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Resumo

MARTINS, Liliane Nachtigall. Toxicidade e compatibilidade fisico-quimica de
misturas de inseticidas botanicos a base de limonoides e reguladores de
crescimento de origem sintética a Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) 2021. 120f. Tese (Doutorado em Fitossanidade) — Programa de Poés-
graduacdo em Fitossanidade, FAEM, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2021.

O Brasil € considerado um dos maiores produtores de milho (Zea mays) do mundo.
Um dos principais desafios a cada safra esta relacionado com o manejo da
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797). Este fato tem aumentado nos ultimos anos
devido a rapida evolucédo da resisténcia da praga a diferentes inseticidas quimicos e
plantas Bt. Frente a isso, cada vez mais estdo sendo estudadas e avaliadas novas
alternativas ou produtos para tentar viabilizar o manejo da espécie a campo, dando
énfase a alternativa sustentaveis e de menor impacto ambiental. O presente estudo
visou caracterizar o teor de azadiractina de diferentes formulagces comerciais de
inseticidas a base de nim (Azamax®, Agroneem®, Azact® e Fitoneem®) e avaliar a
compatibilidade fisica e quimica e a toxicidade com inseticidas reguladores de
crescimento (IRCs) (Certero®, Intrepid®, Mach® e Mimic®) quando utilizados em
misturas sobre lagartas de S. frugiperda em laboratério e campo. Mediante
bioensaios de ingestdo em dieta artificial, todas as formulagbes de nim avaliadas
ocasionaram significativa toxicidade letal sobre lagartas neonatas de S. frugiperda.
O Azamax® e Agroneem® foram os produtos que proporcionaram as maiores
mortalidades (mortalidade larval > 70%) apds 168 horas de exposicdo. Porém, tais
niveis de mortalidade foram inferiores ao observado (98,9%) no controle positivo
(Inseticida Premio® - clorantraniliprole 200 g.L™). Além do mais, todas as
formulacbes comerciais de base de nim proporcionaram elevada inibicdo do
desenvolvimento larval. De acordo com o perfil quimico, foi verificado que o
Azamax® foi o produto que apresentou o maior teor de azadiractina (3,94 g kg™) em
relacdo as demais formulagbes. Ao avaliar os parametros biologicos de S.
frugiperda, foi observado um efeito subletal significativo na duracéo e viabilidade da
fase larval e periodo ovo-adulto, peso larval aos 7 dias, peso de pupas com 24 h de
idade, duracdo dos periodos de pré-oviposicdo e oviposi¢cdo e fecundidade total
guando utilizado as concentracdes letais (CLys ou Clsp) dos inseticidas IRCs e a
base de limonoides incorporado a dieta. Fato que afetou diretamente os parametros
da tabela de vida de fertilidade. Em bioensaios de misturas de inseticidas, todas as
combinag¢des dos quatro IRCs as quatro formulacdes a base de derivados de nim
apresentaram uma reducdo significativa do pH da calda e um incremento
significativo da condutividade elétrica. Porém, todas as combinagcdes testadas
apresentaram comportamento de estabilidade de calda semelhante quando foram
preparadas somente com agua, o que demonstra sua compatibilidade fisica. Além
disso, em bioensaios de laboratorio e campo, as misturas de IRCs com formulacdes



a base de limonoides apresentaram efeito de sinergismo no manejo de S. frugiperda.
Frente os resultados alcancados, a utilizacdo de IRCs e formulagbes a base de
derivados de nim de forma isolada ou combinada apresentaram efeitos letais e
subletais sobre S. frugiperda, constituindo-se em promissores alternativas de manejo
da praga, aliando eficacia de controle e aspectos importantes para os programas de
manejo integrado.

Palavras-chave: Manejo Integrado de Pragas; Lagarta-do-cartucho; Manejo da
Resisténcia; azadiractina, benzoilureia, diacilhidrazina



Abstract

MARTINS, Liliane Nachtigall. Toxicity and physicochemical compatibility of
mixtures of botanical insecticides based on limonoids and growth regulators of
synthetic origin to Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) 2021. 120s.
Thesis Postgraduate Program in Plant protection, FAEM, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2021.

The Brazil is considered one of the largest corn (Zea mays) producers in the world.
One of the main challenges for each crop is related to the management of
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797). This fact has increased in recent years
due to the rapid evolution of pest resistance to different chemical insecticides and Bt
plants. Faced with this, new alternatives or products are increasingly being studied
and evaluated to try to enable the management of the species in the field,
emphasizing sustainable alternatives with less environmental impact. The present
study aimed to characterize the azadirachtin content of different commercial
formulations of neem-based insecticides (Azamax®, Agroneem® Azact® and
Fitoneem®) and evaluate the physical and chemical compatibility and toxicity with
growth regulating insecticides (IRCs) (Certero®, Intrepid®, Mach® and Mimic®) when
used in mixtures on S. frugiperda larvae in laboratory and field. Through bioassays of
ingestion in artificial diet, all neem formulations evaluated caused significant lethal
toxicity on S. frugiperda larvae. Azamax® and Agroneem® were the products that
provided the highest mortality (larval mortality > 70%) after 168 hours of exposure.
However, such mortality levels were lower than that observed (98.9%) in the positive
control (Insecticide Premio® - chlorantraniliprole 200 g.L™). Furthermore, all
commercial neem-based formulations provided high inhibition of larval development.
According to the chemical profile, it was verified that Azamax® was the product that
presented the highest azadirachtin content (3.94 g kg™) in relation to the other
formulations. When evaluating the biological parameters of S. frugiperda, a
significant sublethal effect was observed on the duration and viability of the larval
stage and egg-adult period, larval weight at 7 days, weight of pupae until 24-hour,
duration, oviposition period, and total fecundity when using lethal concentrations
(LC2s or LCsp) of IRC insecticides and limonoid-based incorporated into the diet. This
fact that directly affected the parameters of the fertility life table. In bioassays of
mixtures of insecticides, all combinations of the four IRCs and the four formulations
based on neem derivatives showed a significant reduction in syrup pH and a
significant increase in electrical conductivity. However, all tested combinations
showed similar grout stability behavior when they were prepared with water only,
which demonstrates their physical compatibility. Furthermore, in laboratory and field
bioassays, mixtures of IRCs with formulations based on limonoids showed a
synergistic effect in the management of S. frugiperda. In view of the results achieved,
the use of IRCs and formulations based on neem derivatives, alone or in



combination, presented lethal and sublethal effects on S. frugiperda, constituting
promising alternatives for the pest, combining control efficacy and selectivity,
important aspects for integrated management programs.

Keywords:. Integrated Pest Management; The fall armyworm; Resistance
Management; azadiractina; benzoilureia; diacilhidrazin.
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1 Introducéo

Os agrotoxicos passaram a ser mais intensamente utilizados na agricultura na
era denominada “Revolugdo Verde” na segunda metade do século XX, onde a
producdo de alimentos estava em expansdo devido ao aumento da populagéo
mundial (ANDRADES; GANIMI, 2007). Logo, tornaram-se uma alternativa para
conter a proliferagdo de insetos-praga, doencas e plantas daninhas nas lavouras
(SERRA et al., 2016). Atualmente, o Brasil é considerado o maior consumidor de
agrotoxicos do mundo (VALADARES; ALVEZ; GALIZA, 2020).

Entretanto, com a expanséao e exploracdo da pratica agricola em ambientes
rurais os problemas fitossanitarios, como as plantas daninhas, as doencas causadas
por microorganismos e 0s insetos com status de praga, tornaram-se cada vez mais
frequentes, logo, estima-se que somente o0s artropodes considerados pragas
causem perdas anuais de US$ 12 bilhdes para a economia brasileira (RANGEL,
2015). As potenciais perdas de producdo pela acdo de artropodes-praga se tornam
principalmente elevadas em culturas conduzidas sob condic¢des climéticas tropicais e
subtropicais, junto a diversos outros cultivos em esquema de sucessao ou rotacao,
em grande escala, aumentando a disponibilidade de alimentos para a sobrevivéncia
das pragas (pontes-verdes) (OERKE, 2006; BUENO et al., 2012; FATORETTO et al.,
2017), como é o caso do milho (Zea mays L.) no Brasil e nas Américas. Dentro deste
cenario agricola, destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith 1797) (Lepidoptera:Noctuidae), considerada a espécie mais destrutiva da
cultura do milho (CRUZ et al., 2012), mas que também ocasiona danos no algodao
(Gossypium hirsutum L.) (SANTOS et al., 2003), arroz (Oryza sativa) (BOTTON et
al., 1998), sorgo (Sorghun spp.), (CORTEZ; WAQUIL, 1997), trigo (Triticum spp.)
(TAKAHASHI; NAKANO; OSI, 1980) e soja (Glycine max L.) (BARROS et al., 2010).

Para o manejo da lagarta-do-cartucho, o controle quimico é considerado a
principal estratégia de manejo da praga no Brasil. Contudo, devido ao uso
generalizado de inseticidas, por muitas vezes de forma indiscriminada (sem
considerar o nivel de dano da praga ou aplicados por calendario), contribuiu para a
evolucdo da resisténcia de S. frugiperda aos principais inseticidas utilizados para

seu controle, dificultando ainda mais o0 manejo desta praga no milho, de acordo com
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o (Insecticide Resistance Action Committee (IRAC), com mais de 20 ingredientes
ativos apresentam relatos de resisténcia em S. frugiperda em todo mundo
(ARTHROPOD PESTICIDE RESISTANCE DATABASE, 2021). No Brasil, foram
reportados casos de resisténcia de S. frugiperda a lambda-cialotrina (DIEZ-
RODRIGUEZ; OMOTO, 2001), clorpirifés (CARVALHO et al., 2013), lufenuron
(NASCIMENTO et al., 2016), espinosade (OKUMA et al., 2018) e diamidas (BOLZAN
et al., 2019).

Para minimizar esse problema, o manejo por ataque mudultiplo mediante a
mistura de inseticidas em tanque pode ser uma alternativa promissora para o
manejo da praga, desde que ndo ocorra a prevaléncia de resisténcia cruzada entre
os inseticidas utilizados na mistura (GEORGHIOU, 1983). A mistura em tanque (MT)
€ definida como a associacdo de pesticidas, onde a calda formulada é
homogeneizada e disponibilizada em sistemas de pulverizacdo para o aplicador,
comumente utilizada com fins de reducdo de custos de combustivel, tempo de
disponibilidade do aplicador, entradas na lavoura, compactacdo no solo e
quantidade de agua (GUIMARAES, 2014; GAZZIERO, 2015). No entanto, um dos
principais principios da MT é a busca pela compatibilidade e a eficiéncia (toxicidade)
dos produtos sobre o alvo de controle (REFFSTRUP et al.,, 2010; PETER et al.,
2013). Esta pratica agricola ndo € uma exclusividade da agricultura brasileira, uma
vez com gue € muito usada também em paises como Alemanha, Franc¢a, Holanda e
EUA (SCHREINER et al, 2016). Embora estudos demonstrem resultados
promissores no manejo de pragas a partir da aplicacdo de inseticidas em misturas
em tanque, devido aos efeitos sinérgico ou aditivo sobre a praga alvo (QUEIROZ et
al., 2008; REFFSTRUP et al., 2010; CLOYD, 2011; SIRVI et al., 2013; ZAHID et al.,
2016), este procedimento também pode proporcionar efeitos antagénicos,
diminuindo a eficiéncia dos produtos sobre os artropodes (IKEDA, 2013; PETER et
al.,, 2013; BHAN et al., 2015). Desta forma, conhecer aspectos da exposicao
conjunta de produtos sobre a praga alvo, assim como as concentracdes das
misturas dos produtos torna-se indispensavel para obter o sucesso no manejo
(KRAUSE, 2014; GANDINI et al., 2020).

Frente a isso, a busca por formulagbes ecologicamente mais seguras e
sustentaveis, com potencial de menor toxicidade aos organismos nao alvo, torna-se
cada vez mais importante para a agricultura (PAVELA, 2007; DAYAN; CANTRELL;
DUKE et al., 2009; HONG et al., 2013; ANBALAGAN et al., 2014.), principalmente,
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visando produtos que apresentam modo de acgdo distintos dos inseticidas
tradicionalmente usados no manejo de S. frugiperda (RAFFA; PRIESTER, 1985).

Para o manejo de S. frugiperda, os inseticidas reguladores de crescimento de
Insetos (IRCs) sdo caracterizados de menor toxicidade sobre o Telenomus remus
Nixon, 1937 (Hymenoptera: Platygastridae), considerado o parasitoide de ovos mais
promissor para o manejo da lagarta-do-cartucho a campo (POMARI et al., 2012;
VIEIRA et al.,, 2017; POMARI-FERNANDES et al., 2018). Outra estratégia para
programas de Manejo lintegrado de Pragas (MIP) é a utilizacdo de produtos
derivados de neem (Azadirachta indica Juss), que possuem como 0S principais
constituintes os triterpenos (limonoides), com destaque para a azadiractina que
ocasiona efeito de controle em 90% das pragas (CAMPOS et al., 2016). Estudos tém
demonstrado que a utilizacdo de inseticidas a base de azadiratina pode ser uma
alternativa para o manejo de S. frugiperda (VIANA; PRATES 2003; CABODEVILLA
et al.,, 2011; CAMPOS; BOICA JR, 2012; LIMA et al.,, 2010; ROEL et al., 2010;
DUARTE et al., 2019, 2020). Este composto além de proporcionar efeitos téxico
direto (mortalidade) sobre a praga, também pode ocasiona efeito indireto, como
inibicdo da alimentacéo, distdrbios hormonais o que pode interromper 0S processos
de muda nos estagios juvenis e promover alteracdo no desenvolvimento e
reproducdo na fase adulta (WILPS et al., 1992; MORDUE; BLACKWELL,
1993; BRAHMACHARI, 2004; QIAO et al., 2014). Além do mais, podem apresentar
baixa toxicidade sobre inimigos naturais (OLIVEIRA; PRATISSOLI; BUENO, 2003;
GONCALVES-GERVASIO; VENDRAMIM, 2004, HOHMANN; SILVA; NOVAES,
2010), o que € um fator de suma importancia para as estratégias do MIP.

Diante deste cenario a Instrucdo Normativa n° 40, de 11 de outubro de 2018,
permite no Brasil a mistura em tanque recomendada por Engenheiros agronomos
desde que sejam especificados as recomendacdes oficiais, visando a elabora¢éo da
receita agrondmica em consonancia com as boas praticas agricolas e com as
informac6es cientificas disponiveis (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2018).

