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Resumo

SIMPLICIO, Viviane dos Santos. Avaliagcdo em laboratorio de iscas toxicas
no controle de Gryllus assimilis (Orthoptera: Gryllidae). 2022. 50f.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-Graduacdo em Entomologia, Instituto
de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS, 2022.

Gryllus assimilis (Fabricius, 1775) (Orthoptera: Gryllidae) € uma espécie de grilo
primeiramente descrita na Jamaica, e com ampla distribuicdo na regiao
Neotropical. Em plantios de eucalipto seus danos econdmicos sao recorrentes
ao corte de folhas, mastigacado de ramos e anelamento de coleto. Os tipos de
controle utilizados para grilos sdo obsoletos e dependentes da existéncia de
novas pesquisas voltadas a sua biologia e aspectos comportamentais. O objetivo
do trabalho foi avaliar diferentes formulacfes de iscas toxicas produzidas com
terra de diatomaceas, 6leo de nim, iscas formicidas e o produto comercial
Metarril (Metarhizium anisopliae). Ao avaliar o efeito do 6leo de nim na
alimentacdo, observou-se reducdo na alimentacdo dos grilos nas maiores
concentracfes. De forma oposta ao 6leo de nim, a presenca de diferentes
dosagens de terra de diatoméaceas junto a farinha de milho n&o influenciou na
alimentacéo dos grilos durante todo o experimento. Quanto a mortalidade, o uso
do 6leo de nim mostrou-se um método de baixa eficiéncia. Altas dosagens de
terra de diatomaceas demonstraram maior eficiéncia na mortalidade dos grilos,
ao contrario do produto Metarril, 0 qual com menores concentra¢cdes ocasionou
maior mortalidade. Quanto ao consumo das iscas formicidas, as trés iscas
testadas foram atrativas, mas em relacdo a mortalidade, as iscas
fipronil+sulfuramida apresentaram menor tempo letal apés o consumo pelos
grilos. Apesar de serem necessarios mais estudos voltados ao controle de grilos
com iscas formicidas, esse método se mostra promissor, em razdo das iscas ja
serem utilizadas em plantios florestais, uma vez que, é o principal método de
controle de formigas cortadeiras. Esse trabalho contribui de forma pioneira para
gue outros trabalhos com essa linha de pesquisa tenham maior embasamento
para iniciar estudos com a espécie G. assimilis e seu controle com métodos
menos nocivos ao ambiente e inimigos naturais, seja para area florestal ou
agricola.

Palavras-chave: Fungos Entomopatogénicos. Iscas Formicidas. Metarhizium
anisopliae. Oleo de Nim. Terra de Diatomaceas.



Abstract

SIMPLICIO, Viviane dos Santos. Laboratory evaluation of toxic baits in the
control of Gryllus assimilis (Orthoptera: Gryllidae). 2022. 50f. Thesis
(Master's degree). Postgraduate Program in Entomology, Institute of Biology,
Federal University of Pelotas, Pelotas-RS, 2022.

Gryllus assimilis (Fabricius, 1775) (Orthoptera: Gryllidae) is a species of cricket
first described in Jamaica, and widely distributed in the Neotropics. In eucalyptus
plantations, its economic damages are recurrent due to cutting leaves, chewing
branches and girdling the collar. The types of control used for crickets are
obsolete and dependent on the existence of new research focused on their
biology and behavioral aspects. The objective of this work was to evaluate
different formulations of toxic baits produced with diatomaceous earth, neem oill,
ant baits and the commercial product Metarril (Metarhizium anisopliae). When
evaluating the effect of neem oil on the diet, a reduction in the crickets' diet was
observed at the highest concentrations. In contrast to neem oil, the presence of
different doses of diatomaceous earth together with corn flour did not influence
the crickets' diet throughout the experiment. As for mortality, the use of neem oil
proved to be a method of low efficiency. High doses of diatomaceous earth
showed greater efficiency in the mortality of crickets, unlike the product Metarril,
which with lower concentrations caused greater mortality. As for the consumption
of ant baits, the three baits tested were attractive, but in terms of mortality, the
fipronil+sulfuramide baits had a lower lethal time after consumption by crickets.
Although more studies are needed to control crickets with ant baits, this method
is promising, because the baits are already used in forest plantations, since it is
the main method of controlling leaf-cutting ants. This work contributes in a
pioneering way so that other works with this line of research have a better basis
to start studies with the species G. assimilis and its control with methods that are
less harmful to the environment and natural enemies, whether for forestry or
agricultural areas.

Keywords: Entomopathogenic Fungi. Formcidal baits. Metarhizium anisopliae.
Neem Oil. Diatomaceous Earth.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Lista de Figuras

Recipientes de criacdo de Gryllus assimilis...........ccccoevveiiiieennennn. 16
Racao utilizada na dieta de Gryllus assimilis.............ccccceeeeeeeeenn. 17
Meio de hidratacdo dos griloS.............ueveiiiiiiiiiiieeeeeeeeeceee, 17
Concentrac¢des utilizadas no experimento com 6leo de nim........ 18
Dia 1 do experimento com concentracfes de Oleo de nim........... 21

Mortalidade de Gryllus assimilis em 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias apos a
ingestao de diferentes concentragdes de 6leo de nim................... 23

Mortalidade de Gryllus assimilis em 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias apés a
ingestao de diferentes concentracfes de metarril...............ccceuee... 24

Mortalidade ocasionada em Gryllus assimilis pelo fungo Metarhizium
ANISOPNIBE....ceeeiiiec e ———— 24

