263 isolados bacterianoBti, Btk, Bc e Bto proporcionaram valores de §glsimilares em
264 UFC.ml' 'quando comparados isdamente dentro de cada atrativo alime(gaco de
265 uva 50%, melaco de cad@-acucar 7%e proteina hidrolisada 7%) as 168 HAE dos
266 tratamentos (Tabela 1). Para\adores de Cig foi verificado que todos os isolados
267 bacterianos testados apresentaramsagr® nas UF@nl' ‘quando em mistura com os
268 atrativos alimentares (Tabela 1). Em relacaceagpo letal médio (Tde) € com base na
269 sobreposicdo dos intervalos de confianca (IC), os isol&tipsBtk, Bc e Bto em
270 formulacé&o com os atrativos suco de uva 50%, melaco dedesawaicar 7% e proteina
271 hidrolisada 7% néo diferiram entre si, sendo os valores de TL variando de 32,63 a 73,31
272 horas (Tabela 2).

273 Ao avaliar o efeito subletal utilizando valores de,§(8 x 102, 4 x 10*e 8 x 10°

274 UFC ml 1), determinadas no bioensale curva de concentracdo resposta, em mistura
275 com os atrativos suco de uva 50%, melaco de-defagucar 7% e proteina hidrolisada
276 7%, respectivamente, foi verificado que ocorreu uma reducéao significativa dd-47% (

277 3,31;t>0,05), 51%(F = 6,54;t > 0,06) e 40%(F = 7,11;t > 0,05)no numero total de
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ovos por fémeas dé. indianusem frutos artificiais ao longo do periodo de oviposicéo
quando comparado com fémeas expostas a alimentacdo nos respectivos atrativos
alimentares sem a presenca B® (Figura ). Da mesma forma, a viabilidade
embrionaria foi significativamente menor (35% = 3,31;t > 0,05; 56% F = 6,54;t >
0,05 e 57% F = 7,11;t > 0,05) em ovos provenientes de fémeas Aleindianus
expostas a alimentacao nas formulagdes contendo sun@ &%, melaco de caiole-
acucar 7% e proteina hidrolisada 79Btb, respectivamente, quando comparado com
fémeas alimentadas somente com o respectivo atrativo alimentar (Figura 2B).

Em relacdo ao efeito sobre adultosTdenastrephae P. vindemmiagem bioensaio
de ingestao, utilizando valores de ggdo isoladoBto em misturas com suco de uva
50%, melaco de carde-acucar e proteina hidrolisada 7%, foi verificado que ambas as
misturas proporcionaram mortalidade inferior a 20% até 168 HAE, sendarsmnil
estatisticamente (t = 0.05) aos tratamentos contendo somente os atrativos alimentares

(Figura 3).

Discussao

Nosso objetivo foi determinar d8. thuringiensispoderia causar mortalidade de
adultos deZ. indianusquando em mistura com diferentes @@ alimentares em
bioensaio de ingestédo. Frente os resultados, foi verificado que a mortalidade dos insetos
expostos a alimentacdo por 24 horas nos isolBtip8tk, Bc e Bto foi dependente da
concentracdo e do tempo de avaliagdo, contudo, apresentemaomortalidade
expressiva a partir das 72 HAEigura 1)

Os isolados bacterianos utilizados no presente estudoyegué#aram na maior
mortalidade de adultos @ indianus também apresentaram elevada toxicidade sobre

adultos deA. fraterculus em mistura com os atratvosiBo AnastrephaE 3%
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303 CeraTrapE 1 et5aP2018)Mms demais isolad@i, Bc e Btk apresentaram

304 uma mortalidade de adultos (mortalidade de aproximadamente 80%) considerada
305 satisfatoria, mesmo sendo inferior significativamentando comparado com o isolado

306 mais ativo Bto). Estas diferencas dentro dos diferentes isoladoBtdguando em

307 misturas com 0S mesmos atrativos alimentares (suco de uva 50%, melaco-de cana
308 acucar 7% e proteina hidrolisada 7%) podem estar relacioda@aimbilidade genética

309 presente nos isolados Bethuringiensisuma vez com os isolados Bepodem abrigar

310 diferentestoxinas Cry que podem ser ativas sobre o alvo de controle, conforme
311 verificado no isolado dBtk (toxinas crylAa, Ab, Ac, cry2Aa eAb) (Crickmoreet al

312 2015). Frente a isso, estudos moleculares devem ser realadogientificar quais

313 toxinas sao expressas pelos isolados com base nos modelos propostos pet Slauka
314 (2014).