Com a possibilidade de misturas de inseticidas para o0 manejo de pragas,
verificar a associacdo de inseticidas de origem botanica e inseticidas sintéticos para
o0 manejo da lagarta-do-cartucho merece destaque especial. Sendo assim, o
presente estudo visou caracterizar o teor de azadiractina de diferentes formulacdes
comerciais de inseticidas a base de nim, avaliar a compatibilidade fisica e quimica e
a toxicidade com inseticidas reguladores de crescimento quando utilizados em

misturas sobre lagartas de S. frugiperda em laboratério e campo.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.01494/full#B54
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.01494/full#B54
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.01494/full#B6
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.01494/full#B69

Artigo 1 - A ser submetido na revista Neotropical Entomology
(Versao em portugués)
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Resumo - O uso de inseticidas botanicos constitui uma alternativa promissora para 0S
programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), sendo os derivados de nim (Azadirachta
indica) os mais difundidos e utilizados, com diferentes formulagGes comerciais disponiveis no
mercado brasileiro. No entanto, resultados inconsistentes tém sido observados em condigdes
de campo, que podem ser decorrentes de variacdes no perfil quimico e nos niveis dos
compostos ativos majoritarios das formulag6es. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o teor
de azadiractina (limonoide majoritario) em quatro formulacdes comerciais a base de
limonoides disponiveis no mercado brasileiro (Agroneem®, Fitoneem®, Azamax® e Azact®) e
comparar a toxicidade letal e subletal para lagartas de Spodoptera frugiperda por meio de
parametros toxicoldgicos. Na concentracdo de 5000 mg kg™, todas as formulacdes testadas
proporcionan significativa toxicidade letal, com destaque para os produtos Azamax® (75,3%)
e Agroneem® (70,8%), que ocasionaram 0s niveis mais elevados de mortalidade larval ap6s
168 horas de exposicdo; porém, tais niveis de mortalidade foram inferiores ao observado
(98,9%) no controle positivo. Além disso, foi determinada a toxicidade letal CLsy para
Agroneem® (1115,3 mg kg?), Fitoneem® (198,3 mg kg?), Azamax® (700,5 mg kg™) e
Azact®(160,5 mg kg™). Assim como, elevada inibicdo do desenvolvimento larval, com uma
concentracdo efetiva (CEsy)) de cada produto (285.4, 110.7, 275.1, 90.5 mg kg*),
respectivamente, foi observada para todas as formulacGes a base de limonoides testadas, sem
diferir significativamente entre elas, com base na comparacdo dos intervalos de confianca
ajustados. Porém, ndo foi verificado relacdo entre o teor de azadiractina em tais formulacdes e
o nivel de toxicidade em lagartas de S. frugiperda. Desta forma, fica evidente que outros
compostos minoritarios desempenham um importante papel na toxicidade global de tais

formulagoes.

Palavras-chave: Inseticidas botanicos, lagarta-do-cartucho, Azadiractina, perfil

cromatografico.
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Introducéo
A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), é
uma praga polifaga [ocorréncia relatada em 353 plantas hospedeiras pertencentes a 76
familias botanicas (Montezano et al 2018)] de importancia econémica em diferentes sistemas
de producdo. No Brasil, destaca-se como praga-chave da cultura do milho (Zea mays L.)
(Cruz et al 2012, Fatoretto et al 2017, Huang, 2020), embora surtos populacionais expressivos
também tenham sido observados em cultivos de soja (Moscardi et al 2012) e pastagens
(Ribeiro et al 2020), entre outras.

As principais estratégias de manejo de S. frugiperda compreendem a utilizacdo de
inseticidas sintéticos (Nascimento et al 2016) e de eventos geneticamente modificados que
expressam proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (ISAAA, 2016). Entretanto, o0 uso
generalizado de inseticidas, por muitas vezes de forma indiscriminada, apresenta riscos
ambientais e toxicoldgicos e contribuiu para a rapida selecdo de populacGes resistentes. Neste
contexto, ja foram descritas no Brasil populacbes de S. frugiperda resistentes a lambda-
cialotrina (Diez-Rodriguez & Omoto 2001), clorpirifés (Carvalho et al 2013), lufenurom
(Nascimento et al 2016), espinosade (Okuma et al 2018) e diamidas (Bolzan et al 2019).
Além disso, a continua pressdo de selecdo condicionada pelos eventos Bt tem culminado na
rapida evolucdo de populacdes resistentes, tanto em eventos simples (Farias et al 2014)
guanto piramidados (Storer et al 2012, Bernardi et al 2015, Omoto et al 2016; Fatoretto et al
2017, Huang, 2020).

Como alternativa ambientalmente mais sustentdvel destacam-se 0s inseticidas
botanicos (Ansante et al 2015, Kamaraj et al 2018, Duarte et al 2019), especialmente
formulacBes a base de derivados de nim (Azadirachta indica A. Juss, Meliaceae). O
principal ingrediente ativo de produtos de nim é o tetranortriterpenoide azadiractina,
composto pertencente ao grupo dos limonoides C-secos (Champagne et al 1992). No

entanto, em 6leos brutos ou extratos semi-purificados podem ocorrer mais de 100
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compostos biologicamente ativos, que atuam, geralmente, de forma sinergistica (Campos et

al 2016).

O limonoide azadiractina € conhecido pelas suas propriedades fagodeterrentes e
acdo reguladora de crescimento sobre varias espécies de artrépodes (Viegas Jr 2003,
Chaudhary et al 2017, Duarte et al 2019). A acdo fagoterrente decorre da agdo nos
quimiorreceptores, acarretando em diminui¢do no ganho de biomassa devido a reducédo na
quantidade de alimento consumido e na eficiéncia de digestdo e de conversdo do alimento
ingerido (Duarte et al 2019). Além disso, esse composto promove a ativacao de um sistema
de degradacdo dos metabolitos toxicos, consumindo energia que seria destinada ao
crescimento corporal (Godfrey 1994, Campos et al 2016, Kamaraj et al 2018).

Vaérios estudos demonstraram que os produtos formulados a base de azadiractina
possuem elevada eficacia contra uma grande diversidade de insetos de importancia
agricola, médica e veterinaria (Prates et al 2003; Reddy & Antwi 2016, Pavlova et al
2017), assim como pode proporcionar efeitos repelente (Mordue (Luntz) & Nisbet 2000) e
fagodeterrente (Kraus 1995, Mordue (Luntz) & Nisbet 2000). Tais efeitos subletais sdo
benéficos para diminuir a densidade populacional das pragas nas culturas a serem
protegidas e afetar negativamente os parametros bioldgicos dos insetos contaminados
(Campos et al 2016, Kamaraj et al 2018). Em adicdo, estudos anteriores verificaram que a
azadiractina tem proporcionado baixa toxicidade aos parasitoides de ovos Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Goncalves-Gervasio & Vendramim
2004, Morandi Filho et al 2006, Lira et al 2011, Gladenucci et al 2020) e Telenomus remus
Nixon (Hymenoptera: Platygastridae) (Silva et al 2016), o principal parasitoides de ovos de
S. frugiperda no Brasil (Pomari et al 2012). Dessa forma, inseticidas botanicos a base de
limonoides de nim podem desempenhar um papel importante no contexto do manejo
integrado de S. frugiperda em diferentes cultivos agricolas, incluindo aqueles de base

organica ou ecoldgica.
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Com a facilitacdo do registro de produtos fitossanitarios para uso na agricultura
organica a partir da promulgacédo do Decreto 6.913, de 23 de julho de 2009 (Brasil 2009) e
da INC n° 1, de 24 de maio de 2011 (Brasil 2011), que trata do registro de produtos com
base em especificacdo de referéncia, varias formulacdes a base de nim estdo sendo lancadas
no mercado brasileiro. No entanto, resultados inconsistentes tém sido observados em
condicdes de campo, que podem ser decorrentes de varia¢des no perfil quimico e nos niveis
dos compostos ativos majoritarios e da qualidade das formulagdes, fato ainda néo

profundamente investigado.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o teor de azadiractina em
quatro formulacGes comerciais a base de nim disponiveis no mercado brasileiro e a

toxicidade sobre S. frugiperda em condi¢des controladas.

Materiais e Métodos

Insetos testados

Os espécimens utilizados no ensaio foram oriundos de uma populacdo de S. frugiperda
coletada em milho ndo-Bt durante a safra 2012/2013 em Mogi Mirim, SP, Brasil (22°28'31"S
e 46°54'21" W). Em laboratério (25 + 2°C, U.R. 60 £+ 10% e fotoperiodo de 12L:12E h), as
lagartas foram mantidas por mais de 25 geracGes em dieta artificial a base de feijdo branco
(Yoki®), gérmen de trigo (Walmon®) e levedura (Biorigem®) (adaptada de Greene et al

1976). Para alimentacdo dos adultos, utilizou-se uma solugéo de mel a 10% (v/v).

FormulagOes comerciais a base nim testadas
Na tabela 1, encontram-se informac@es sobre as quatro formulagdes comerciais a base de nim

(Agroneem®, Fitoneem®, Azamax® e Azact CE®) utilizadas no presente estudo. Tais
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formulacGes foram obtidas em agropecuarias e revendas da regido Oeste de Santa Catarina,

Brasil, e apresentavam diferentes tempos de prateleira (< 8 meses ap0s fabricacao).

Quantificacao do teor de azadiractina nas diferentes formulacdes

O teor de azadiractina nas quatro formulaces comerciais & base de limonoides (Agroneem®,
Fitoneem®, Azamax® e Azact CE®) (Tabela 1) foi realizado no Laboratério de Produtos
Naturais, Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), em
Sdo Carlos, SP, Brasil. Para isso, utilizaram-se 0s seguintes reagentes: Acetonitrila obtida da
VWR Chemicals (LC-MS, PA, USA), metanol (HPLC e LC-MS) e hexano (HPLC) obtidos
da Honeywell (NC, USA) agua ultrapura (Milli-Q, Millipore) e acido férmico (LC-MS,
Fluka, MO, USA).

Solucdo padréo estoque na concentracdo de 60 pg mL™ foi preparada para o padrdo de
azadiractina em metanol, armazenada a temperatura de 4 °C em frasco ambar. A partir da
diluicdo da solucio estoque, foi preparada soluc&o de trabalho na concentracdo de 2 ug mL™,
no mesmo solvente. A partir da solucdo estoque, curvas de calibracdo em quintuplicata foram
preparadas em metanol nas concentracdes de: 0,050; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 pg mL™.
Foram obtidas por regressdo linear as equacdes das retas a partir da relacdo entre as areas dos
analitos e as respectivas concentracdes de calibracdo. Trés niveis de controle de qualidade
foram utilizados (0,060; 0,80 e 1,6 pg mL™) e analisados em quintuplicatas. Para a
quantificacdo das amostras, 25 mg foram solubilizadas em hexano. As amostras foram
submetidas a uma etapa de clean up por extracdo em fase solida. Assim, foram aplicadas em
cartuchos de cianopropil de 100 mg mL™ (Applied Separations) previamente lavados e
condicionados (1 mL de metanol seguido por 5 mL de hexano). Posteriormente, as amostras
foram lavadas com 4 mL de hexano e eluidas do cartucho em metanol (1 mL). Os extratos
foram filtrados em membrana de PTFE de 0,22 pum. Para cada amostra, 100 pL do extrato

foram diluidos em 900 pL de metanol para as amostras Azact CE®, Agroneem® e Fitoneem®.
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Para as amostras de Azamax®, foram utilizados 50 puL em 950 pL de metanol. A concentragdo
do analito nos extratos diluidos foi determinada a partir das curvas de calibracbes e a
concentracdo inicial dos analitos nos extratos foi determinada utilizando-se a seguinte
equacdo: Cinicial = Cailuida™10 € Cinicial = Cailuiga™20 para a amostra Azamax® para determinacao
da concentracdo em pg mL™. Para a concentragio em mg g™ os valores em pg mL™ foram
normalizadas em funcdo da quantidade de massa de amostra inicial. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Para a andlise do teor de azadiractina nas referidas formulag6es utilizou-se um sistema
de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC, Agilent 1290, Agilent Technologies,
CA, USA) hifenado a um sistema do tipo quadrupolo-tempo de voo (Agilent 6545 Q-
TOF/MS) equipado com uma fonte de ionizacao eletrospray (Dual AJS ESI). A coluna C18
Zorbax Eclipse Plus (21x50 mm, 1.8 um, Agilent) foi utilizada como fase estacionaria. A
temperatura do forno da coluna e do autoamostrador foram 45°C e 15°C, respectivamente.
Um gradiente de fluxo constante (0,35 mL min™) combinando o solvente A (4cido férmico
0,1 %/agua) e o solvente B (4cido formico 0,1%/ acetonitrila) foi utilizado nas seguintes
condicdes: 35-65% B (0-6 min), 65-100% B(6-6,10 mim) e 100% B(6,10-8 mim) com post
run de trés minutos. O volume de injecdo foi de 1 pL.

A deteccdo por espectrometria de massas (EM) foi realizada no modo de ion positivo e
tensdo capilar de 3.5 kV. As temperaturas da fonte e de dessolvatacdo foram de 320 e 350°C,
respectivamente. O fluxo do gas de dessolvatacéo foi de 11 L min™ e o fluxo de gas no cone
foi de 8 L min™, com fragmentor de 175V, voltagem do skimmer de 65V e nozzle de 1000V.
Uma rampa de energia de colisdo foi utilizada (20 a 50 V) e os ions m/z 322,0481 e 922,0098
foram selecionados como massas de referéncia para ajuste automatico do Q-TOF/MS. Os
dados foram adquiridos no modo Targeted MS/MS com ions de m/z 703,2650 (azadiractina) e

velocidade de aquisigéo foi de 2 espectra/sec.



199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

27

Bioensaios

Toxicidade comparada de formulacdes comerciais a base de nim sobre Spodoptera
frugiperda

Para triagem inicial, foram testadas as quatro formulacdes comerciais de nim (Agroneems,
Fitoneem®, Azamax® e Azact CE®) (Tabela 1) através de bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial utilizando a concentracdo diagndstica de 5.000 mg kg™. Como controle negativo,
utilizou-se a mesma proporc¢do de agua destilada utilizada na solubilizacdo dos tratamentos,
enquanto que o controle positivo foi constituido pelo inseticida Premio® (clorantraniliprole
200 g L™) (Tabela 1) na dose recomenda para o manejo de S. frugiperda no Brasil. Apés a
incorporacdo dos produtos na dieta (temperatura ~ 50°C), esta foi vertida em placas de ensaio
(Elisa) e mantidas por 12 horas em camara de fluxo laminar, protegidas da luz, para
evaporacdo do excesso de umidade. Decorrido esse periodo, cada célula foi inoculada com
uma lagarta de primeiro instar, e as placas mantidas em camara climatica (25°C, U.R.:
60+£10% e fotofase de 12 h). Para cada tratamento, utilizou-se 6 repeticdes e, em cada
repeticdo, foram expostas 16 lagartas (n= 96). As avaliacdes foram feitas diariamente até o

sétimo dia, e ap0s esse periodo, as lagartas sobreviventes foram pesadas em balanca analitica.

Curvas de concentracdo-resposta de formulacGes comerciais a base de nim sobre Spodoptera
frugiperda

Para estimar a CLs, CLsp e CLgo ( CL - concentragdo letal), ou seja, as concentracOes
necessarias para matar 25, 50% e 90% das lagartas expostas, respectivamente, foram
utilizadas seis concentragdes de cada produto (intervalo: 312.5 - 10.000 mg kg™) (1 ppm = 1
mg de produto por Kg de dieta artificial), definidas com base em testes preliminares. Como
controle negativo, utilizou-se a mesma proporc¢do de agua destilada utilizada na solubilizacéo

dos tratamentos. Para cada produto e concentracdo, os tratamentos foram incorporados em
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dieta artificial (temperatura ~50°C), vertida em placas de acrilico de 16 células (5,5
centimetros de comprimento x 4,0 cm de profundidade x 3,0 centimetros de altura por poco)
[(Advento do Brasil, S&o Paulo, Brasil)] e mantidas por 12 h em camara de fluxo laminar,
privadas de luz, facilitando a evaporacao e excesso de umidade. Posteriormente, cada célula
foi inoculada com 5 lagartas de primeiro instar e as placas mantidas em sala climatizada
(25°C, U.R.: 60+10% e fotofase: 12 h).