Mortalidade de Gryllus assimilis em 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias apos a
ingestao de diferentes dosagens de terra de diatomaceas........... 25

Tratamentos quimicos usados para o controle de Gryllus
ASSIMIIIS. ..t 35

Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para Gryllus assimilis
apos a ingestdo de iscas formicidas com diferentes principios
ALIVOS. .. et 37



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Lista de Tabelas

Consumo de farinha de milho com diferentes concentracdes de 6leo
(0 1= 01 1P 22

Consumo de farinha de milho com diferentes dosagens de terra de
QIAIOMACEAS. ... 22

Tempo letal médio (TL50) em horas de Gryllus assimilis apés a
ingestao de iscas granuladas formicidas. ............cccceevvvvvviviiinneeennn. 38

Andlise de comparacédo multipla de Holm-Sidak obtida pelo tempo
letal médio das iscas formicidas no controle de Gryllus assimilis em
(F=T o0 = 1o ] [0 J 38

Consumo de iscas formicidas granuladas a base de fipronil,
sulfuramida e fipronil+sulfuramida por Gryllus assimilis em
(F=T o0 = 1o ] [0 J 39

Mortalidade ocasionada por iscas formicidas a base de fipronil,
sulfuramida e fipronil+sulfuramida em Gryllus assimilis apos 8, 24 e
96 horas de CONSUMO. ......cooeieeiieeeeeeeeeeee e 39



1. INrOTUGAD GEIAL ..ottt 10
2 Capitulo 1 — Avaliacdo de métodos alternativos no controle de Gryllus assimilis
(Orthoptera: Gryllidae) em [aboratOrio .....ccvcverisieerisieiineerieeneere e 14
pZ2% S [ 70T (U To%= To SRS 14
2.2, MALEriaiS € METOUOS.......coveeeuieiietirieresie ettt sttt ettt sttt aeenes 16
2.2.1.  CriaGa0 em laDOTAtOrIO .......c.ccevueuiriiirieieieieierte et 16
2.2.2. Efeitos do consumo de diferentes concentra¢des do 6leo de nim ............... 18
2.2.3. Efeitos do consumo de diferentes dosagens da terra de diatomaceas....... 19
2.2.4. Efeitos de diferentes concentraces de metarril na mortalidade................... 20
2.2.5.  ANAIISE dE dAUOS .....couiriiriieieieee ettt 20
2.3, RESUIAAOS ......cceeeeieiieeee ettt sttt e s st et e stesse e aessnensesneenseneas 21
2.3.1. Efeito do consumo de diferentes concentragbes de Oleo de nim na
AIMENTAGED ...ttt sttt b e bttt sttt e e e st s b 21
2.3.2. Efeito do consumo de diferentes dosagens da terra de diatoméaceas......... 22
2.3.3. Efeito do 6leo de nim, metarril e terra de diatomaceas na mortalidade ...... 23
2.4, DISCUSSEO ...eoueeiieiiriietisiesie ettt sttt st e sttt a st st s b te st e e st e st e besbesbe st e nteeeneeneeneenes 26
2.4.1. Efeito do 6leo de nim e terra de diatomaceas na alimentacao...................... 26

2.4.2. Eficiéncia do 6leo de nim, metarril e terra de diatoméaceas na mortalidade.27

2.5, CoNSIAEragles fINAIS.......cccoerieieiririreseree ettt enes 30
2.6.  AQradeCimMENTOS .......cccveiiiiieeieeteeeete ettt e teete s be e e e te s e e besbeesbesteessebesreensesreenseees 31
3 Capitulo 2 — Iscas formicidas granuladas sao eficientes no controle de Gryllus
ASSIMIIIS? weeiiiiiieiiiiiireiiirrre e sare s s sns e s s s s sans s ssssssasssssnsassssssnsessssssnassssssnnans 32
0 700 O 011 o o [ o= T J TP 32
3.2, MateriaiS € MEBLOUOS.......c.coeiriiiriiirieetee et sttt st 34

3.2.1.  Criacao em laboratOrio .........ccccvirerierieieieeeeee st eaea 34

3.2.2.  Analise de SODIeVIVENCIA.........ccceverieiieieieesesese et 34

3.2.3. Eficiéncia de iscas formicidas granuladas no controle de Gryllus assimilis 36
3.3. RESUIAAOS ...ttt b e sttt 37

3.3.1. Avaliacdo do tempo letal de iscas formicidas no controle de Gryllus
2SS 1 ] PP .37

3.3.2. Eficiéncia de iscas formicidas granuladas no controle de Gryllus assimilis 38
0 S B 1T od 1 L7 Lo IS 39
3.5, CoNnSIideragles fiNAIS.......cccoveerereiiereee ettt sttt ees 40

4. Referéncias bibliOgrafiCas ..o 42



1. Introducéo geral

Com o passar dos anos tornou-se perceptivel o aumento de areas reflorestadas
com o género Eucalyptus spp. no Brasil. Essa expansao proporcionou um ganho de
visibilidade para o mercado nacional e internacional no ramo da celulose,
possibilitando o aumento de investimentos para a ampliagdo da pesquisa voltada a
producdo (GONCALVES et al., 2017).