315 Além de proporcionar elevada toxicidade sobre adultes delianus o isoladoBto,

316 considerado em nosso estudo o mais ativo em um menor periodo de tempo, também
317 afetou negativamente a fecundidade das fémeas e a viabilidade embrionaria de ovos
318 ovipositados por fémeas que ingeriram as misturas contendo atktnentar +Bto,

319 utilizando os valores d8Lgo (8 x 10°, 4 x 10 e 8 x 107 UFC.ml ! suco de uva 50%,

320 melaco de candeacucar 7% e proteina hidrolisada 7%, respectivameD&gjtro de

321 um programale MIP a reducéo da fecundidade é considerada benéfica devido ao efeito
322 negativo sobre a dinamica populacional dos insetos nas gefattdas (Kogan,1998,

323 Zahiriet al2009.

324 Além disso, produtos que diminuem a oviposicdo, podem reduzir a procura das
325 fémeas pela oviposicdo e desta maneira reduzir a incidéncia de rupturas dos tecidos dos
326 frutos. Este fato pode reduzir a infestacdo de patig) (fungos e bactérias) que

327 aumentam o0s processos de deterioracdo dos frutos como observado em morango
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(Bernardiet al2017). Apesar de poucos estudos avaliarem o efeito subletal da ingestao
de Bt por adultos de espécies de diptekdgsca domesticéZimmer et al 2013), o
resultado encontrado em nosso trabalho serve de modelo para avaliar os efeitos sobre
outras espécies de moscas de importancia agricola para a fruticultura do pafs como
fraterculus C. capitatae D. suzukii

Em adigao, o isoladBto nosvalores deCLgo (8 x 10°, 4 x 10''e 8 x 1FUFC.mf }
suco de uva 50%, melaco de caleeacucar 7% e proteina hidrolisada 7%,
respectivamentesausaram baixa mortalidade aos parasitoides pUpasastrephae
P. vindemmiag constituindo uma ferramenta promissora e compativel com futuros
programas de curole biolégico deZ. indianuse D. suzukij uma vez com que as duas
espécies de parasitoides foram encontradas parasitando puparios dessegrauaetos
no Brasil (Wollmanret al2016, Andreazzat al2017).

Frente a falta de alternativgsara o manejade Z. indianusno Brasil, nossos
resultados demonstraram a potencialidade de ug& tluringiensisem misturas com
atrativos alimentares, principalmente, para a formulacdes de iscas toxicas, assim como,
preconizado para a supressao populacionahdaterculuse C. capitata(Bottonet al
2016, Baronioet al 2018). Embora os resultados verificados foram obtidos em
condicbes ambientais controladas, novos estudos devem ser realizados a campo para
verificar a toxicidade dessas formulagbes ao longo dodesup diferentes condigbes
térmicas e de luminosidade, fatoesses que podem acelerar a degradacéo dos isolados
bacterianos e perder a toxicidaddayrozidiset al 2000, Zmmer et al 2005, Molinaet
al 2010). Da mesma formdeterminar o tipo de endoterd produzida pelos isolados de
B. thuringiensis para verificar qual toxina promove maior efeito toxico sobre o alvo de

controle e, com ajuda das técnicas de clonagem, multiplicar somente a toxina de
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interesse para a formulacdes de produtos biol6gicoems para 0 manejo dé

indianusque podem contribuir para reduzir as perdas nos campos de producao.
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479 Tabela 1.Estimativa (Clsge Clgoi UFC.mf j de isolados bacterianos em adultoZdprionus indianusjuando em misturas com diferentes
480 atrativos alimentares até 168 horas apds a exposicao.

481
Tempo de , Coeficiente a b 2 d
Exposicao (h) Atrativo Isolado Angular + EP CLso CLoo G g.l
Bi 3.11+0.22 40 x 10° 15,6 x 10° 3.2 5
Btk 2.04 +0.47 4 x 10° 12 x 10" 9.9 5
[0)
168 Suco de uva 80% Bc 1.17 +0.16 320 x 10° 4 x 104 6.5 5
Bto 2.11+0.14 80 x 10° 8 x 10%° 9.3 5
Bti 2.11+0.15 40 x 10° 4 x 10 7.2 5
Btk 3.04+0.11 4 x 10° 320 x 10% 8.2 5
0]
168 Melago de cana a 7% Bc 217+0.14 240 x 10 4 x 10° 46 5
Bto 2.36 £ 0.21 80 x 10° 4 x 10 7.3 5
Bti 2.75+0.12 40 x 10° 15,6 x 10 8.2 5
L Btk 2.04 +0.47 4 x 10° 12 x 10% 6.1 5
0,
168 Proteina hidrolisada 7% Bc 217 +0.35 240 x 10 4 x 10 6.7 5
Bto 2.03+0.22 80 x 10° 8 x 10% 7.3 5
482 *PLCspe LGy concentracéo de isolados bacterianos (f)F@cessario para matar 50% ou 90% de addlioslianus®c 2 : v agliadrado;q u i

483 Yg.l.: graus de liberdade.

484
485

486
487

488



489

490 Tabela 2 Estimativa do tempo letal mediano bem horas) e do intervalo de confianca (IC) dos isolados bacterianos para addtos de

491 indianusutilizando a maxima concentracéo testad®’#010* de cada isolado bacteriano.