A sobrevivéncia larval foi observada diariamente por 7 dias, e apds esse periodo, as
lagartas sobreviventes foram pesadas em balanca analitica. As lagartas que ndo ultrapassaram
0 primeiro instar larval também foram consideradas mortas. Para cada concentracdo, foram
utilizadas 16 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 5 lagartas, totalizando 80 lagartas

expostas por tratamento (n = 80).

Analise dos dados

Para avaliacdo da linearidade da curva de calibracdo utilizada nas quantificacBes de
azadiractina, utilizou-se andlise de regressao linear simples com verificacdo dos coeficientes
de determinacdo ajustados. Além disso foram calculados os valores de desvio padrao relativo
[DPR(%) = (desvio padrdo/média) x 100%] e de exatiddo [Exatiddo = (medida da

concentracdo/concentracdo nominal) x 100%], com respectivos coeficientes de variacao.

Em todos os bioensaios, o delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado. Os dados de proporcéo de mortalidade foram analisados por meio de um modelo
linear generalizado (GLM) com distribui¢do do tipo quase-binomial (Nelder & Wedderburm
1972). A verificacdo da qualidade do ajuste dos dados aos modelos foi feita por meio do uso
do grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulagdo (Hinde & Demétrio
1998). Havendo diferenca significativa entre os tratamentos, foram realizadas comparag0es

multiplas (teste pos hoc de Tukey, p<0,05) por meio da fungéo glht do pacote multicomp com
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ajuste dos valores de p. As analises foram realizadas utilizando-se o software estatistico “R”,

versdo 2.15.1 (R Development Core Team, 2012).

Para estimativa dos valores de CL,s, CLsp e CLg, utilizou-se analise de Probit (PROC
PROBIT, SAS Institute 2000). Um teste de razdo de verossimilhanca foi usado para testar a
hipdtese de que os valores de CLp (concentracdo letal na qual um percentual de mortalidade P
¢ atingido) eram iguais. Se a hipdtese fosse rejeitada, comparacdes pareadas eram realizadas e
a significancia era declarada se os intervalos de confianca (ICs) nao se sobrepusessem (Savin

et al 1977).

Para os dados de peso médio das lagartas sobreviventes, foi realizada uma analise de
regressao ndo-linear para estimacdo da CEsp e CEgg (CE - Concentracdo Efetiva) e respectivos
intervalos de confianca (IC 95%) no software JMP SAS® (SAS Institute 2010). Os modelos

logisticos ndo-lineares utilizados para estimativas da CEsy e CEgy foram o0s seguintes: peso =

Wo/[1 + (dose/CEsq)®] e peso = Wol[L + (dose/CEsg)]"(" (CEso/CEQ0) )] respectivamente.

Resultados

Teores de azadiractina nas formulacGes comerciais testadas

A linearidade do método empregado dentro da faixa de trabalho foi confirmada ao
avaliarem-se as curvas de calibragdo preparadas em solvente puro (R* = 0,9931, Figura 1). Os
valores de exatiddo obtidos para a verificacdo da calibracdo (controles de qualidades) podem
ser observados na Tabela 2. Os cromatogramas das amostras e 0s espectros de massas obtidos
no modo scan e MS/MS estéo apresentados nos anexos | e II.

Houve variagdo no teor de azadiractina entre as formulagOes testadas (Tabela 3).
Azamax® foi aquela que apresentou a maior quantidade de azadiractina (3,94 g kg), porém

em valores inferiores aqueles informados em bula, o que indica uma degradacdo desse
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limonoide durante o armazenamento. As demais formulacfes a base de 6leo bruto de nim
(Agroneem®, Azact® e Fitoneem®) apresentaram reduzidos teores de azadiractina, com

maiores niveis observados no Agroneem®.

Toxicidade das formulacGes sobre Spodoptera frugiperda

Na triagem inicial na concentracio diagndstica de 5000 mg/kg™, todas as formulacdes & base
de nim apresentaram significativa bioatividade sobre S. frugiperda, causando mortalidade
larval e reducdo do peso das lagartas sobreviventes apds 168 h de exposicao (Tabela 4). Os
inseticidas botanicos comerciais que ocasionaram 0s maiores niveis de mortalidade larval de
S. frugiperda foram Azamax® (75,3%) e Agroneem® (70,8%) apés 168h de exposicio.
Entretanto, nenhum dos inseticidas a base de nim foi equitoxico em relacdo ao controle
positivo, constituido por uma formulacdo a base da diamida antranilica chlorantraniliprole
(Premio®), que ocasionou mortalidade de 98,9%, apés 168 h de exposicdo. Além da
toxicidade letal, foi verificado elevada inibi¢do do desenvolvimento larval (aproximadamente
97% de reducdo) para todas as formulacdes avaliadas.

Com base na sobreposicdo dos ICs, o inseticida botanico Azact CE® apresentou 0s
menores valores de CLs, CLsg € CLgo (Tabela 5). Em contraste, os maiores valores de CLs,
CLso e CLg foram verificados para o inseticida Agroneem® (Tabela 5). Por outro lado, o
inseticida & base de diamida antranilica (Premio®) proporcionou os menores valores de CL em
relacdo aos inseticidas botanicos avaliados (Tabela 5).

Em adicdo, com base nos valores de CEsp e CEgg, 0 inseticida botanico Azact CE®
proporcionou os maiores efeitos na reducdo de desenvolvimento larval de S. frugiperda
(Tabela 6), quando comparado com os inseticidas Azamax® e Agroneem® (Tabela 6).
Entretanto, todos os inseticidas botanicos avaliados apresentaram valores significativamente

maiores de CEspe CEgp em relagdo ao controle positivo (Premio®) (Tabela 6).
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Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo indicam grandes variacdes entre as formulagdes
avaliadas em relacdo ao teor de azadiractina, limonoide majoritario presente em formulacbes
de nim. Tais resultados confirmam aqueles obtidos por Forim et al (2010), que mostraram
grandes variacdes nos teores de azadiractina, sendo que, normalmente, os produtos nacionais
apresentam menor quantidade do composto ativo do que os produtos importados e,
consequentemente, menor tempo de prateleira. No entanto, ndo se verificou relacdo entre o
teor de azadiractina em tais formulacGes e o nivel de toxicidade letal e subletal frente a
lagartas de S. frugiperda. Assim, outros compostos minoritarios desempenham um importante
papel na toxicidade global de tais formulacdes. Apesar de possuirem teores bastante inferiores
de azadiractina, as formulaces produzidas & base do 6leo bruto de nim (Azact CE®,
Agroneem® e Fitoneem®) apresentam um nivel de atividade comparavel ou superior aquela
produzida com base nos limonoides purificados (Azadiractina A + 3-tigloilazadiractol,
Azamax®) em virtude de possuir em sua composicdo uma série de limonoides minoritarios
gue atuam sinergisticamente.

O efeito de derivados de nim sobre o desenvolvimento das lagartas esta relacionado
com o modo de acdo da azadiractina, que age nos quimiorreceptores e bloqueia impulsos
fagoestimulantes, ocasionando uma diminuicdo no ganho de biomassa devido a uma
reducdo na quantidade de alimento consumido e na eficiéncia de digestdo (Duarte et al
2019). Além disso, esse composto promove a ativacdo de um sistema de degradacdo dos
metabolitos tdxicos, consumindo energia que seria destinada ao crescimento corporal

(Kamaraj et al 2018).

Os efeitos depreciativos na fisiologia do desenvolvimento das lagartas podem
provocar um atraso em seu crescimento e anomalias em sua metamorfose, sendo comum

observar individuos que ndo conseguiram trocar de instar, morrendo durante o processo de
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327 ecdise sem eliminar completamente a exuvia ou a capsula cefalica, o qual é decorrente da
328 diminuicdo na sintese e liberacdo de ecdisteroides na hemolinfa (Duarte et al 2019). Os
329 efeitos toxicos em S. frugiperda provenientes da alimentacdo com extratos de nim garantem
330 um bom controle desta praga em diversas concentracdes, desde que seja por via oral, ja que

331 aplicacdes topicas ndo apresentam efeitos pronunciados (Campos et al 2016).

332 Além das implicacdes deletérias ocasionadas pelos compostos presentes no 6leo de
333 nim, alguns efeitos subletais também contribuem para a permanéncia das populacdes da
334 praga abaixo do nivel de dano (Roel et al 2010). Neste estudo, foi observado um menor
335 peso de lagartas para individuos expostos aos limonoides através da alimentacdo. Sendo
336 esta, mais uma consequéncia da atividade antialimentar, que faz com que a lagarta tenha
337 um menor aproveitamento nutricional e ndo ganhe peso antes que a concentracdo de
338 horménio juvenil na hemolinfa decaia e as de ecdiesteroides aumentem, proporcionando
339 pupas menores (Duarte et al 2019). Jones (2014) demonstrou que pupas menores estao
340 associadas a individuos com asas pequenas, e que estes individuos tem uma reduzida
341 capacidade de dispersdo no ambiente. Sendo assim, 0s individuos provenientes de pupas
342 menores, podem ser prejudicados na busca por parceiros sexuais, além de terem sua
343 fecundidade prejudicada (Rodriguez & Vendramim 1996, Specht et al 2015, Duarte et al

344 2019).

345 Outro efeito ocasionado pelo 6leo de nim séo as alteracbes hormonais, que, segundo
346 Verkerk & Wright (1993), sdo decorrentes principalmente da acdo da azadiractina. Mordue
347 (Luntz) (2004) relatou que os efeitos causados pelo éleo de nim sdo desencadeados pelo
348 blogueio de rotas hormonais que interferem na liberacdo de dois horménios importantes
349 para o desenvolvimento do inseto: os ecdisteroides (20E) e o hormdnio juvenil (HJ). A
350 azadiractina bloqueia a liberagdo de peptideos morfogenéticos do cérebro, como o
351 horménio protoracicotrépico (HPTT), alatotropinas e alatotastinas; enquanto o HPTT €

352 responsavel por estimular as glandulas protoracicas a sintetizar 20E, as alatotropinas e as
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alatotastinas sdo responsaveis, respectivamente, por estimular e inibir a liberacdo de HJ

(Mordue (Luntz) 2004).

Efeitos toxicos sobre a biologia de S. frugiperda alimentadas com derivados de nim
foram reportados por diversos autores, dentre eles, Roel et al (2010) observaram 100% de
mortalidade utilizando uma dose de 4.000 ppm de 6leo de A. indica. Lima et al (2010) assim
como Campos & Boica Jr (2012) reportaram cerca de 83% de mortaidade com 6leo de nim a
352,85 ppm de azadiractina A e Duarte et al (2019) reportou cerca 83% de mortalidade das
lagartas em 5.000 mg kg™. Nossos resultados apontam 75,3% de mortalidade em 7 dias de
exposicao das lagartas a dieta com Azamax® na mesma concentrago diagndstica.

As formulagbes comerciais de biopesticida a base de nim apresentam distintas
quantidades de azadiractinas, que variam de 1000 a 4000 mg kg™. Este fato pode explicar os
diferentes niveis de mortalidades observados nas CL’s dos produtos avaliados (Benelli et al
2015; Nicoletti et al 2016b). A azadiractina presente nos formulados a base de nim promove a
ativacdo de um sistema de degradacao dos metabdlitos toxicos os quais seriam utilizados para
0 crescimento corporal destes insetos (Kamaraj et al 2018). Além disso, também ocasiona
danos a fisiologia e desenvolvimento das lagartas, provocando um atraso no crescimento e
favorecendo o aparecimento de anomalias, principalmente durante a ecdise, onde o0 inseto ndo
consegue eliminar completamente a exuvia ou a capsula cefalica, o qual é decorrente da
diminuicdo na sintese e liberacdo de ecdisteroides na hemolinfa (Nijhout et al 2014; Campos
et al 2016; Duarte et al 2019).

As lagartas que ndo se alimentam devido a compostos presentes em derivados de nim
tem seu peso critico reduzido, contudo o peso das pupas também reduz devido a ma
alimentacdo durante a fase imatura dos insetos (Nijhout et al 2014). Estes fatores contribuem
para acarretar em efeitos negativos nos parametros biologicos da populagdo ao longo do
tempo e prejudicam os crescimentos populacionais da espécie. Mordue & Blackewell (1993)

reportaram que o efeito da azadiractina é de acordo com a dose utilizada e o tempo de
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exposicdo dos insetos a esses compostos, 0 que corrobora com o observado neste estudo nos
valores de CLsp e CLgo um aumento na mortalidade de acordo com a maior concentracdo de
produto.

O presente estudo ajuda e entender a composi¢do quimica de formulagdes a base de
nim. Contudo, ficou evidente a ocorréncia maior de compostos majoritarios nas formulacoes
comerciais de nim o que proporciona a maior toxicidade sobre os insetos. Porem ficou claro
que outros compostos minoritarios também desempenham um importante papel na promocao
da toxicidade sobre a espécie alvo. Embora o estudo tenha sido realizado em laboratorio,
produtos a base de azadiractina podem contribuir significativamente para o manejo de S.
frugiperda, principalmente, em programas de manejo da resisténcia da praga, visto que, sdo
produtos que apresentam modo de acdo distinto em relacdo aos inseticidas registrados para o
manejo da lagarta-do-cartucho. Assim como, podem ser preconizados em maior escala em
programas de agricultura sustentavel e organica, onde a utilizacdo de produtos sintéticos é

restrito ou ndo sdo permitidos para 0 uso.
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Tabela 1. Inseticidas botanicos e sintéticos avaliados sobre a lagartas de Spodoptera frugiperda em bioensaio de incorporacéo em dieta

artificial.

Ingrediente ativo Nome comercial Dose? (p.c.) Grupo quimico Fabricante
Azadiractina Azamax® 12 g/L Tetranortriterpendide Adaptar
Azadiractina Azact CE® 2,4 g/L Tetranortriterpendide Lacsa Company
Azadiractina Fitoneem® 0,85g/L Tetranortriterpendide Dalneem
Azadiractina Agroneem® 0,85g/L Tetranortriterpendide Agrovant
Clorantraniliprole Premio® 200 g/L Diamidas antranilicas FMC Quimica do Brasil

*Dose: g ou mL of p.c. (produto comercial) 100 L™ de &gua.
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Tabela 2. Valores de exatiddo obtidos para os padrbes em trés niveis de

concentracao.
Concentracéo Exatidao (%)
(MgmL™) Média® Y
0,060 111,00 4,34
0,80 85,20 11,80
1,6 82,90 16,30

CV = coeficiente de variacdo em porcentagem;
= média de cinco repeticdes.
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Tabela 3. Quantificacdo do teor de azadiractina em quatro formulag6es comerciais a base de

limonoides registradas no Brasil.