Em 2020, o total de areas reflorestadas com eucalipto no pais foi de
aproximadamente 7,47 milhdes de hectares, representando cerca de 78% do total de
areas com arvores plantadas no Brasil. Os Estados brasileiros com maiores areas
ocupadas por eucalipto sdo Minas Gerais (27,6%), S&o Paulo (18,1%) e Mato Grosso
do Sul (15,1%), respectivamente. A produtividade média dessas florestas foi de 36,8
m3/ha/ano. Por essa razao, as florestas brasileiras de eucalipto sdo vistas como as
mais produtivas do mundo (IBA, 2021).

Contudo, as florestas de eucalipto como qualquer monocultura e por tratar de
um plantio a longo prazo estao sujeitas a ataques de pragas, visto que, proporcionam
condicbes favoraveis ao desenvolvimento e permanéncia de insetos-pragas e
doencas (MAFIA et al., 2017). Na rapidez em que as areas com plantios de eucalipto
estéo se expandindo, diversos insetos que dependem de fontes vegetais (Myrtaceae)
para sua sobrevivéncia, passam a utilizar esse ambiente como fonte de alimento e
abrigo (CARRANO-MOREIRA, 2014).

Para os ortopteros, os plantios sdo mais que um recurso alimentar, pois esse
ambiente também é seu local de refugio contra predacdo e mudancas climéticas
(BITTAR, 2013). Fatores como temperatura, precipitacdo e umidade também sao
importantes na dindmica de suas populac¢des, interferindo na duragéo e regularidade
da fase de reproducéao e ciclo bioldgico (SILVA et al., 2010).

As populacdes de Gryllus spp. e Anurogryllus spp. (Orthoptera: Gryllidae)
podem atingir status de pragas em plantios de eucalipto. As fases jovens e adultas
sao responsaveis por ocasionar danos em mudas de viveiro e pos-plantio (BARBOSA
et al., 2009; CASTEDO, 2018). No entanto, existem registros de danos em
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sementeiras e em plantios jovens de um a dois anos (BARBOSA et al., 2009;
SILVEIRA et al., 2014).

O primeiro registro de ocorréncia de Gryllus assimilis foi na Jamaica, sendo
descrita por Fabricius (1775) como Acheta assimilis. Contudo, em 1838 a espécie foi
transferida para o género Gryllus e ao longo dos anos passou por varias modificacdes
em sua classificacdo taxonémica (CIGLIANO et al., 2022).

Os grilos sdo insetos com aparelho bucal mastigador. O primeiro par de asas &
do tipo tégmina o segundo par do tipo membranosas. S0 insetos de tamanhos
variados e coloragdo que alterna do marrom ao preto. As pernas anteriores s&o
ambulatdrias, enquanto que as posteriores sao saltatorias (SANTOS et al., 2008). As
antenas sao filiformes e longas, ultrapassando o comprimento do corpo. Esses
apéndices sensoriais moveis sao importantes para que os grilos sejam capazes de
diferenciar texturas de objetos externos por meio do tato e assim emitir um alerta ao
inseto quanto a estresses bidticos e abidticos (OKADA; AKAMINE, 2012).

Além da percepcdo tatil, as antenas também possibilitam que os grilos
diferenciem objetos em movimento, que foram inicialmente percebidos pela visédo. A
informacdo visual assim como a sensorial € fundamental para a regulacdo do
comportamento, pois a partir da percepcao da luz polarizada os grilos sado capazes de
se orientar no ambiente (KHVATOV; KHARITONOV; SOKOLOV, 2013).

A diferenca entre os machos e as fémeas é evidenciado pelo longo ovipositor
das fémeas. As ninfas sdo semelhantes aos adultos quanto a forma do corpo, cor e
comportamento, a diferenca percebe-se visualmente pela falta das asas e do
ovipositor presentes nas fémeas (GALLO et al., 2002; SANTOS et al., 2008).

Os grilos possuem reproducédo sexuada (GALLO et al., 2002). Como as fémeas
sdo atraidas pelo sinal acustico do macho (fonotaxia), a escolha de um parceiro
saudavel para o acasalamento ocorre com base nos sinais acusticos de atracao e
cortejo, feromonios de contato, comportamento agressivo e tamanho do macho
(LEONARD; HEDRICK, 2009; REBAR; BAILEY; ZUK, 2009; PACHECO et al., 2013).

Em criacbes de laboratorio, o ciclo de vidas desses ortopteros sdo de
aproximadamente cinco meses apds a eclosdo dos ovos, do qual trés meses de
periodo ninfal e dois meses de vida adulta. A incubacgéo dos ovos dura em média 15
dias (LIMBERGER, 2018). Os grilos podem ser encontrados em diferentes ambientes
como campos, pastagens, florestas e areas urbanas. Para se proteger, constroem

galerias no solo sobre pedras, troncos e cascas de arvores. Quanto a alimentacéo,


https://doi.org/10.1016%2Fj.anbehav.2008.09.029
https://doi.org/10.1093%2Fbeheco%2Farp143
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sdo ovivoros. Porém, cada espécie alimenta-se de acordo com sua preferéncia
(GODE et al., 2015).

No eucalipto, seus danos econdmicos sdo recorrentes ao corte de folhas,
mastigagao de ramos e anelamento de coleto (GRODZKI, 1972; MASSON et al., 2020;
DE QUEIROZ et al., 2021). Quando em grande densidade populacional, sdo capazes
de destruir qualquer vegetacdo (agricola ou florestal) desde que esteja ao seu
alcance, visto que arvores ja estabelecidas ndo séo alvos faceis, a menos que sejam
defeituosas e o crescimento da copa esteja rente ao chdo (GRODZKI, 1972).