67

Tretamentos Isolado n A%Zﬁ{:;ingP TLso (IC 95%Y G~ g.l.c

Bt 475 3.74+0.12 58.42 (35.44 67.84) 4.80 4

Suco de Uva a 50% Btk 510 2.55 + 0.44 73.31 (55.17 97.84) 8.52 4
Bc 485 2.76 +0.30 56.27 (46.37 63.11) 5.02 4

Bto 480 2.07 +0.41 34.36 (29.17 51.18) 7.59 4

Bti 475 2.89+0.15 69.15 (55.29 87.14) 7.97 4

Btk 500 3.11+0.33 72.20 (65.28 82.89) 8.30 4

Melago de candeacucam 7% 5 485 2.44 +0.12 61.10 (50.17 53.07) 10.14 4
Bto 480 2.68 +0.41 39.74 (21.20 59.21) 5.23 4

Bt 500 3.46 + 0.33 5544 (49.201 61.20) 8.08 4

o Btk 490 3.80 +0.33 52.31 (28.37 62.14) 9.67 4
Proteina hidrolisada 7% Bc 480 3.66 + 0.32 60.12 (55.17 62.32) 7.1 4
Bto 500 3.13 + 0.24 32.63 (25.88 59.09) 8.2 4

492 n= Numero de insetos testados;

493 ®TLso: tempo requerido para 50% de mortalidadea adultos d&. indianusdepois da exposicido ao tratamen@;intervalo de confianca

494 para 95% erro de probabilidade; 2 :

v a l-quadradb®y.l.;: graus de liberdade
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Médias seguidas de letras diferentes minusculas (dentro do mesmo isolado bacteriano e tempo
de avaliagcdo e) e mailuscula (para@mo isolado bacteriano no decorrer do tempo) indicam

diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste Tukey, p <0,05).

A 140

—
o
(=}
=

Fecundidade média total
(3] Py (=)} oo 5
o & o & & 3
- 7
-U
[
-U

gl W sle &
;7“ x% pb&(\ x‘b ¥ xQ)
& sl & olo P ole
o %Q K9 A RS
ob & ot db-‘ B &
A N ‘%‘b’
N a 9) N RS
& ® & & > S
N & ol & xS
QQ 5@ & @‘ A
S o IS ] <&
¥ o ¢
S
W s ]
N
&
Tratamentos
B 100 - a
a a
80
S
= 60 b
Q
2 b
=]
£ 40 b
&
) I
O {
sle O olo O ole O
9 o A Q> o
q;: Q\OX \Q‘é Q\Gx ‘bsb e\ﬂx
2 o & A ¥
- L e >
& > & S RS ¥
O & IS Y & .
= ¥ & o S N
¥ &db t’e: *@"\Q @
& cPE} é{b *1‘0 &Qﬁ
¥ be‘g &
W &5 ¢
AR
@‘Za

Tratamentos

Figura 2. (A) Fecundidade total e (B) viabilidade de ovos ZLaprionus indianusem
bioensaios de ingestéo.

Médias seguids por letras minusculas distintas nas colunas (grupos) diferiram
significativamente entre si pelo test®t 0,05).
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Figura 3. Mortalidade (%)(x Erro padréo) ddrichopria anastrephae Pachycrepoideus
vindemmiaeté 168 horas ap0s a exposicaotdammentogm bioensaio de ingestédo

"S n&o significativapelo teste tR < 0,05).
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Conclusdes gerais

O extrato etandlico a base de sementes de A. mucosa proporciona alta
mortalidade em Z. indanus em bioensaio de ingestéo e aplicacéo topica,

A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica e o inseticida a base de Azadiractina
indca( AzamaxE 1,2 EC) apresentam efeito de r e
de Z. indianus, assim como, elevado efeito ovicida;

A.mucosa, AzamaxE 1,2 &Cee2PDeEewWG afetam neg:
infestagé@o de Z. indianus a campo;

O inseticida DelegateE 250 WG apresenta
Z. indanus em bioensaio de ingestéo e aplicacao tépica;

Os isolados bacterianos Bto, Bti, Btk e Bc em mistura com os atrativos
alimentares suco de uva 50%, melaco de cana-de-acUcar 7% e proteina hidrolisada
7% apresentam elevada toxicidade sobre adultos de Z. indianus em bioensaio de
ingestao.

O isolado bacteriano Bto em mistura com os atrativos alimentares suco de uva
50%, melaco de cana-de-agUcar 7% e proteina hidrolisada 7% proporciona uma
maior toxicidade em um menor periodo de tempo quando comparado com os demais

isolados bacterianos;
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O isolado bacteriano Bto em mistura com os atrativos alimentares suco de uva
50%, melaco de cana-de-acucar 7% e proteina hidrolisada 7% ndo apresentam
toxicidade sobre adultos de T. anastrephae e P. vindemmiae em bioensaio de
ingestao;

Fémeas de Z. indianus apresentam menor fecundidade e viabilidade

embrionaria apos a ingestao de Bto + atrativos alimentares.