Concentracdo (média £ CV)

Amostras (g mL) 0kg)
Azamax® 99,00 + 10,70 3,94 + 9,86
Azact CE® 2,50 + 3,46 0,0976 + 5,93
Agroneem® 9,29 +£ 11,10 0,358 + 9,19
Fitoneem® 6,50 + 4,41 0,254 + 1,92

CV = coeficiente de variacdo em porcentagem;
= média de trés repeticdes.
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Tabela 4. Médias (+ EP) da mortalidade (%) e peso larval (mg) de lagartas de Spodoptera frugiperda no grupo controle e expostas a diferentes

bioinseticidas comerciais a base de derivados de limonoides (nim) em condicdes de laboratério (bioensaio de ingestdo), na concentracdo diagnostica de

5000 mg kg,

Tratamentos Tempo de exposicao (h)* Peso

24 48 72 96 120 144 168 larval

(mg)

Controle (&4gua) 1,04£1,04 b 1,04+£1,04 c 1,04£1,04 d 2,08+1,32d 3,12+2,13 d 4,17+2,63 d 7,29+£1,92 ¢ 39,38+4,20 a
Premio” 35,4218,64 a 56,25+10,21 a 65,62+9,78 a 77,08£5,27 a 91,67£3,09 a 95,83£2,63 a 98,96+1,04 a 0,6 (1)*
Agroneemw 7,51+4,94 ab 17,81+5,60 bc 29,99+5,83 bc 45,77+6,27 bc 52,65+5,82 bc 58,13+7,41 bc 70,80+6,23 b 0,94+0,06 b
Fitoneem™ 7,80+£3,13 ab 18,28+5,75 bc 24,68+6,03 cd 31,15+4,43 ¢ 35,73x6,14 ¢ 41,34+6,11 ¢ 47,81+5,48 ¢ 0,68+0,07 b
Azamax "’ 6,78+2,75 b 30,05+5,87 ab 53,04+6,27 ab 63,63+7,32 ab 73,22+6,73 ab 73,22+6,73 b 75,30+5,74 b 1,15+0,18 b
Azact CE® 5,28+4,09 b 25,56+3,49 abc 33,68+3,54 bc 37,92+4,04 bc 45,0015,07 ¢ 51,04+7,07 bc 58,19+6,26 bc 1,06£0,09 b
F 5,5242 9,2482 13,948 25,922 31,478 26,233 37,56 83,397
al 5,30 5,30 5,30 5,30 5,30 5,30 5, 30 4,25
Valor dep 0,0010 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferencas significativas entre os tratamentos (GLM com distribuicdo quase-binomial seguido por teste post hoc

de Tukey, p<0,05);

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferencas significativas entre os tratamentos (GLM com distribuicdo Gaussina seguido por teste post hoc deTukey,
p<0,05);

* Dado ndo analisado devido a pequena unidade amostral. O valor entre paréntesis indica o0 nimero de lagartas sobreviventes.
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652
653  Tabela 5. Estimativa das CLs, CLso e CLgo (Mg kg™) bem como o intervalo de confianca de diferentes inseticidas sintéticos e organicos sobre neonatas

654  de Spodoptera frugiperda em bioensaio de incorporacdo de inseticida em dieta artificial.

Tratamentos aﬁgﬁ{;(;iinéep Clas (IC 95%) ° CLso (IC 95%) 2 CLgg (IC 95%)° e gl
Azamax® 3,82+081 271,3(2458-290,9)c  700,5(654.3—847,8)c 24104 (2376,5-25394)c 75 6
Azact CE® 4,12 + 0,25 102,4 (95,3-112,4) b 160,5(138,4 -1729) b 610,3 (576,4 — 640,7) b 53 6
Fitoneem® 314+0,79 1252 (117,6-1325)¢c  198,3(1753-211.9)b 678,4 (664,3—7104)b 24 6
Agroneem® 3,97 £ 0,98 653,7 (612,4 - 693,2)d  1115,3(1100,2-1170,3)d 4885,9 (4711,3 - 5035,3) d 6,7 6
Premio® 4,10 % 0,24 11,2 (9,2 — 14,3) a 18,4 (16,7 — 21,3) a 210,3(198,7-211,4)a 31 6

655 ab CL,s CLsg, ClLsg € Clgg: Concentrages de inseticida (Mg kg'l) necessarias para matar 25, 50 ou 90% de lagartas de S. frugiperda, respectivamente (IC: intervalo de confianca
656  com 95% de probabilidade de erro);

657  °2: valor do qui-quadrado de Pearson;

658  °P>0.05 in goodness of fit.

659  Y.lI: graus de liberdade.
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Tabela 6. Concentracao efetiva (CE) que inibe o desenvolvimento de neonatas de Spodoptera

frugiperda em bioensaio de incorporacdo de inseticidas em dieta artificial.

Tratamentos CEso (1C 95%)Y) CEqgo (IC 95%)©
Azamax® 275,1 (250,2 — 309,6) 1225,0 (1007,0 — 1315,7)
Azact CE® 90,5 (82,4 - 97,9) 276,9 (244,3 — 290,5)
Agroneem® 285,4 (270,8 — 301,3) 1105,3 (911,8 — 1174,3)
Fitoneem® 110,7 (92,9 — 134,8) 306,3 (300,5 — 315,9)
Premio® 5,6 (4,2-7,1) 72,3 (67,5 —178,2)

WCEsy: concentracdo efetiva de produto (mg kg™') ou (ng/cm® de dieta) que causa 50% de inibicdo de
desenvolvimento larval no periodo de observacgéo de 7 dias. Similarmente,
@)CEq é a concentracio efetiva de produto requerida para inibir 90% do desenvolvimento larval;
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Figura 1. Representacdo da curva analitica preparada em metanol (concentrac@es de 0,010-

1,0 pg mL™) para o padrio de azadiractina.
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Anexo I:

SM - Figura 2. Cromatograma da amostra do produto Azamax®, analisado por meio de

cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC).
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SM - Figura 3. Cromatograma da amostra do produto Azact®, analisado por meio de

cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC).
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780  SM - Figura 4. Cromatograma da amostra do produto Agroneem®, analisado por meio de

781  cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC).
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790  SM - Figura 5. Cromatograma da amostra do produto Fitoneem®, analisado por meio de
791  cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC).
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Anexo 11

SM - Figura 6. Espectros de massas da azadiractina em modo scan.
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Resumo — A répida evolucdo da resisténcia de populagGes de Spodoptera frugipera (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) as principais taticas de controle e os desequilibrios
ambientais advindos da utilizagdo de inseticidas de amplo espectro tem motivado novos
estudos e novas abordagens. Dentro deste contexto, estratégias que visam o restabelecimento
do equilibrio dos agroecossistemas sdo cada vez mais investigados. Diante disso, 0s
inseticidas reguladores de crescimento de insetos (IRCs) podem desempenhar um papel
importante no manejo de S. frugiperda, tanto aqueles de origem sintética como natural.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de concentragOes subletais de
reguladores de crescimento de origem boténica e sintética sobre parametros biol6gicos e sobre
a tabela de vida de fertilidade de S. frugiperda, em dieta artificial. Em bioensaio de
incorporacdo em dieta artificial, todos os inseticidas & base de nim (Azamax® Agroneem®,
Azact® e Fitoneem®) e de inseticidas reguladores de crescimento (Certero®, Intrepid®, Mach®
e Mimic®) na ClL,s ou CLso afetaram significativamente todos os parametros biolégicos
avaliados na fase imatura e adulta de S. frugiperda. Ademais, dieta artificial com a CLs, dos
produtos proporcionaram os maiores efeitos negativos no desenvolvimento da fase imatura em
relacdo a dieta contaminada com CLs. Este fato, proporcionou para todos um menor peso
larval (mg), peso pupal (mg) e fecundidade total (nimero de ovos por fémea) em insetos
alimentados em dieta artificial contendo CLs. Os efeitos negativos ocasionados na fase larval
e adulta de S. frugiperda em dieta com CLs5 e CLsg afetaram diretamente todos os parametros
da tabela de vida de fertilidade (T, R, e Ry) avaliados, prejudicando o crescimento
populacional da espécie. Frente aos resultados encontrados, fica evidente que os produtos

derivados de nim assim como os inseticidas reguladores de crescimento de origem sintética
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ocasionam efeitos subletais em S. frugiperda. Este fato pode contribuir para as estratégias de

manejo integrado que visem manter as populacdes de S. frugiperda abaixo do nivel de dano.

Palavra-chave: Lagarta-do-cartucho, azadiractina, benzoilureia, diacilhidrazina, efeitos

subletais.

1. Introducéo

Atualmente, a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) é considerada uma das mais importantes pragas agricolas nas
principais regides produtoras de commodities do mundo (Bateman et al., 2018; Goergen et al.,
2016; Sun et al., 2021). Na paisagem agricola brasileira, S. frugiperda destaca-se pelo seu
enorme potencial bidtico, gerando aproximadamente oito geracfes por ano, além da elevada
capacidade de dispersdo e migracao e polifagia, o que favorece sua ocorréncia em diferentes
plantas hospedeiras de importancia econémica (Chen et al., 2020).

No Brasil, as principais estratégias utilizadas para o0 manejo de S. frugiperda sdo a
aplicacdo de inseticidas quimicos de diferentes grupos (p. ex.: piretroides, diamidas,
espinosinas, carbamatos e organofosforados, entre outros) (Burtet et al., 2017; Carvalho et al.,
2013) e plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas inseticidas de Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) (Bernardi et al., 2012; Marques et al., 2017; Yano et al., 2015). No
entanto, 0 uso inadequado dessas tecnologias tem contribuido para a rapida evolucdo da
resisténcia de S. frugiperda, resultando em falhas de controle consideraveis no campo, tanto
para 0s inseticidas sintéticos (Bolzan et al., 2019; Carvalho et al., 2013; Diez-Rodriguez &
Omoto, 2001; Nascimento et al., 2016; Okuma et al., 2018) quanto para os eventos Bt
(Bernardi et al., 2014b, 2016; Horikoshi et al., 2016a; Huang et al., 2014, Storer et al., 2012;

Vélez et al., 2013). Tal cenario tem motivado novos estudos visando o desenvolvimento de
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novas abordagens e métodos alternativos para 0 manejo dessa espécie-praga em diferentes
sistemas de producdo agricola.

A utilizacdo de produtos que apresentem baixa toxicidade a insetos benéficos e
organismos ndo alvo e de reduzido impacto ambiental tornam-se importantes estratégias a
serem incorporadas em um programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Dhadialla et al.,
1998; Lira et al., 2020; Tavares et al., 2010). Diante desse contexto, os inseticidas reguladores
de crescimento de insetos (IRCs) podem desempenhar um papel importante no manejo de S.
frugiperda (Toscano et al., 2012), tanto aqueles de origem sintética como natural.

Dentre os produtos de origem natural, os inseticidas botanicos tiveram seu mercado
expandido significativamente nos dltimos anos (Isman & Seffrin, 2014), embora ainda
pequeno em comparacao ao dos inseticidas sintéticos. Os inseticidas botanicos sdo produzidos
a partir de substancias do metabolismo secundario vegetal (aleloquimicos), e apresentam, em
geral, um amplo espectro de acéo sobre artropodes-praga, podendo causar toxicidade letal ou
alteracdes comportamentais, como repeléncia e deterréncia de alimentacdo e oviposicdo
(Bernardi et al., 2017; Geisler et al., 2019; Koul et al., 2008; Ribeiro et al., 2016; Tak &
Isman, 2017). Em adicdo, a rapida degradacdo desses compostos no ambiente
(fotodegradaveis) faz com que esses produtos sejam facilmente aceitos pela comunidade
COmo mais seguros e sustentaveis, passando a integrar cada vez mais os programas de MIP de
diferentes cultivos sob distintos sistemas agricolas (Amoabeng et al., 2014; Isman, 2017),
incluido aqueles de base organica ou ecoldgica.

Entre os inseticidas botanicos mais conhecidos e difundidos destacam-se aqueles
produzidos a base de Azadirachta indica (Juss) (Meliaceae) que possuem como principal
ingrediente ativo o limonoide azadiractina (Amoabeng et al., 2019; Campos et al., 2016;
Isman, 2017). A azadiractina pode exercer agdo antialimentar (atuando sobre os
guimiorreceptores do inseto) e repelente, além de interferir no desenvolvimento das glandulas

enddcrinas que controlam a metamorfose dos insetos, comprometendo o processo da ecdise
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(Mordue (Luntz) & Blackwell, 1993). Estudos de relacdo estrutura-atividade indicaram que a
porcdo acetal dihidrofurano € a principal parte da molécula da azadiractina responsavel por
seu efeito antialimentar, enquanto que, a fracdo decalina é a responsavel pela regulacdo do
crescimento dos insetos (Aldhous, 1992). Estudos tém demonstrado a toxicidade aguda letal
deste composto sobre artropodes-praga de diferentes habitos alimentares, como minadores
(larvas de moscas e de mariposas), sugadores (acaros, tripes, pulgdes e percevejos) e
mastigadores (lagartas e escarabeideos) (Adhikari et al., 2020), inclusive sobre larvas e
adultos de S. frugiperda (Duarte et al., 2019). Porém, pouco se conhece em relacdo a
influéncia de diferentes formulacdes disponiveis no mercado brasileiro.
Além dos efeitos letais, os inseticidas a base de nim e os reguladores de crescimento
de origem sintética podem produzir efeitos subletais em determinadas concentra¢des, como o
aumento do periodo larval e pupal, reducdo do peso e viabilidade de pupas e aumento da
porcentagem de adultos com malformacdes (Duarte et al., 2019; Lima et al., 2010; Roel et al.,
2010). Esses efeitos podem influenciar diretamente a dindmica populacional dos insetos nas
geracOes futuras e favorecer as estratégias de manejo (Cabodevilla et al., 2011). Partindo
desse pressuposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de concentragdes subletais
de reguladores de crescimento de origem boténica e sintética sobre parametros bioldgicos e

sobre a tabela de vida de fertilidade de S. frugiperda, sob condicdes laboratoriais controladas.

2. Materiais e Métodos
2.1 Insetos testados

Os espécimens utilizados nos ensaios foram oriundos de uma populagdo de S.
frugiperda coletada em milho convencional (ndo-Bt) durante a safra 2012/2013 em Mogi
Mirim, S8o Paulo, Brasil (22°28'31"S e 46°54'21" W). Em laboratério, as lagartas foram
mantidas por mais de 25 geracOes em dieta artificial a base de feijdo branco (Yoki®), gérmen

de trigo (Walnon®) e levedura de cerveja (Biorigem®) (adaptado de Greene et al., 1976). Para
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934  alimentacdo dos adultos, utilizou-se uma solucdo de mel a 10% (v/v) e os mesmos foram
935 acondicionadas em gaiolas cilindricas de PVC (24,0 cm altura x 14,5 cm de didmetro),
936  revestidas internamente com papel jornal para possibilitar a oviposicdo e fechadas na parte
937  superior com tecido voile.
938
939 2.2 Produtos avaliados
940 Informacdes sobre os produtos avaliados encontram-se descritos na Tabela 1. As
941  concentracOes utilizadas foram as respectivas CL,s e CLsp (concentragdes necessarias
942  para matar 25 e 50% das lagartas expostas, respectivamente) estimadas a partir das curvas

943  de concentracao-resposta em bioensaios prévios.