Ao causar desfolhamento, pode ser confundido com lagartas desfolhadoras do
eucalipto, contudo, a desfolha por grilos ocorre de maneira desuniforme, enquanto
gue de lagartas em geral ocorrem em reboleiras (SANTOS et al., 2008). Os danos néo
sdo causados apenas por adultos, as ninfas também podem ser responsaveis por
prejuizos significativos, sendo necessario o replantio das mudas, a fim de manter a
homogeneidade do cultivar com a quantidade ideal de muda por hectare (MASSON
et al., 2020).

Os grilos ocasionam danos relevantes em mudas até 40 dias apds o plantio,
apos esse periodo ocorre reducdo na intensidade dos prejuizos (BARBOSA et al.,
2009). No geral, os danos causados por grilos localizam-se no terco inferior das mudas
(MASSON et al., 2020).

O plantio das mudas € realizado preferencialmente préximo ou durante o
periodo chuvoso de cada regido (SILVA, 2011; CALDEIRA et al., 2015), de forma que
0s custos com irrigacdes sejam menores. Contudo, solos Umidos e ambientes com
menor luminosidade estabelecem condi¢des ideais para o desenvolvimento das fases
do ciclo de vida dos grilos, visto que durante a seca o estresse térmico pode ocasionar
a queda da densidade populacional desses insetos devido as altas temperaturas
(GRODZKI, 1972; BARBOSA et al., 2009; BITTAR, 2013).

Durante o dia esses insetos permanecem escondidos em cavidades no solo,
serapilheira, pedras e madeiras. Ao anoitecer, caules, folhas, raizes e ramos jovens
de eucalipto tornam-se alvos de ninfas e adultos (AVEIRO; CERCAL, 2007,
CASTEDO, 2018).
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Os tipos de controle utilizado para grilos sdo obsoletos e dependentes da
existéncia de novas pesquisas voltadas a sua biologia e aspectos comportamentais
(BERTRAM; ROOK, 2012; MASSON et al., 2020), pois estudos sobre a ecologia
desse inseto na cultura do eucalipto sdo escassos. Logo, 0s objetivos do presente
estudo foram:

a) Avaliar o efeito do uso da terra de diatoméaceas e 6leo de nim na alimentagéo
de G. assimilis;

b) Avaliar diferentes formulacfes de iscas produzidas com terra de diatomaceas,
0leo de nim e o produto comercial Metarril (Metarhizium anisopliae) para o
controle de G. assimilis;

c) Avaliar a aceitabilidade das iscas formicidas a base de fipronil, sulfuramida e
fipronil+sulfuramida;

d) Avaliar o tempo letal de controle das iscas formicidas.



2 Capitulo 1 — Avaliacdo em laboratorio de métodos alternativos no controle de

Gryllus assimilis (Fabricius, 1775) (Orthoptera: Gryllidae)

2.1. Introducéo

Os agricultores sofrem grandes perdas econémicas em razdo das atividades
dos insetos sobre as plantas, seja para alimentacdo, reproducdo ou reflgio. Uma
gama de insetos se alimentam de diversas espécies de plantas cultivadas pelo
homem, como por exemplo o género Eucalyptus (ABDELBAGI et al., 2019).

Conhecidos popularmente como grilo-comum ou grilo-preto, insetos da espécie
Gryllus assimilis (Fabricius, 1775) (Orthoptera: Gryllidae) sdo responsaveis por
ocasionar danos em mudas de eucalipto. A espécie esta presente tanto em viveiros
guanto no campo, proximas das mudas recém-plantadas. Adultos e ninfas podem
provocar danos que exigem o replantio das mudas, uma vez que, ao possuirem
aparelho bucal mastigador sdo capazes de causar o desfolhamento, quebra de coleto
por anelamento, raspagem de coleto e raizes, o que geralmente pode levar a morte
das mudas (MASSON et al., 2020).

Para Eucalyptus spp. ndo existe recomendacéo de controle de grilos pelo uso
de inseticidas quimicos sintéticos (AGROFIT, 2022). Em razao disso, a Unica forma
de controle é com a utilizacdo de iscas téxicas. No entanto, como alternativa ao uso
de produtos quimicos sintéticos para o controle de pragas, atualmente ja é empregado
0 uso de inseticidas botanicos, biolégicos e pds inertes.

Os inseticidas botanicos sédo o grupo de agrotéxicos biodegradaveis de menor
toxicidade para mamiferos e maior seletividade a insetos com status de praga
(MAMADOU; SARR, 2009; HOSNY, 2012). Azadirachta indica (A. Juss) mais
conhecida como Nim é uma das espécies vegetais mais promissoras no controle de
pragas (MAUTE et al., 2016). O principal componente do 6leo de nim é a azadiractina,
responsavel por causar deformacdes na muda, interrup¢cao de crescimento, interferir
na fecundidade, provocar repeléncia e efeito antialimentacdo (MORGAN, 2009;
SCUDELER; DOS SANTOS, 2013).
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A terra de diatoméaceas € um po inerte obtido de rochas formadas a partir da
parede celular de fitoplancton unicelular de agua doce ou salgada apds a sua morte
(KORUNIC, 1998; ERTURK et al., 2020). E frequentemente usado contra pragas de
graos armazenados, em virtude da durabilidade de seu controle e seus constituintes
serem atoxicos para mamiferos (NWAUBANI et al., 2014). A terra de diatomaceas
atua por mecanismos fisicos com a abraséo da cuticula, adsor¢do da camada externa
de cera presente na cuticula e a dessecacédo dos insetos (KORUNIC, 1998; GAD et
al., 2021).

Outra forma de controle promissora € com o uso de fungos entomopatogénicos,
como o Metarhizium anisopliae (CEPA ESALQ E9). A eficiéncia de controle com esses
microorganismos foi provada durante anos de pesquisa, além de ndo existir qualquer
relato de resisténcia (HALDER et al., 2017). Controles alternativos aos quimicos
podem proporcionar menor impacto sobre 0s inimigos naturais, toxicidade minima
sobre mamiferos, rapida degradacdo no ambiente, além de nao interferir no
desenvolvimento das plantas (ISMAN, 1997; MOLLASHAHI et al., 2017).

O objetivo do trabalho foi avaliar em laboratorio a eficiéncia de métodos
alternativos para o controle de G. assimilis, incluindo 6leo de nim, fungo

entomopatbgenico e terra de diatoméaceas.



2.2. Materiais e métodos
2.2.1. Criagdo em laboratorio

Os casais utilizados para iniciar a criagao dos grilos na Universidade Federal
de Pelotas (UFPel) foram obtidos do Biotério de Invertebrados Terrestres da
Universidade Federal de Rio Grande. Na UFPel, a criacdo iniciou em fevereiro de 2021
no laboratorio de Biologia dos insetos com a supervisdo do laboratorio de ecologia de
insetos (LABEI).

O ambiente de criacdo foi totalmente higienizado, e os grilos mantidos em
temperaturas entre 25 a 28°C, umidade relativa de 70 a 80% e fotofase de 12 h. Os
grilos foram criados em recipientes de plastico de 20 L forrados lateralmente com
telas. Dentro dos recipientes foram alocados caixas de ovos de papelao, como abrigo
aos grilos (Figura 1).

Figura 1. Recipientes de criagdo de Gryllus assimilis.
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Os grilos foram alimentados com racdo para gatos castrados Golden® (sabor
salméo) (Figura 2), composta por farinha de visceras de frango, farinha de salméo,
farelo de gluten de milho, gliten de trigo, proteina isolada de suino, milho integral
moido, quirera de arroz, polpa de beterraba, gordura de frango, 6leo de peixe e
levedura seca de cervejaria. A ragao foi triturada para facilitar a ingestao pelos grilos.

Os experimentos foram realizados com grilos machos e fémeas adultos.

Figura 2. Ragdo utilizada na dieta de Gryllus assimilis.

Em placas de Petri foi adicionado algoddo umedecido com agua destilada para

a hidratacao dos grilos (Figura 3).

Figura 3. Meio de hidratacéo dos grilos.
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2.2.2. Efeitos do consumo de diferentes concentracdes do 6leo de nim

O ¢6leo de nim foi adquirido de forma comercial. O produto Original Nim possui
0,12% p/p de A. indica (ORIGINAL NIM, 2022). Os insetos foram colocados em
recipientes redondos de plastico com capacidade de um litro com aberturas para troca
de ar e umidade. Em cada gaiola foi colocado apenas um individuo e para a falta de
umidade nao influenciar nos resultados, principalmente no experimento com a terra
de diatomacea, a cada dois dias algodées embebidos com agua destilada foram
renovados e oferecidos aos grilos em todos os tratamentos.

Para os testes, foram utilizados 180 grilos, 90 machos com média de 10 dias
apos tornar-se adulto e 90 fémeas com média de 15 dias. Foi utilizado 10 mL de nim
em 1000 mL de agua (1%) como concentracdo base para os tratamentos e como
controle positivo foi utilizado fipronil a 1,5%. Utilizou-se o tratamento com o 6leo de
nim (N5%; N10%; N20% e N30%), mais o controle positivo (F1,5%) e o controle

negativo (dgua destilada), todos os tratamentos com 30 repeti¢cdes (Figura 4).
L 2 -

cdk Gyt

Figura 4. Concentrag@es utilizadas no experimento com 6leo de nim.

As concentragdes foram misturadas a 500 mg de farinha de milho e oferecidos
aos grilos em placas confeccionadas a partir de copos de plastico transparentes
descartaveis de 200 mL. No controle negativo foi oferecido apenas a farinha de milho
misturada em agua destilada. Os tratamentos foram usados ainda Umidos e

permaneceram a disposicao dos grilos por 10 dias.
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A partir do consumo, foram realizados dois testes: (1) mortalidade a cada 24 h,
sendo considerados mortos os grilos que nao apresentaram movimento ao toque com
uma pinca; (2) efeitos das diferentes concentracdes do 6leo de nim na alimentagéao
dos grilos, sendo todos os tratamentos pesados em balanca analitica antes e apds o

experimento, a fim de identificar se houve diferenga no consumo.

2.2.3. Efeitos do consumo de diferentes dosagens da terra de diatomaceas

O po inerte utilizado no experimento foi a terra de diatoméceas, obtida da
empresa Aimirim Plantas e Jardim. A terra de diatomaceas é composta por Dioxido
de Silicio (SiO2— 84 a 97%), Oxido de Aluminio (Al203 — 3 a 7%), Oxido Férrico (Fe203
— 0,3 a1,5%) e tracos de outros minerais (AIMIRIM, 2022). Para esse experimento foi
utilizada a metodologia para arranjo dos recipientes do teste anterior. No experimento
utilizou-se 150 grilos, 75 machos e 75 fémeas, ambos com média de sete dias de
idade pés-imaginal.