944

945 2.3 Bioensaios

946 Para avaliacdo do efeito das concentracdes subletais dos produtos sobre S.
947  frugiperda, utilizou-se bioensaio de incorporacdo em dieta artificial (dietary exposure
948  bioassay). Para isso, as concentracGes previamente definidas foram adicionadas em dieta
949 artificial (Grenee et al., 1976) quando a temperatura da dieta atingiu 45-50°C. A
950 incorporacdo foi realizada por um agitador de tubos do tipo Vortex por 30 segundos. Em
951  seguida, a dieta contendo os produtos incoporados foi distribuida em recipientes de vidro
952 (8,0 cm de altura x 2,4 cm de diametro, com érea superficial de 64,84 cm?) contendo (4
953  mL de dieta/tubo) com auxilio de uma pipeta de dosificacdo repetida. Apés a geleificacdo
954 e esfriamento da dieta, com auxilio de um pincel fino foi inoculado uma lagarta neonata
955 (<24 hde idade) de S. frugiperda em cada tubo. Posteriormente, os tubos foram vedados
956 com algodao hidrofofilo permitindo as trocas gasosas com o ambiente externo e mantidos
957 em sala climatizada (temperatura 25 + 1°C, umidade relativa 60 + 10% e fotoperiodo
958  14:10 h luz:escuro). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 160

959  repeticdes por concentragdo, sendo 1 lagarta considerada 1repeti¢do) (n = 160).
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Os parametros avaliados foram a duracao e viabilidade da fase larval e periodo
ovo-adulto, peso larval aos 7 dias, peso de pupas com 24 h de idade, duracédo do periodo
de pré-oviposicao, oviposicdo e fecundidade total. A duracdo e a viabilidade da fase
larval e do periodo ovo-adulto foram determinadas em observacdes diarias. A
fecundidade total foi avaliada a partir da formacdo de 20 casais de S. frugiperda por
tratamento, individualizados em gaiolas de PVC (23 cm altura x 10 cm de diametro),
revestidas internamente com papel jornal como substrato de oviposi¢do. Diariamente,
contabilizou-se 0 numero de ovos e registrou-se a mortalidade dos adultos. Para
determinacdo do periodo embrionério e viabilidade foram coletados os ovos da segunda
postura de cada casal, os quais foram acondicionados em placa de Petri (12 cm de
didametro x 1,5 cm de altura) com um disco de papel filtro umedecido com &gua destilada,
sendo fechados na parte lateral com filme plastico. As posturas foram observadas

diariamente, registrando-se o0 nimero de lagartas eclodidas.

2.4 Andlise estatistica

61

Os dados de duracao e viabilidade da fase larval e do ciclo bioldgico (ovo a adulto),

do peso larval e pupal, do periodo de oviposi¢do e da fecundidade total foram submetidos ao

teste de normalidade de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) e teste de homocedasticidade

de Hartley e Bartlett (Bartlett, 1937) para avaliacdo das pressuposicdes do modelo com

distribuicdo normal. Posteriormente, as médias foram submetidas a analise de variancia

(ANOVA) e, quando houve diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste F (P <

0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Todas essas analises foram

realizadas utilizando-se o pacote SAS GLM (SAS Institute, 2000). Os parametros da tabela

de vida de fertilidade, tais como o intervalo entre geragdes (T), a taxa liquida de reproducéo

(Ro) e a taxa intrinseca de crescimento (rm) foram estimados pelo método Jackknife usando o

software Lifetable.SAS (Maia et al., 2000), sendo as médias comparadas pelo teste t bilateral
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(P < 0,05) com o software SAS® (SAS Institute, 2000). As diferencas entre os tratamentos

foram avaliadas a um nivel de significancia de a = 5% .

3. Resultados
A incorporacdo de concentracBes subletais correspondente a CLys ou CLsy dos
inseticidas a base de nim e de inseticidas reguladores de crescimento de origem sintética em
dieta artificial acarretou em um aumento significativo na duracdo da fase larval e do ciclo
biolégico (ovo a adultos) de S. frugiperda em comparacdo ao controle negativo (somente
dieta) (Figura 1 A e B). O inseticida botanico Azamax® proporcionou a maior duracio do
periodo larval e do ciclo biologico (ovo a adulto) em relacdo a todos os demais tratamentos,
independentemente da concentracdo empregada (CL,s ou CLsp) (Figura 1A). Entretanto, os
inseticidas & base de 6leo bruto de nim (Agroneem®, Azact® e Fitoneem®) apresentaram um
menor periodo de desenvolvimento larval (~ 24 dias) e do ciclo bioldgico (ovo a adulto) (= 46
dias) em relacdo as lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta artificial contaminadas
com inseticidas reguladores de crescimento de origem sintética (Certero®, Intrepid®, Mach® e
Mimic® , que apresentaram uma duracéo larval de ~ 29 dias e ciclo biolégico de 51 dias
(Figura 1A). Por sua vez, lagartas alimentadas em dieta sem inseticida (tratamento controle)
apresentaram um periodo de desenvolvimento de 14 dias e de ciclo bioldgico de 31 dias
(Figura 1A). Ao avaliar as concentraces (CL,s e CLsg) para cada inseticida, foi verificado
pelo teste t que houve um aumento significativo no periodo de desenvolvimento larval (Figura
1A) e do ciclo biolégico (ovo a adulto) (Figura 1B) de S. frugiperda quando alimentadas em
dieta artificial contaminadas com inseticidas na CLsg em relagdo aos inseticidas.
Todos os inseticidas reguladores de crescimento, tanto de origem botanica quanto
sintética afetaram significativamente a viabilidade larval e a viabilidade do periodo ovo-
adulto (Figura 2A e B) As menores viabilidades foram observadas em dieta artificial

contaminadas com inseticidas reguladores de crescimento de origem sintética (Figura 2 A e
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B). Com base no teste t dentro de cada inseticida nas concentracdes CL,s e CLso, lagartas
alimentadas com dieta contendo a CL,s dos produtos apresentaram uma maior viabilidade
larval e do ciclo biologico em relagdo a lagartas alimentadas com dieta contendo CLsp.

O peso de lagarta também foi significativamente afetado pela presenca de produtos a
base de nim ou reguladores de crescimento de origem sintética adicionados na dieta artificial,
sendo 0os menores pesos larvais observados nos tratamentos constituidos pelos produtos de
origem sintética, sem haver diferenca significativa entre eles (Figura 3A). Além disso, 0 peso
de pupas também foi significativamente afetado por todos os tratamentos testados sem,
contudo, haver diferenca entre eles (Figura 3B). Com base no teste t, lagartas de S. frugiperda
e, consequentemente, as pupas provenientes de dieta artificial contendo inseticidas na CLys
foram significativamente mais pesadas em relacdo a lagartas expostas a dieta artificial
contaminadas com a CLso dos respectivos produtos (Figura 3 A e 3B). Estes fatores
desencadearam uma menor fecundidade total de fémeas de S. frugiperda provenientes de dieta
artificial contaminadas com produtos a base de nim e reguladores de crescimento de origem
sintética, independentemente da concentracdo utilizada (CL,s ou CLsp) (Figura 4).

Todas as lagartas mantidas em dieta artificial contendo inseticidas botanicos ou
reguladores de crescimento de origem sintética tiveram os parametros da tabela de vida de
fertilidade significativamente afetadas em relacdo a lagartas alimentadas em dieta artificial
sem a presenca de inseticidas (Tabela 2). O Azamax® na CL,s aumentou consideravelmente a
duracdo da geracdo, no entanto, 0 mesmo foi 0 que apresentou uma menor razdo de aumento
da populagdo, 0 mesmo ocorreu na CLso. J& 0s produtos Mimic® e o Certero® na CLas foram
0s produtos que apresentaram significativa reducdo no valor de R, em relacdo aos demais
tratamentos, logo, na CLs, podemos destacar o Certero® e o Intrepid® (Tabela 2) com uma

menor taxa liquida de reproducéo.

4. Discussao
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram 0s potenciais efeitos de
inseticidas reguladores de crescimento de origem botéanica e sintética sobre S. frugiperda,
incluindo a reducdo da viabilidade das fases de desenvolvimento e alongando o ciclo
biolégico (ovo-adulto). Em hipotese, as lagartas do grupo controle seguiram sua alimentacédo
continua sem interferéncia dos compostos quimicos tdéxicos, concluindo seu ciclo
naturalmente. No entanto, as lagartas expostas aos produtos tiveram influéncia da azadiractina
presente nos derivados de nim e interferindo na sintese de quitina (lufenuron) (Mulder &
Gijswijt, 1973) ou como agonistas de receptores de ecdisteroides (methoxifenozide) (Palli &
Retnakaran et al., 2001) nos inseticidas reguladores de crescimento. Segundo Chapman
(2013), a qualidade e a quantidade de dieta consumida pelo inseto afeta diretamente a duracéo
do seu ciclo e pode afetar seu desenvolvimento, reproducdo e longevidade.

Quanto aos efeitos multiplos, os produtos derivados de nim possuem multiplas
capacidades de ocasionar a morte nos insetos, dentre elas os compostos que atuam
diretamente na producéo e liberacdo de ecdisteroides na hemolinfa, causando um atraso na
ecdise e anomalias no processo, aumentando a mortalidade, bloqueando as células
fagoestimulantes, o que leva a inibicdo da alimentacéo, retardando o desenvolvimento (Duarte
et al., 2019; Mordue (Luntz), 2004). Ja os efeitos causados pelos inseticidas reguladores de
crescimento de origem sintética sdo maultiplos, alguns baseiam-se na interrup¢do da formacéo
de estruturas compostas por quitina, que por consequéncia, corrobora com uma deposicao
endocuticular anormal e processo de muda abortiva (Mulder & Gijswijt, 1973). Dentre eles, o
lufenuron atua especificamente na cuticula do inseto (Merzendorfer, 2006), ja outros como a
metoxifenozida atua como agonista de receptores de ecdisteroides (Carlson et al., 2001) e 0
triflumuron é um inibidor da sintese de quitina (Who, 2006).

Com relacdo ao inseticida Azamax®, 0 mesmo se sobressaiu aos demais produtos
derivados de nim, pois apresenta dois limonoides purificados em sua composi¢do

(azadiractina e 3-tigloilazadiractol) e maior teor do composto ativo majoritario. Ja os demais
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produtos de nim utilizados, apresentam uma riqueza grande de compostos minoritarios, que
podem atuar sinergisticamente.

A partir da incorporacdo dos produtos na dieta foi possivel observar uma reducéo no
peso de larvas e pupas em todos os produtos testados (Campos et al.,, 2016) e ao
diflubenzuron e methoprene que afetam o desenvolvimento do inseto. A reducdo da
alimentacdo afeta diretamente o peso critico dos organismos expostos (Nijhout et al., 2014).
Fato este reportado nos estudos de Duarte et al. (2019) e que corroboram os resultados
encontrados também no presente estudo. Roel et al. (2010) reporta que durante o processo de
metamorfose, o inseto ndo tem aproveitamento por completo dos nutrientes oriundos da dieta,
logo a lagarta ndo ganha peso antes que os horménios juvenis se esgotem e 0s niveis de
ecdisteroides aumentem e, por consequéncia, obtém-se pupas menores. No entanto, Lima et
al. (2010) nao observaram uma reducdo no peso das pupas, fato este que deve estar
relacioando ao menor tempo de exposicdo (48 h) das lagartas aos derivados de nim no
referido estudo.

As reservas nutricionais em niveis baixos aumentam a duracdo do periodo pupal,
visto que os nutrientes ddo subsidios para que a metamorfose ocorra de forma satisfatéria,
influenciando diretamente na reproducdo e sobrevivéncia dos individuos (Merkey et al.,
2011). Tavares et al. (2010) reportam um aumento da mortalidade de lagartas de S. frugiperda
expostas ao nim e ao lufenuron em comparacdo a extratos pirolenhoso. A assimilacdo dos
nutrientes durante o periodo larval afeta diretamente a fecundidade (Arrese & Soulages,
2010). No presente estudo, foi observado uma reducdo da fecundidade total significativa ao
comparar o grupo controle com os demais tratamentos. Pesquisas envolvendo o género
Spodoptera encontram associagdo entre pupas de tamanho reduzido os indices de fecundidade
(Duarte et al., 2019; Spech et al., 2015), reduzindo a longevidade (Lima et al., 2010; Pineda et
al.,, 2009) podendo ter um impacto significativo no campo na redugdo do tempo de

acasalamento (Duarte et al., 2019). No nosso estudo, observamos que a duracdo de cada
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geracdo de todos os inseticidas foi maior que em comparacao ao grupo controle. No entanto,
ressaltamos que a taxa liquida de reproducdo foi menor, ocasionando assim, uma prole menor.

Lagartas de Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com
metoxifenozida e lufenuron tiveram uma reducdo no peso larval e pupal, um prolongamento
do desenvolvimento larval e pupal e uma reducdo significativa na fertilidade, corroborando
com os resultados obtidos também no presente estudo (Chein et al., 2019). Da mesma forma,
diversos autores reportam a reducdo do peso pupal e aumento do tempo de desenvolvimento
larval e pupal para lepidopteros expostas a hexaflumuron, diflubenzuron e flufenoxuron (El-
Ghar et al., 2010; Mahmoudvand et al., 2011; Zhu et al., 2012). Tais resultados demonstram
que lagartas de S. frugiperda expostas aos inseticidas a base de nim ou reguladores de
crescimento de origem sintética apresentam uma elevada supressédo populacional da praga ao
longo do tempo.

Os resultados indicam que os produtos derivados de nim assim como 0s inseticidas
reguladores de crescimento de origem sintética ocasionam efeitos subletais em S. frugiperda,
reduzindo sua capacidade de reproducdo, contribuindo para as estratégias de manejo integrado

que visem manter as populac6es abaixo do nivel de dano.

Conflito de interesse: os autores declaram que o trabalho ndo tem conflito de interesse
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1294  Tabela 1. Inseticidas sintéticos e botanicos avaliados no presente estudo frente a

1295  Spodoptera frugiperda.

Ingrediente ativo Nome comercial *CL,s ?Cls Grupo quimico Fabricante
Limonoides 0,0813 10,2100
pu_rlflcgdos Azamax® Tetranortriterpenoide UPL Brasil
(azadiractina + 3-
tigloil-azadiractol)
Oleo bruto de nim Azact CE® 0,0306  0,0630 Tetranortriterpenoide Lacsa
Company
Oleo bruto de nim Fitoneem® 0,0375 0,0594 Tetranortriterpenoide Dalneem
Oleo bruto de nim Agroneem® 0,1962 0,3345 Tetranortriterpenoide Agrovant
Lufenuron Match® 0,0267 0,0525 Benzoilureia Syngenta
Metoxifenozida Intrepid® 0,0201 0,0405 Diacilhidrazina Corteva
Triflumurom Certero® 0,0114 0,0207 Benzoilureia Bayer
Tebufenozida Mimic® 0,0129 0,0222 Diacilhidrazina lharabras

1296  *Dose: g ou mL of p.c. (produto comercial) 100 L™ de 4gua.
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1297 Tabela 2. Tabela de vida de fertilidade de Spodoptera frugiperda mantida durante sua fase
1298 larval em dieta artificial tratada com concentracdes subletais (CL,s e CLsg) de diferentes

1299  reguladores de crescimento de origem boténica e sintética.