Inicialmente foi realizado um experimento piloto para testar se os grilos se
alimentariam da mistura terra de diatomacea + farinha de milho nas proporcdes de
1:1, 1,5:1, 2.1 e 2,5:1. A partir desse teste foram escolhidos os tratamentos. As
dosagens de terra de diatomaceas misturadas a 400 mg de farinha de milho foram
400, 600, 800 e 1000 mg. No controle positivo foi usado o fipronil a 1,5% e para o
controle negativo foi usado apenas a farinha de milho (400 mg). Para cada tratamento
foram realizadas 30 repeticoes.

Em razdo do uso da terra de diatomacea ser com o pd seco, 0s tratamentos
oferecidos ndo continham umidade. Os tratamentos permaneceram para a
alimentagdo durante 10 dias. A partir disso, foram realizados dois testes: (1)
mortalidade a cada 24 h, sendo considerados mortos os grilos que ndo apresentaram
movimento ao toque com uma ping¢a; e (2) avaliagao dos efeitos das diferentes
dosagens de terra de diatoméceas na alimentacdo, sendo todos os tratamentos
pesados antes e apds o0 experimento, a fim de identificar se houve diferenca no

consumo.
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2.2.4. Efeitos de diferentes concentracées de METARRIL® na mortalidade

Para o experimento, foi utilizado o fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae na forma de produto comercial METARRIL® WP E9. Para esse experimento
foi utilizada a metodologia para arranjo dos recipientes do teste anterior. No
experimento utilizou-se 180 grilos, 90 machos e 90 fémeas, ambos com média de 20
dias de idade pos-imaginal.

Um experimento piloto foi realizado para verificar se os grilos se alimentariam
da mistura metarril + farinha de milho. Ao diluir o pé metarril em agua destilada para
misturar na farinha de milho foi necessario ter o cuidado para que o tratamento ficasse
umido e ndo liquido, assim, a quantidade de farinha de milho foi sempre superior ao
de metarril. A partir disso, foram realizadas as diluicdes de 500, 800, 1000 e 1200 mg
do metarril em 2,5, 4, 5 e 6 mL de agua destilada, respectivamente. Apds a diluigéo,
foram misturados a 3000, 5000, 6000 e 7000 mg de farinha de milho.

Para o controle positivo foi usado o fipronil a 1,5% e para o controle negativo
misturou-se 1000 mg de farinha de milho a 5 mL de 4gua destilada. Cada tratamento
teve o total de 30 repeticdes. Os tratamentos foram oferecidos aos grilos apds a
mistura do metarril com a farinha de milho, ainda iumidos e permaneceram para a
alimentacéo durante 10 dias.

Com o metarril foi avaliado a mortalidade dos grilos cada 24 h, sendo
considerados mortos os grilos que néo apresentaram movimento ao toque com uma
pinga. Os grilos mortos foram levados a BOD com temperatura, umidade e
luminosidade controladas, para confirmacdo da morte pelo fungo Metarhizium

anisopliae.

2.2.5. Andlise de dados

Os dados foram testados quanto a sua normalidade e homocedasticidade,
pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett. A partir disso, foram submetidos a analise de
variancia pelo teste de Kruskal-Wallis em um nivel de significancia de 5%. Também
foi realizada a analise de comparacdo de médias pelo teste de Dunn com ajuste de
Bonferroni. As analises foram realizadas por meio do software R (R CORE TEAM,
2019).



2.3. Resultados

2.3.1. Efeito do consumo de diferentes concentracées de 6leo de nim na

alimentacéo

Ao iniciar o experimento, foi possivel observar que todos os tratamentos foram
atrativos aos grilos, visto que, os individuos utilizados em todas as concentracfes se
alimentaram rapidamente (Figura 5). As concentragdes de 20 e 30% foram as menos

consumidas quando comparadas com as concentracdes 5 e 10% (Tabela 1).

Figura 5. Dia 1 do experimento com concentragées de 6leo de nim. A: 5% 6leo de nim; B: 10% oleo de
nim; C: 20% 6leo de nim; D: 30% 6leo de nim.
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Tabela 1. Consumo médio (+EP) de farinha de milho com diferentes concentracées de 6leo de nim.

Tratamentos Consumo (mgQ)
Controle 477,07 £ 17,66 a
Nim 5% 384,64 +12,19b
Nim 10% 389,23 +15,01b
Nim 20% 274,59 + 18,88 ¢c
Nim 30% 205,16 + 26,67 d

Fipronil 1,5 % 85,68 +5,33 e

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pela analise de Kruskal-Wallis e pos
teste de Dunn com ajuste de Bonferroni a 5% de significancia.

Baixas concentracdes de nim demonstraram n&o possuir potencial de
interferéncia na alimentacdo dos grilos, uma vez que, o consumo das concentracdes
5 e 10% ficou abaixo apenas do controle, assim como, concentra¢des acima de 20%
revelaram reduzir a alimentacao. Ao combinamos concentracdes minimas (5% e 10%)
e maximas (20% e 30%) nota-se que ndo existe diferenca no consumo dos
tratamentos. No entanto, quando ha variacdo nas combinacdes, percebe-se que
houve diferenca no consumo entre as concentragbes 5%-20%, 5%-30, 10%-20%,
10%-30%.

2.3.2. Efeito do consumo de diferentes dosagens da terra de diatoméaceas

A presenca da terra de diatomécea junto a farinha de milho n&o influenciou na
alimentacdo, visto que, o consumo dos grilos mostrou-se similar em todos os
tratamentos. Quando comparados entre si, ndo houve diferenca significativa entre as
diferentes dosagens de terra de diatomaceas. No entanto, quando estes tratamentos
foram comparados com os controles positivo e negativo foram observadas diferencas
significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Consumo médio (+EP) de farinha de milho com diferentes dosagens de terra de diatomaceas.

Tratamentos Consumo (mg)
Controle 1004,21 + 48,14 a
TD 1000 547,05+ 43,93 b
TD 400 545,87 + 20,86 b
TD 800 540,66 + 38,05 b
TD 600 512,27+ 35,79 b

Fipronil 1,5% 295,72 +51,43c

TD - Terra de Diatomaceas. Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pela
andlise de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn com ajuste de Bonferroni a 5% de significancia.
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2.3.3. Efeito do 6leo de nim, Metarril e terra de diatomaceas na mortalidade

O uso do éleo de nim como forma de controle de G. assimilis em laboratdrio,
mostrou-se um método de baixa eficiéncia (Figura 6), visto que a mortalidade durante
os 10 dias de experimento foi de apenas 3,3% (N5 e N30%).

100% 100% 100% 100% 100% 100% a
i 8 i ? ?
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Figura 6. Mortalidade de Gryllus assimilis em 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias apds a ingestdo de diferentes
concentracdes de 6leo de nim.

Quanto ao Metarril, as menores concentracdes entre os tratamentos (M800 e
M500), ocasionaram as maiores mortalidades 43,3 e 30%, respectivamente. Por outro
lado, observou-se que o aumento da concentracdo foi inversamente proporcional a
mortalidade, fato evidenciado pelos tratamentos M1200 e M1000, responsaveis por
cerca de 23,3 e 10% de mortalidade (Figura 7 e 8).
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Figura 7. Mortalidade de Gryllus assimilis em 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias apds a ingestdo de diferentes
concentracdes de metarril.
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Figura 8. Mortalidade ocasionada em Gryllus assimilis pelo fungo Metarhizium anisopliae. A: 500 mg
de metarril; B: 800 mg de metarril; C: 1000 mg de metarril; D: 1200 mg de metarril.
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Com o uso da terra de diatomaceas, todos os tratamentos ocasionaram
mortalidade a partir do quinto dia de experimento. No entanto, apenas as menores
dosagens revelaram resultados expressivos, sendo a dosagem de 600 mg a mais
eficiente com 29,97% de mortalidade e a dosagem de 400 mg de terra de diatomaceas

a menos eficiente, responséavel por somente 13,32% das mortes (Figura 9).
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Figura 9. Mortalidade de Gryllus assimilis em 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias apds a ingestdo de diferentes
dosagens de terra de diatomaceas.



2.4. Discussao

2.4.1. Efeito do 6leo de nim e terra de diatomaceas na alimentacéao

A azadiractina presente em abundancia no 6leo de nim pode exercer efeito
antialimentar nos insetos (KHAN et al., 2015; KAMARAJ et al., 2017). Nos tratamentos
com o 6leo de nim, com 0 aumento da concentracdo adicionado a farinha de milho,
ocorre reducdo na ingestdo do alimento. Isto possivelmente esté relacionado ao efeito
antialimentacdo ocasionado pelo 6leo de nim, visto que, em concentracfes menores
(5 e 10%) ndo houve diferenca significativa no consumo dos tratamentos.

Esse efeito ocorre devido a azadiractina induzir uma onda antiperistalitica nos
insetos, causando uma sensacdo semelhante a vomito. Com isso, apoés a alimentacéo
da planta tratada com nim e o inicio de seus efeitos, o0 inseto cessa sua alimentacéao,
podendo ocorrer também o bloqueio da capacidade de ingestdo do alimentor
(VIJAYALAKSHMI et al., 1985).

A reducdo na quantidade ingerida dos tratamentos ocorreu a medida em que
houve 0 aumento da concentragéo do 6leo de nim, assim como, na avaliacdo realizada
por Abdelbagi et al. (2019) com diferentes concentracdes (1, 5, 10 e 20%) em ninfas
de 2° a 5° instar de Schistocerca gregaria (Forskal) (Orthoptera: Acrididae), onde a
ingestéo do alimento foi inversamente relacionada ao aumento das concentragoes.

O d6leo de nim testado em adultos da espécie G. assimilis agiu de forma
eficiente com a atividade antialimentar apenas para concentracdes superiores a 20%.
Bioensaios alimentares com grilos de campo (Gryllus pennsylvanicus Burmeister),
demonstraram que o consumo de folhas de milho tratadas com extrato de nim néo
ultrapassavam 20% em concentracdes superiores a 10% (ADLER; UEBEL, 1984).

Para o gafanhoto da Carolina Dissosteira carolina L., o aumento da
concentracéo da azadiractina (1 a 50%) potencializou o efeito antialimentar causado
pelo extrato de nim (ADLER; UEBEL, 1984). Bashir e Shafie (2014), evidenciaram que
a concentracao de 5% de nim foi suficiente para induzir o efeito antialimentar em ninfas

de 3° instar de gafanhotos do deserto, reduzindo 79,6% da alimentacao.
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Testes laboratoriais com Azadirex® sobre a espécie Schistocerca americana
(Orthoptera: Acrididae) demonstraram que o produto reduz a alimentagédo em plantas
atacadas por gafanhotos tratadas com o produto. No entanto, as condicfes
imprevisiveis de campo podem reduzir o efeito antialimentar do produto (CAPINERA,
FROEBA, 2007). A partir disso, percebe-se a importancia de testes com o produto da
Original Nim em campo, para avaliar sua eficiéncia em condigdes nao controladas.