Parametros da tabela de vida de fertilidade®®

Tratamento - :
T (dias) Ro (/%) rm(2/% *dia)
CLs previamente estimada para cada produto
Controle 36,6+0,46 e 253,5+5.44a 0,151+0,002 a
Agroneem® 51,2+40,39¢c 124,6+4,11d 0,094+0,003 ¢
Azact® 44,6+0,39d 110,6+6,10e 0,108+0,002 b
Azamax® 75,2+1,28a 114,843,12e 0,063+0,001 e
Fitoneem® 52,9+0,53 ¢ 150,1+2,10 b 0,094+0,005 ¢
Certero® 47,7+0,33d  58,0+1,17f 0,085+0,003 c
Intrepid® 56,3+0,32 ¢ 128,7+3,89d 0,086+0,003 ¢
Match® 66,0+0,47b 139,8+4,24c 0,075+0,001d
Mimic® 51,0+0,46¢c 53,8£1,80f 0,078+0,002d
CLso previamente estimada para cada produto
Agroneem® 61,8+0,59¢ 91,1+2,10b 0,073+0,003 b
Azact® 60,3+0,51 ¢ 84,9+3,11b 0,071+0,003 b
Azamax® 74,9+044a 654+312d 0,055+0,005 d
Fitoneem® 59,5+0,54c¢ 59,242,67d 0,068+0,002bc
Certero® 55,0+0,93d 41,4+3,14e 0,067+0,002bc
Intrepid® 62,4046 c 44,7+280e 0,061+0,001 c
Match® 67,4+0,39b  74,3+2,90c  0,064+0,006 c
Mimic® 51,8+1,04e 56,3+2,10d 0,078+0,004 b

1300  °T = duragédo de cada geracdo (dias); R, = taxa liquida de reproducdo e r,, = razdo infinitesimal de
1301  aumento (por dia).

1302  °Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna dentro de cada concentracdo, ndo sdo
1303  significativamente diferentes (teste t para comparagdes de grupos aos pares, P > 0,05).

1304

1305
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1308  Figura 1. Duragdo (em dias) do periodo larval (A) e do ciclo bioldgico (ovo a adulto) (B) de Spodoptera

1309  frugiperda apés alimentacdo em dieta artificial tratada com inseticidas reguladores de crescimento de origem
1310  natural e sintética.

1311 Médias seguidas de mesma letra mailscula (CLsg) ou mindscula (CLys) ndo sdo significativamente diferentes
1312 (LSMEANS seguido pelo teste Tukey; P > 0,05). *significativo pelo teste t dentro do mesmo tratamento (P <
1313  0,05).
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1316 Figura 2. Porcentagem de viabilidade do periodo larval (A) e do ciclo biolégico (ovo a adulto) (B) de
1317  Spodoptera frugiperda mantida durante a fase larval em dieta artificial tratada com diferentes inseticidas
1318  reguladores de crescimento de origem boténica e sintética.

1319  Meédias seguidas de mesma letra maitscula (CLsg) ou mintscula (CL,s) ndo sdo significativamente diferentes
1320  (LSMEANS seguido pelo teste Tukey; P> 0,05). *significativo pelo teste t dentro do mesmo tratamento (P <

1321  0,05).
1322
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Figura 3. Peso larval (A) e pupal (B), em mg, de Spodoptera frugiperda mantida durante a fase larval em dieta
artificial tratada com diferentes inseticidas reguladores de crescimento de origem boténica e sintética .

Médias seguidas pela mesma letra maitscula (CLsg) ou minudscula (CLs) ndo séo significativamente diferentes
(LSMEANS seguido pelo teste Tukey; P> 0,05). *significativo pelo teste t dentro do mesmo tratamento (P <

0,05).
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Figura 4. Fecundidade total de Spodoptera frugiperda mantida durante a fase larval em dieta
artificial tratada com diferentes inseticidas reguladores de crescimento de origem boténica e
sintética.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula (CLsg) ou minuscula (CLys) ndo séo significativamente diferentes

(LSMEANS seguido pelo teste Tukey; P> 0,05). *significativo pelo teste t dentro do mesmo tratamento (P <

0,05).



Artigo 3 - A ser submetido na revista Crop Protection
(Versao em portugués)



1351

1352

1353

1354

1355

1356

1357

1358

1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369

1370

1371

1372

1373

1374

1375

1376

1377

1378

Associacao de inseticidas reguladores de crescimento e formulacGes a base de
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RESUMO

Obijetivou-se avaliar a compatibilidade fisica de misturas de inseticidas reguladores de
crescimento de origem sintética e formulacGes de inseticidas boténicos & base de limonoides e
a toxicidade dessas associa¢Ges no manejo de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), em testes conduzidos sob condicdes laboratoriais e de campo. Para
isso, foram testados as associagdes de quatro inseticidas botanicos comerciais a base de nim

registrados no Brasil (Azamax®, Agroneem®, Azact® e Fitoneem®) com inseticidas sintéticos
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reguladores de crescimento - IRC [dois representantes do grupo das benzoilureia (Certero® e
Match®) e dois representantes do grupo das diacilhidrazinas (Intrepid® e Mimic®)]. Quando
em mistura, todas as combinac¢des dos quatro IRCs as quatro formulacGes a base de derivados
de nim apresentaram uma reducéo significativa do pH da calda e um incremento significativo
da condutividade elétrica. Entre as combinacGes testadas, aquelas contendo a mistura de
Agroneem® com as quatro formulacées de inseticidas reguladores de crescimento se
destacaram pela maior reducdo do pH e maior incremento da condutividade elétrica da calda
de pulverizacdo. Porém todas as combinacg6es testadas apresentaram comportamento de
estabilidade de calda semelhante quando foram preparadas somente com agua, o que
demonstra sua compatibilidade fisica. Além disso, em bioensaios de laboratério e campo, as
misturas de IRCs com formulages a base de limonoides apresentaram efeito de sinergismo
no manejo de S. frugiperda. Assim, tais combinacdes podem proporcionar a redugdo do uso
de ingredientes ativos sintéticos, uma vez que varios compostos ativos podem estar
envolvidos, retardando o surgimento de populagdes resistentes, além da reducdo dos impactos
ambientais advindos da aplicacdo de compostos xenobioticos e dos custos de controle. Dessa
forma, constituem-se em promissores alternativas de manejo de S. frugiperda, aliando eficacia

de controle e seletividade, aspectos importantes para os programas de manejo integrado.

Palavra chave: Lagarta-do-cartucho, azadiractina, benzoilureia, diacilhidrazina, Manejo

Integrado de Pragas.
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1. Introducéo

No Brasil, a cultura do milho apresenta significativa expressao econdmica, com uma
uma producéo de 106,4 milhdes na safra 2020/2021, em duas épocas preferenciais de cultivo
(“safra” e “safrinha”), em uma area em torno de 14 milhdes de hectares (Conab, 2021). No
entanto, o ataque de insetos-praga tem impossibilitado a obtencéo de maiores produtividades,
especialmente a incidéncia de lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith 1797),
considerada a espécie mais destrutiva do milho (Zea mays L.) (Cruz et al., 2012; Martinelli et
al., 2006).

Para 0 manejo da lagarta-do-cartucho, o controle quimico por meio de inseticidas
sintéticos e 0 uso de eventos que expressam proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt) tém sido as principais estratégias de manejo utilizadas no Brasil (Carvalho et al.,
2013; Okumura et al., 2013; Waquil et al., 2013; Bernardi et al., 2015; Sorgatto et al., 2015).
Contudo, o0 uso generalizado de inseticidas, por muitas vezes de forma indiscriminada (sem
considerar o nivel de dano da praga ou mesmo aplicac@es calendarizadas), tem contribuido
para a evolucao da resisténcia de S. frugiperda aos principais inseticidas utilizados (Diez-
Rodriguez; Omoto, 2001; Carvalho et al., 2013; Nascimento et al., 2016; Okuma et al., 2018;
Bolzan et al., 2019).

De acordo com a literatura, mais de 20 ingredientes ativos apresentam relatos de
resisténcia da S. frugiperda em todo mundo (Arthropod Pesticide Resistance Database, 2016 -
https://www.irac-online.org/publishers/arthropod-pesticide-resistance-database/). No Brasil,
foram reportados casos de resisténcia de S. frugiperda a lambda-cialotrina (Diez-Rodriguez;
Omoto, 2001), clorpirifos (Carvalho et al., 2013), lufenurom (Nascimento et al., 2016),
espinosade (Okuma et al., 2018) e diamidas (Bolzan et al., 2019). Além disso, a resisténcia

também tem sido documentada para eventos que expressam as proteinas CrylF e CrylAb e
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(Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016), Cry1A.105/Cry2Ab2 (Bernardi, D. et al., 2015),
CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF (Bernardi et al., 2015; Horikoshi et al., 2016) e
Vip3Aa20/CrylAb (Bernardi et al., 2016). Frente a isso, a busca por formulagdes
ecologicamente mais seguras e sustentaveis, especialmente com menor toxicidade aos
organismos nao alvo, torna-se cada vez mais importante para o contexto do manejo integrado
de S. frugiperda e de outras pragas-chave da agricultura (Pavela, 2007; Dayan et al., 2009;
Hong et al., 2013; Anbalagan et al., 2014). Além disso, produtos ou misturas que apresentam
modo de acdo distintos dos inseticidas tradicionalmente usados no manejo de S. frugiperda
sdo importantes para o0 manejo de populac@es resistentes por meio dos principios de rotacao
ou ataque multiplo (Georghiou, 1983).

Dentro deste contexto, os inseticidas reguladores de crescimento de insetos (IRCs) e
produtos derivados de nim (Azadirachta indica A. Juss), que possui como ingrediente ativo
majoritario o triterpenoide azadiractina, merecem destaque (Campos et al., 2016; Duarte et
al., 2020). Tais produtos, além de proporcionarem efeitos toxicos diretos (mortalidade) sobre
a praga, também podem ocasionar efeitos indiretos, como inibi¢do da alimentacao, distarbios
hormonais (0 que pode interromper 0s processos de muda nos estagios juvenis) e alteracbes
no desenvolvimento larval e reproducdo (Brahmachari, 2004; Qiao et al., 2014). Em adicao,
sdo considerados os produtos de menor toxicidade sobre Telenomus remus (Nixon, 1937)
(Hymenoptera: Platygastridae), considerado o parasitoide de ovos mais promissor para o
manejo bioldgico aplicado de S. frugiperda no campo (Pomari et al., 2013; Vieira et al., 2017;
Pomari-Fernandes et al., 2018).

Outro fator que pode colaborar com 0 manejo de populacdes resistentes de S.
frugiperda a inseticidas é a utilizacdo de produtos em misturas, a partir do principio do ataque
multiplo, desde que ndo ocorra a prevaléncia de resisténcia cruzada entre os inseticidas

utilizados na mistura (Georghiou, 1983). Entretanto, um dos principios da utilizagéo de


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.01494/full#B6

1454

1455

1456

1457

1458

1459

1460

1461

1462

1463

1464

1465

1466

1467

1468

1469

1470

1471

1472

1473

1474

1475

1476

1477

85

inseticidas em misturas em tanque € a busca pela compatibilidade e a eficiéncia (toxicidade)
devido aos efeitos sinérgicos ou aditivos dos produtos sobre o alvo de controle (Reffstrup et
al., 2010; Peter et al., 2013). Entretanto, estudos tém demonstrado que este procedimento
também pode proporcionar efeitos antagénicos, diminuindo a eficiéncia dos produtos sobre a
praga (lkeda, 2013; Willmott et al., 2013; Peter et al.,2013; Bhan et al., 2015). Desta forma,
conhecer aspectos da exposi¢do conjunta de produtos sobre a praga-alvo, assim como as
incompatibilidades fisicas em misturas em tanque sdo fundamentais (Krause, 2014; Gandini et
al., 2020).

Nesse contexto, o presente estudo visou avaliar a compatibilidade fisica de misturas
de inseticidas reguladores de crescimento de origem sintética e formulagdes de inseticidas
botanicos a base de limonoides e a toxicidade dessas associacdes no manejo de S. frugiperda,

em testes conduzidos sob condi¢6es laboratoriais e de campo.

2. Material e métodos

2.1 Compatibilidade fisica de misturas de inseticidas reguladores de crescimento de origem

sintética e produtos formulados a base de limonoides

Visando avaliar a compatibilidade fisica de misturas de inseticidas reguladores de
crescimento de origem sintética e formulacGes a base de limonoides, assim como a alteragdo
do pH e da condutividade elétrica de caldas condicionada pelos produtos testados tanto
isoladadamente quanto em misturas, foram preparadas solu¢ées em béquer de 250 mL,
simulando uma calda em condic&o de campo de 200 L ha™. A ordem de mistura foi: primeiro

os inseticidas reguladores de crescimento seguido das formulacGes a base de limonoides
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(6leos ou concentrados emulsionaveis). Como controle negativo, utilizou-se agua destilada.
Para cada tratamento, utilizou-se 4 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por um béquer.
Para a determinacao do pH utilizou se 0 pHmetro (Digimed phmetro DM20), enquanto
que a condutividade elétrica foi determinada em um condutivimetro (modelo Orion 5star —
Thermo scientific corporation). Além disso, a estabilidade das diferentes misturas foram
avaliadas em 1, 5, 10 e 30 minutos ap0s a preparacao das caldas. As interacfes foram
observadas a partir da ocorréncia de sobrenadante, precipitacdo, floculacdo ou mistura
homogénea, e em seguida, atribuiu-se notas em uma escala variando de 1 a 5 (Petter et al.,
2013), em que 1 significa separacdo imediata dos compostos; 2 significa separacdo depois de
1 minuto de preparacdo; 3 significa separacdo depois de 5 minutos de preparacdo; 4 significa
separacdo depois de 10 minutos de preparacdo; e 5 significava estabilidade perfeita das

misturas.

2.2 Suscetibilidade de lagartas de S. frugiperda expostas a misturas de quatro formulacgdes de
inseticidas boténicos a base de limonoides e inseticidas reguladores de crescimento em dieta

artificial

As lagartas de S. frugiperda utilizadas nos bioensaios foram provenientes de uma
populagéo coletada em milho ndo-Bt durante a safra 2012/2013 em Mogi Mirim, SP, Brasil
(22°28'31"S e 46°54'21" W). Em laboratorio (25 + 2°C, U.R. 60 + 10% e fotoperiodo de
12L:12E h), as lagartas foram mantidas por mais de 25 geracdes em dieta artificial a base de
feijao branco (Yoki®), gérmen de trigo (Walnon®) e levedura (Biorigem®) (adaptada de
Greene et al., 1976). Para alimentacéo dos adultos, utilizou-se uma solucéo de mel a 10%

(V/v).
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Os tratamentos utilizados corresponderam aos inseticidas botanicos (IB) comerciais a
base de nim registrados no Brasil (Azamax®, Agroneem®, Azact® e Fitoneem®) (Tabela 1),
enguanto que os inseticidas sintéticos reguladores de crescimento (IRCs) foram constituidos
por dois representantes do grupo das benzoilureia (Certero® e Match®) e dois representantes
do grupo das diacilhidrazinas (Intrepid® e Mimic®) (Tabela 1) disponiveis no mercado
nacional. A determinacdo das misturas dos produtos pode ser observada na Tabela 2 e as
concentracdes na Tabela 3.

As misturas foram realizadas utilizando as CLs dos produtos (Tabela 3), estimadas
em bioensaios prévios por meio da incorporacdo em dieta artificial. Como controle negativo,
utilizou-se a mesma proporcao de agua destilada utilizada na solubilizacdo dos tratamentos (5
mL). Para cada produto e concentracdo, os tratamentos foram incorporados em dieta artificial
(temperatura ~50°C), vertida em placas de acrilico de 16 células (5,5 centimetros de
comprimento x 4,0 cm de profundidade x 3,0 centimetros de altura por poco) [(Advento do
Brasil, Sdo Paulo, Brasil)] e mantidas por 12 h em cdmara de fluxo laminar, privadas de luz,
facilitando a evaporacéo e excesso de umidade. Posteriormente, cada célula foi infestada com
5 lagartas de primeiro instar e as placas mantidas em sala climatizada (25°C, U.R.: 60£10% e
fotofase: 12 h). A sobrevivéncia larval foi observada diariamente por 7 dias, e ap0s esse
periodo, as lagartas sobreviventes foram pesadas em balanca analitica. As lagartas que nao
ultrapassaram o primeiro instar larval também foram consideradas mortas. O delineamento
utilizado foi inteiramente causalizado com 32 repeti¢fes, com 5 neonatas (< 24 horas de
idade) de S. frugiperda por repeticdo (n=160), para cada tratamento. O bioensaio foi mantido

em sala climatizada (temperatura 27+1°C, umidade relativa 60+10% e fotofase 14 horas).
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2.3 Suscetibilidade de lagartas de S. frugiperda expostas a misturas de quatro formulagdes de
inseticidas boténicos a base de limonoides e inseticidas reguladores de crescimento em folha

de milho

Sementes de milho cultivar ndo Bt (BMX 3051) foram semeadas em vasos (10L
contendo terra vegetal na densidade de 5 sementes/vasos. No estagio V6, em laboratdrio,
foram cortados pedacos de 4cm de folha, as quais foram imersas durante 10 segundos em
misturas de inseticidas botanicos e sintéticos de acordo com a Tabela 2 e Tabela 3. As folhas
que foram imersas nas misturas ficaram em repouso em papel filtro até que ocorresse a
secagem por completo das mesmas; ap0s esse periodo, as folhas foram colocadas com o
auxilio de uma pinca de ponta fina e acondicionados sobre uma mistura ndo geleificada de
agar-agua a 2,5% em placas de bioensaio com 16 células (5,5 centimetros de comprimento x
4,0 cm de profundidade x 3,0 centimetros de altura por poco) [(Advento do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil)]. A sobrevivéncia larval foi observada diariamente por 7 dias, e ap0s esse periodo, as
lagartas sobreviventes foram pesadas em balanca analitica. As lagartas que ndo ultrapassaram
o primeiro instar larval também foram consideradas mortas. Quando houve necessidade as
folhas foram substituidas por folhas de milho sem tratamento. O bioensaio foi mantido em
sala climatizada (temperatura 27 £ 1°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase: 12 h), com
delineamento inteiramente casualizado com 32 repeti¢des para cada tratamento, com 5

lagartas expostas por repeticdo (n=160).

2.4 Eficiéncia de controle de diferentes misturas de inseticidas botanicos a base de

limonoides e inseticidas reguladores de crescimento sobre lagartas de S. frugiperda a campo
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O experimento foi realizado no municipio de Arroio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil (32°
14’ 19" S; 53° 5" 27" O) durante a safra agricola 2020/2021. O delineamento experimental foi
em blocos inteiramente casualizado, com 4 repeticdes (parcelas) por tratamento. As parcelas
foram constituidas de 3 linhas de milho com 4,0 m de comprimento e espacamento entre
linhas de 0,80 m. Sementes de milho néo Bt da cultivar BRS 3042 foram semeadas
mecanicamente na densidade de 4 sementes/metro linear. A area na qual foi instalado o
experimento era caracterizada pelo recorrente histérico de infestacdo natural de S. frugiperda
durante as ultimas safras agricolas. Os danos causados por infestacGes naturais de S.
frugiperda foram avaliados a cada 5 dias ap6s a emergéncia das plantas de milho, analisando
as folhas de 10 plantas consecutivas por parcela (linha central). A pulverizacdo dos
tratamentos foi realizada quando 10% das plantas quantificadas em cada amostragem
apresentarem nota de danos > 3 (estagio fenoldgico v4), segundo a escala de Davis et al.
(1992). O numero de plantas com classificacdo de dano > 3 é sugerido como critério para o
uso de inseticidas contra S. frugiperda no Brasil (IRAC, 2016). Os inseticidas (Tabela 1)
foram aplicados utilizando um pulverizador costal pressurizado com CO,, barrade 2 m e
espacamento entre bicos de 0,5 m (pontas tipo leque XR 110.02), com volume de calda de
200 L ha™. Como tratamento testemunha, foi utilizado parcelas experimentais sem a aplicacio
de inseticidas. Aos 0 (ants da aplicacdo; pré-contagem), 1, 3, 7, 10, 14, 21, 28 dias ap0s a
aplicacdo (DAAT) foi atribuido uma nota de dano para cada planta (10 plantas por parcela) de

acordo com a escala de Davis (0 = nenhum dano a 9 = dano severo) (Davis et al., 1992).

2.5 Analise estatistica

Modelos lineares generalizados (GLM) (Nelder e Wedderburn, 1972) pertencentes a familia

exponencial de distribui¢cdes foram utilizados para a analise dos dados obtidos. Em todos 0s
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casos, um grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulacéo (Hinde e
Demétrio, 1998) foi utilizado para verificar a qualidade do ajuste ao modelo. Quando ocorreu
diferenca significativa entre os tratamentos, comparacGes multiplas (teste post hoc de Tukey,
p <0,05) foram realizadas usando a funcéo glht do pacote multicomp com ajuste dos valores

de p. As analises foram realizadas por meio do software “R”, versao 2.15.1 (R Core Team,

2012).

3. Resultados

3.1 Compatibilidade fisica de misturas de inseticidas reguladores de crescimento de origem

sintética e produtos formulados a base de nim

Nas concentracdes recomendadas, todas as formulagfes a base de nim ocasionaram uma
reducao significativa do pH da calda de pulverizacéo (F = 78,986, gl = 4, 15, p = <0,0001),
seguindo a seguinte tendéncia de reducio: Agroneem®>Azamax®>Azact®>Fitoneem® (Tabela
4). Por outro lado, todos os produtos a base de nim ocasionaram um aumento da
condutividade elétrica (F = 83810, gl = 4, 15, p = <0,000), sendo que o produto Agroneem®
foi aquele que apresentou o maior aumento, seguido de Azamax®, Fitoneem® e Azact®
(Tabela 4). Considerando os produtos reguladores de crescimento de origem sintética testados
isoladamente, Certero® e Intrepid® ocasionaram um aumento do pH da calda, enquanto que
reducéo do pH foi verificada com os produtos Match® e Mimic® (Tabela 4). Por sua vez,
todos os quatro produtos testados propiciaram um aumento da condutividade elétrica da calda
de pulverizacéo (Tabela 4).

Quanto em mistura, todas as combinac¢des dos quatro inseticidas reguladores de crescimento

de origem sintética com as quatro formulacdes a base de derivados de nim apresentaram uma
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reducdo significativa do pH da calda e um incremento significativo da condutividade elétrica
(Tabela 4). Entre as combinac6es testadas, aquelas contendo a mistura de Agroneem® com as
quatro formulacdes de inseticidas reguladores de crescimento se destacaram pela maior
reducdo do pH e maior incremento da condutividade elétrica da calda de pulverizacdo (Tabela
4).

Todas as combinacGes dos quatro inseticidas reguladores de crescimento de origem sintética
com as quatro formulagdes a base de derivados de nim apresentaram comportamento de
estabilidade de calda semelhante quando foram preparadas somente com agua (Tabela 5).
Assim, todas as misturas preparadas ndo apresentaram incompatibilidade fisica, observada
pelo grau 5 na escala da CBB independentemente dos tempos de avaliacdo (Tabela 5), que
constitui-se na estabilidade perfeita da mistura. Nas misturas contendo Agroneem® com as
duas diacilhidrazinas testadas (Intrepid®e Mimic®) verificou-se a formagéo de
sobrenadamente (pequenas goticulas de éleo na superficie), porém sem comprometer a

estabilidade fisica das referidas misturas.

3.2 Associacao de inseticidas reguladores de crescimento de origem sintética e produtos

formulados a base de nim no controle de Spodoptera frugiperda

3.2.1 Testes laboratoriais

Independentemente da modalidade de bioensaio empregado (aplicagédo em dieta
artificial ou folhas de milho), as misturas (CLys + CL2s) da diacilhidrazina Intrepid® com as
quatro formulacdes & base de nim, assim como a mistura de Mimic® com Azamax® (ensaio em
dieta artificial), ocasionaram a mortalidade total das lagartas expostas apds o sétimo dia de
exposicao, sendo, assim, equitéxicos ao controle positivo (Premio®, controle positivo) testado

na CLgo previamente estimada (Tabela 6). Além disso, as demais combinacdes testadas
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(misturas da CLs de reguladores de crescimento + CLs de produtos a base de nim)
ocasionaram niveis de mortalidade superiores a 75% e significativa reducdo do peso das

lagartas sobreviventes (Tabela 6), o que indica efeito de sinergismo entre tais associagdes.

3.2.2 Testes de campo

Em condicGes de campo, a mistura das concentracdes equivalentes as CL 5 dos inseticidas
reguladores de crescimento do grupo das diacilhidrazinas (Intrepid® e Mimic®) com as CLs
dos inseticidas botanicos Azamax® e Azact® , assim como o inseticida Certero® (benzoilureia)
com Azact®, nas mesmas concentracdes, foram os tratamentos que apresentaram 0s menores
niveis de dano de S. frugiperda (Tabela 7), mensurados pela Escala de Davis et al. (1972).
Tais diferencas entre os tratamentos foram significativas apds os 3 DAT (dias ap6s o

tratamento), permanecendo a mesma tendéncia ao longo de todas as datas de avaliagéo.

4. Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo sob condicGes laboratoriais e de campo
indicaram a compatibilidade fisica de misturas de inseticidas reguladores de crescimento de
origem sintética com inseticidas botanicos a base de nim (limonoides) e o efeito de
sinergismo dessas misturas no manejo de S. frugiperda. Assim, tais combinagfes podem
proporcionar a reducdo do uso de ingredientes ativos sintéticos, uma vez que Varios
compostos ativos podem estar envolvidos, retardando o surgimento de populagdes resistentes,
além da reducéo dos impactos ambientais advindos da aplicagdo de compostos xenobidticos e

dos custos de controle (Morales Gonzélez et al., 2009). Dessa forma, constituem-se em
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promissores alternativas de manejo de S. frugiperda, aliando eficécia de controle e
seletividade, aspectos importantes para os programas de manejo integrado.

Varios estudos demonstraram efeitos sinérgicos de misturas de inseticidas sintéticos e
botanicos sobre espécies-praga. Ali et al. (2017) avaliaram opcdes de controle da lagarta
Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae), considerada uma das pragas-chave de
Brassicaceae (Hasan e Ansari, 2010). Os pesquisadores avaliaram a mortalidade, crescimento
e consumo alimentar de lagartas submetidas a diferentes inseticidas sintéticos (tiametoxam
25% SP, acetamiprido 20% SP e piriproxifem 10,8% EC), extratos etandlicos de nim
[Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae)] (5 e 7%) e combinacGes de inseticidas sintéticos e
botanicos em comparagcdo com agua (controle negativo). O estudo demonstrou que 0s extratos
de nim isolados ou em combinagdo com os inseticidas sintéticos podem ser usados para o
controle de P. brassicae, com efeitos significativos sobre a mortalidade, crescimento e
comportamento alimentar das lagartas. A combinacao do inseticida piriproxifem com o
extrato a 7% causou menor mortalidade em comparacao com a aplicacdo do extrato
isoladamente. Esse efeito antagonico foi atribuido pelos autores a possiveis mecanismos de
destoxificacdo que levam a inativacdo de alguns metabdlitos. Nesse contexto, é possivel que a
toxicidade da mistura entre piriproxifem e extrato tenha sido reduzida a partir da degradacao
de um ou mais constituintes da mistura (Yi et al., 2012).

Um dos principios da mistura de inseticidas é a busca pela compatibilidade e a
eficiéncia (toxicidade) dos produtos sobre o alvo de controle (Reffstrup et al., 2010; Peter et
al., 2013). Na agricultura, as misturas de tanque de produtos fitossanitarios séo realizadas com
0 intuito de reduzir os custos das aplica¢Ges (Houghton, 1982). Contudo, a mistura de
inseticidas pode alterar substancialmente o efeito sobre a praga-alvo, devido principalmente

as alteracdes provocadas no pH da calda (Baur et al., 1971; Moxness; Lym, 1989; Matuo;
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Matuo, 1995) e na condutividade elétrica (Ell-Attal et al., 1984; Farghalay et al., 2009), bem
como pela possivel incompatibilidade entre os produtos (Houghton, 1982).

Internacionalmente, a preocupacéo dos pesquisadores e técnicos sobre os efeitos
causados pelas misturas de tanque € relativamente antiga (Schenck; Adlerz, 1962; Prado et al.,
2011). Em 1980, na Philadelfia (Estados Unidos), foi realizada a primeira conferéncia sobre
aplicacdes de produtos fitossanitarios com mistura de tanque, nos quais diversos
pesquisadores se reuniram para discutir sobre os principais efeitos das misturas, devido as
maiores alteracdes das caracteristicas fisico-quimicas ocorridas na calda (Wright et al., 1982).
Assim, a qualidade quimica da 4gua, em relacdo ao pH, sais e ions dissolvidos, € um fator a
ser considerado no tratamento fitossanitario (Houghton, 1982; Prado et al., 2011).

Conforme demonstrado no presente estudo, interagdes sinérgicas ou aditivas entre
inseticidas botanicos e inseticidas sintéticos podem possibilitar o registro de novos produtos,
propiciar o aumento de eficacia dos produtos em funcéo de diferentes modos de acdo dos
componentes envolvidos na mistura, a reducao na pressdo de selecédo e na evolucdo de
resisténcia por parte dos insetos-alvo e o aumento do tempo de uso de alguns produtos
sintéticos ja disponiveis no mercado, caso dos inseticidas reguladores de crescimento
empregados no presente estudo. Assim, o presente estudo abre oportunidades para o
desenvolvimento de novos produtos ou estratégias para o manejo de S. frugiperda. Todavia,
faz-se necessario uma avaliagdo criteriosa dos possiveis impactos sobre organismos nao alvos

e 0 comportamento de tais misturas no ambiente antes de sua recomendagé&o.
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Tabela 1. Inseticidas sintéticos e organicos utilizados para avaliar a toxicidade e o
desempenho biologico de Spodoptera frugiperda em bioensaio de incorporacdo em

dieta artificial.

Ingrediente ativo Nome comercial CL,s  Grupo quimico
Limonoides purificados ® 0.0813 . .
(azadiractina + 3-tigloil-azadiractol) Azamax Tetranortriterpenoide
Oleo bruto de nim Azact CE® 0.0306 Tetranortriterpenoide
Oleo bruto de nim Fitoneem® 0.0375  Tetranortriterpenoide
Oleo bruto de nim Agroneem® 0.1962  Tetranortriterpenoide
Lufenuron Match® 0.0267 Benzoilureia
Metoxifenozida Intrepid® 0.0201  Diacilhidrazina
Triflumurom Certero® 0.0114 Benzoilureia
Tebufenozida Mimic® 0.0129  Diacilhidrazina

*Dose: g ou mL of p.c. (produto comercial) 100 L™ de 4gua
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1953
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Tabela 2. Inseticidas sintéticos reguladores de crescimento (IRC) e inseticidas botanicos (I1B)

em mistura utilizados para avaliar a toxicidade letal para Spodoptera frugiperda em bioensaio

de incorporacdo em dieta artificial, folha de milho e a campo.

Tratamentos IB IB IB IB

IRC Azamax®/Mimic® Azamax®/Certero® Azamax®/Match® Azamax®/Intreped®
IRC Agroneem/Mimic® Agroneem®/Certero® Agroneem®Match®  Agroneem®Intreped®
IRC Azact®/Mimic® Azact®Ce/Certero® Azact®/Match® Azact®/ Intreped

IRC Fitoneem®/Mimic® Fitonee®/Certero® Fitoneem®Match®  Fitonee®/Intreped®
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1954  Tabela 3. Estimativa da CL,s (mg kg™) de diferentes inseticidas sintéticos reguladores de
1955  crescimento e inseticidas botanicos sobre lagartas de Spodoptera frugiperda em bioensaio de

1956  incorporacdo em dieta artificial, folha de milho e campo.

Ingrediente ativo Nome comercial Cl2smg kg™)
Azadiractina + 3-tigloil-azadiractol Azamax® 0,0813
Azadiractina (6leo bruto) Azact CE® 0,0306
Azadiractina (6leo bruto) Fitoneem® 0,0375
Azadiractina (6leo bruto) Agroneem® 0,1962
Lufenuron Match® 0,0267
Metoxifenozida Intrepid® 0,0201
Triflumurom Certero® 0,0114
Tebufenozida Mimic® 0,0129

1957

1958

1959

1960

1961

1962

1963

1964

1965

1966

1967

1968

1969

1970

1971

1972

1973



1974

1975

1976

1977
1978
1979

1980

inseticidas reguladores de crescimento.

Tabela 4. Médias (+EP) do pH e da condutividade elétrica (25 °C) de caldas preparadas a

partir das misturas de quatro formulacdes de inseticidas botanicos a base de limonoides e

107

Misturas pH Condutividade elétrica(uS/cm)

Controle negativo 5,765£0,0388 a 1,7675+0,0025 e
(Agua destilada)
Agroneem® (isolado) 4,89+0,01291 e 10,7475+0,0125 a
Fitoneem® (isolado) 5,5875+0,0165b 4,895+0,0171 c
Azact® (isolado) 5,405+0,01554 ¢ 3,7675+0,0085 d
Azamax® (isolado) 5,225+0,07089 d 6,25+0,01225 b
F 78,986 83810
gl 4,15 4,15
Valor de p <0,0001 <0,0001
Controle negativo (agua destilada) 5,765+0,0388 a 1,7675+0,0025 f
Match® (isolado) 5,145+0,002 ¢ 10,420+0,005 d
Match® + Agroneem® 4,822+0,006 e 15,155+0,005 a
Match® + Fitoneem® 5,195+0,007 ¢ 8,862+0,0009 e
Match® + Azact® 5,287+0,007 b 10,462+0,0009 ¢
Match® + Azamax® 4,902+0,004 d 12,155+0,001 b
F 236,23 326873
gl 5,18 5,18
Valor de p <0,0001 <0,0001
Controle negativo (agua destilada) 5,765+0,0388 b 1,7675+0,0025 f

Certero® (isolado) 5,957+0,010 a 7,885+0,001 e
Certero® + Agroneem® 4,907+0,004 f 16,257+0,003 a
Certero® + Fitoneem® 5,43520,005 d 9,635+0,002 d
Certero® + Azact® 5,587+0,010 ¢ 11,197+0,002 ¢
Certero® + Azamax® 5,205+0,010 e 11,765+0,001 b
F 208,60 659918
gl 5,18 5,18
Valor de p <0,0001 <0,0001
Controle negativo (agua destilada) 5,765+0,0388 b 1,7675+0,0025 f
Intrepid® (isolado) 6,340+0,026 a 21,192+0,004 e

Intrepid® + Agroneem®
Intrepid® + Fitoneem®
Intrepid® + Azact®
Intrepid® + Azamax®

5,255+0,015 ¢
5,630+0,015 b
5,777+0,005 b
5,752+0,016 b

26,992+0,005 a
22,022+0,004 d
23,982+0,008 b
23,570+0,006 ¢

F

gl
Valor de p

54,777
5,18
<0,0001

461022
5,18
<0,0001

Controle negativo (agua destilada)

5,765+0,0388 a

1,7675+0,0025 f

Mimic® (isolado) 5,525+0,011 b 17,057+0,004 e
Mimic® + Agroneem® 4,907+0,009 e 25,145+0,004 a
Mimic® + Fitoneem® 5,267+0,004 ¢ 18,512+0,004 d
Mimic® + Azact® 5,365+0,013 ¢ 19,962+0,004 b
Mimic® + Azamax® 5,142+0,008 d 19,732+0,004 ¢
F 110,5 551461

gl 5,18 5,18
Valor de p <0,0001 <0,0001

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas de cada grupo, indicam diferencas significativas entre
tratamentos (GLM com distribuicdo Gaussiana seguida por teste post hoc de Tukey, p < 0,05),



1981

1982

1983
1984

1985

inseticidas botanicos a base de limonoides e inseticidas reguladores de crescimento,

Tabela 5. Estabilidade de calda preparadas a partir das misturas de quatro formulacgdes de
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Misturas

Estabilidade de calda — tempo (minutos)®

30

Match® (isolado)
Match® + Agroneem®
Match® + Fitoneem®
Match® + Azact®
Match® + Azamax®

Certero® (isolado)

Certero® + Agroneem®

Certero® + Fitoneem®
Certero® + Azact®
Certero® + Azamax®

Intrepid® (isolado)
Intrepid® +Agroneem®
Intrepid®+ Fitoneem®
Intrepid® + Azact®
Intrepid® + Azamax®

Mimic® (isolado)
Mimic® + Agroneem®
Mimic® + Fitoneem®
Mimic® + Azact®
Mimic® + Azamax®

01 0101 O1(|O1 O1 O1 O1 01|01 O1 01 O1 01|01 O1 0101 O1)|O

5

o uaoaaQGaooaoaoaaoaaaaal-

oY aooaaogoaoaaaoaaaala

oY aooaQaogoaoaaocaaaaalg

o uaoaaGaoooaaoaooaao

10s valores correspondem aos graus de incompatibilidades conforme CBB, sendo * a formacao de sobrenadante
(pequenas goticulas de 6leo na superficie),
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Tabela 6. Médias (xEP) da mortalidade e peso larval (7° dia) de lagartas de Spodoptera frugiperda expostas a misturas de quatro formulac6es
de inseticidas botanicos a base de limonoides e inseticidas reguladores de crescimento, na CL,s previamente estimada, em bioensaio de ingestao

sob duas formas de aplicacéo.

Aplicacdo em dieta artificial
Mortalidade (%) Peso larval (mg)

Aplicacdo em folhas de milho
Mortalidade (%) Peso larval (mg)

Misturas Concentragéo

Controle negativo -- 500+1,79¢ 19,70 £ 0,58 10,00+ 2,54d 23,51+ 0,59
Controle positivo (Premio) CLg 100,00 + 0,00* -- 100,00 + 0,00* --
Azamax® + Certero® CLys + Clys 95,62+ 1,74 a 6,5 (7)** 86,87 + 3,19 abc 3,29 (21)**
Azamax® + Intrepid® CLys + Clys 100,00 + 0,00* -- 100,00 # 0,00* --
Azamax® + Match® CLys + Clys 87,50 + 2,50 ab 3,72 (20)** 81,25 + 3,10 bc 2,58 (30)**
Azamax® + Mimic® CLys + Clys 100,00 + 0,00* -- 91,25+2,19a 2,29 (14)**
Azact® + Certero® CLys + Clys 95,62+ 1,48a 2,57 (7)** 90,62 + 2,20 ab 2,08 (15)**
Azact® + Intrepid® CLys + Clys 100,00 + 0,00* -- 100,00 * 0,00* -
Azact® + Match® CLys + Clos 86,25 + 2,76 ab 4,22 (22)** 84,37 + 2,50 abc 2,65 (24)**
Azact® + Mimic® CLys + Clys 88,75 + 2,53 ab 2,39 (18)** 78,75 + 2,53 bc 2,72 (34)**
Fitoneem® + Certero® CLys + Clys 88,12 + 2,67 ab 3,07 (19)** 83,75 + 2,76 abc 2,32 (26)**
Fitoneem® + Intrepid® CLys + CLys 100,00 + 0,00* -- 100,00 + 0,00* --
Fitoneem® + Match® CLys + Clys 81,75+ 3,52 b 2,28 (29)** 75,00+£4,02¢c 2,85(40)**
Fitoneem® + Mimic® CLys + Clys 88,12 + 2,95 ab 2,12 (19)** 83,12 + 2,56 abc 1,90 (27)**
Agroneem® + Certero® CLys + CLys 88,75+ 2,53 ab 2,62 (14)** 88,12 + 1,76 abc 2,53 (19)**
Agroneem® + Intrepid® CLys + Clys 100,00 + 0,00* - 100,00 + 0,00* -
Agroneem® + Match® CLys + Clys 90,62 + 2,53 ab 3,27 (15)** 76,87 + 3,25 bc 2,42 (37)**
Agroneem® + Mimic® CL,s + Clos 86,87 + 3,31 ab 2,19 (21)** 77,50 + 4,09 be 1,86 (36)**
F 45,116 -- 34,599 --
gl 11,372 -- 12, 403 --
Valor de p <0,0001 -- <0,0001 --

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferencas significativas entre tratamentos (GLM com distribuigdo quasibinomial seguida por teste post hoc de Tukey, p <

0,05);

* N4o incluido na analise (variancia nula);

** Dados ndo analisados devido a pequena unidade amostral [valores entre paréntesis indicam o nimero de lagartas sobreviventes (n = 160)];
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Tabela 7. Médias (xEP) das notas de dano [escala de Davis et al (1972) — (0-9)] causadas por lagartas de Spodoptera frugiperda (infestacéo natural)

em cultivos de milho tratados com diferentes misturas de inseticidas botanicos a base de limonoides e inseticidas reguladores de crescimento

(concentragio CLys).

Tratamentos Concentragio 0 DAT® 1 DATP 3DAT? 7 DAT® 10 DAT® 14 DAT® 21 DAT® 28 DAT® 35 DAT?
Controle negativo(agua destilada) - 3,10+0,20 3,10+0,20 3,95+0,15a 5,35+0,19a 5,82+0,15a 6,6+0,19 a 6,90+0,19a 7,25+0,19a 7,40+0,19 a
Intrepid® + Azamax® Clys+Clys 2504021 2,50£0,21  2,30,20 he 1,624¢0,18b  1,00£0,12d  0,87#0,11c¢ 1,60+0,12¢ 1,50+0,12¢ 1,97#0,114c
Intrepid® + Azact® Clys+Clys  2,40£023  2,40£0,23  2,0240,22 ¢ 1,224020b  1,1240,17d  1,00#0,17¢ 1,77#0,19c¢ 1,77#0,19¢ 2,67#0,19¢
Intrepid® + Agroneem® Clys+Clys  2,70£0,20 2,7020,20  3,72#0,14a 4224¢016a  4,65%0,17b  4,82#0,18b 517+#0,17b 532+0,16b  5,40+0,16 b
Intrepid® + Fitoneem® Clys+Clys  2,90£0,18 2,90£0,18  3,52#0,13ab  4,42+0,21a  530#024ab 545+0,21b 592#0,23a 6,05t0,21b 6,12+0,21b
Mimic® + Azamax® Clys+Cly  2,67#0,19 2,67+0,19  2,12+0,13¢ 1,45¢0,14b  2,10#0,18c  2,62#0,19c 2,67#0,18¢c 2,77#0,20c  3,07+0,19¢c
Certero® + Azact® Clys+Clys  2,67#0,19 2,670,199 2,82#0,17abc  2,0020,22b  2,00£0,22¢  2,00£021c 245+020c 2,75+024c  3,00£0,25¢
F - 0,8134™  0,8134™ 7,2174 37,594 85,862 79,673 71,542 72,871 47,247
gl - 6,21 6,21 6,21 6,21 6,21 6,21 6,21 6,21 6,21
Valor de p - 0,5714 05714 0,00027 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferencas significativas entre tratamentos (GLM com distribuicio Gaussiana seguida por teste post hoc de Tukey, p < 0,05),

" = N4o significativo,



2 Considerac0Oes Finais

A agricultura enfrenta muitos desafios, incluindo mudancas climéticas, perda
de biodiversidade e demanda cada vez maior por alimentos mais saudaveis e
seguros. Em resposta a esses desafios, um volume crescente de informacdes esta
sendo gerado para fornecer aos sistemas agricolas a possibilidade de producao de
produtos diferenciados e em compatibilidade com os ecossistemas. Atualmente, um
dos grandes desafios da agricultura, esta relacionado ao manejo de S. frugiperda,
considerada o inseto-praga de maior importancia agricola do Pais, principalmente,
para os cultivos de milho, soja e algodao. Este fato esta relacionado principalmente
a evolucao da resisténcia da praga a diferentes inseticidas sintéticos e plantas Bt.

Sendo assim, a busca por alternativas de manejo esta cada vez mais
frequentes. No presente estudo, ficou evidente que inseticidas reguladores de
crescimento de insetos (IRCs) de origem sintética ou natural podem desempenhar
um papel importante no manejo de S. frugiperda, principalmente, porque apresentam
um modo de acgédo diferente dos inseticidas tradicionalmente utilizados no campo.
Este ponto favorecera o manejo de populagées resistentes da praga a campo.

Aliado a isso, avaliando-se diferentes formulacdes de produtos a base de
nim, foi observado que o composto azadiractina e 3-tigloilazadiractol é o
componente majoritario de maior expressdo em formulagcdes comerciais de nim. Este
composto, associado com elementos minoritarios das formulagdes proporcionou
elevada toxicidade sobre lagartas de S. frugiperda, quando utilizado de forma
isolada ou associado com inseticidas sintéticos pertencentes aos reguladores de
crescimento. Este efeito sinérgico e/ou aditivo ocorreu devido a compatibilidade
fisica e quimica dos produtos quando utilizados em mistura nas preparacdes das
caldas. Fato que elevou a toxicidade sobre lagartas de S. frugiperda em bioensaios
de laboratério e campo. Além do mais, a utilizacdo de concentracdes menores dos
produtos em mistura (valores com base na CLys), acarretou em elevado efeito
subletal em lagartas de S. frugiperda apds a ingestdo, proporcionando efeitos
negativos no crescimento populacional da espécie na geragdo avaliada. Dentro

deste contexto, inseticidas reguladores de crescimento de insetos tanto de origem
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sintética quanto de origem natural podem desempenhar um papel importante no
manejo de S. frugiperda, tornando-se uma alternativa sustentavel e ecologiamente

correta.
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