Apesar de estatisticamente néo ter ocorrido diferenca significativa no consumo
dos tratamentos com terra de diatomaceas nesse estudo, Fernandez-Arhex et al.
(2013) observaram a reducédo na alimentacdo de gafanhotos adultos expostos a terra
de diatomacea (STEFANAZZI et al., 2012).

Assim como com Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae), os dados
de Assis et al. (2010) revelaram que a terra de diatomacea quando aplicada sobre
plantas alvos pode reduzir a alimentacdo desse inseto quando praga. Contudo, ao
contrario do nim, sdo necessarios mais estudos envolvendo o efeito antialimentar que
a terra de diatomaceas pode exercer nos insetos, na literatura sdo escassos estudos

nessa linha de pesquisa.

2.4.2. Eficiéncia do 6leo de nim, metarril e terra de diatomaceas na mortalidade

Quanto a mortalidade, os resultados com o uso do 6leo de nim nao foram
satisfatorios. Dez dias apdés a ingestdo do 6leo de nim, as maiores taxas de
mortalidade foram de 3,3% para os tratamentos N5 e N30%. Resultados semelhantes
foram evidenciados para o controle de Alphitobius diaperinus, com média de
mortalidade com o uso do extrato de nim de 7% (FERREIRA et al., 2018). Os testes
com Oleo de nim para o controle do cascudinho também néo foi eficiente (GIOLO et
al., 2013).

Diferentes concentragbes de 0Oleo de nim foram testadas em gafanhotos do
deserto (1, 5, 10 e 20%) e todas as concentra¢cdes ocasionaram significativas mortes
guando comparadas ao tratamento controle, sendo que quanto maior a concentracao,
maior foi a mortalidade dos gafanhotos. Porém, dependendo da dose, somente apos
0 12° dia ocorreu a mortalidade total dos individuos (ABDELBAGI et al., 2019). No
entanto, para o controle de G. assimilis em laboratério o nim néo foi eficiente, mesmo

tratando-se de insetos com mesmo grau de parentesco.
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Ao avaliar diversas concentracdes de extrato de nim (0%, 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 100%) sobre a mortalidade de Gryllus bimaculatus, somente a
concentracéo 100% contribuiu com alta mortalidade em 48 h. Anggrahini et al., (2020)
concluiram que apenas com o aumento dos niveis de concentracfes do Oleo de nim
€ possivel uma rpida e eficiente mortalidade dos grilos.

O nim é conhecido como um inseticida natural de amplo espectro. Seu potencial
de controle das importantes pragas agricolas fitéfagas é evidenciado ao longo dos
anos (Schmutterer,1990; ROYCHOUDHURY, 2016). Contudo, neste experimento
realizado em laboratério, o 6leo de nim demonstrou eficiéncia inferior ao esperado.

Metarhizium spp. € um grupo de fungos entomopatogénicos mais promissor no
controle biolégico de ortépteros (LOMER et al., 1997; KEYSER et al., 2017). Neste
estudo, um comportamento perceptivel dos grilos desde a criacdo é o intenso contato
com o alimento, de modo que, meios de controle por contato podem ser realizados
utilizando o alimento como atrativo. O contato direto com o alimento possivelmente
pode ter relacdo ao fato de que as menores dosagens (500 e 800 mg) foram as mais
eficientes no experimento, ocasionando 43,3 e 30 % de mortalidade.

Vérios estudos realizados no Brasil com o Metarhizium anisopliae demonstram
o potencial de controle que esse fungo exerce sobre os ortopteros, reduzindo
consideravelmente as populacées (MAGALHAES, 1997; MAGALHAES et al., 2000;
FARIA et al., 2002). Contudo, o controle biolégico em relagédo ao controle quimico age
de forma mais lenta, de forma que, a maior mortalidade (43,3%) foi alcancada apenas
apos 10 dias do consumo com o Metarril.

Alta taxa de mortalidade de G. assimilis por contato com o produto Metarril foi
alcancada de forma répida e eficiente quando comparado ao estudo de Silva et al.
(2005), que testaram a dose de 3,8x10*? conidios viaveis/hectare de M. anisopliae em
gafanhotos adultos (Rhammatocerus schistocercoides) e mesmo apés 19 dias da
pulverizacdo, a maior mortalidade alcancada foi de 31%. No entanto, pulverizacbes
na dose de 1x108 esporos/ml de M. anisopliae (ICAR-NBAIR Ma-4 e Ma-35)
apresentaram 90% de mortalidade do gafanhoto Poekilocerus pictus Fabricus cinco
dias apods a aplicacdo (RAMANUJAM et al., 2022).

Ao manter os grilos expostos diariamente a terra de diatoméaceas observou-se
gue quanto maior o contato do pé com os grilos, maior a taxa de mortalidade, uma vez
que o mecanismo de acdo da terra de diatomaceas € a abrasdo do tegumento,
causando a morte dos insetos por desidratacdo (KALMUS, 1944; WIGGLESWORTH,


https://link.springer.com/article/10.1007/s10526-016-9782-8#ref-CR26
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1944; PINTO JUNIOR et al., 2005; MARTINS; OLIVEIRA, 2008; STADLER, et al.
2010).

Para os gafanhotos Dichroplus vittigerum (Blanchard) (Orthoptera: Acrididae),
a exposicao constante a terra de diatomaceas também evidenciou efeito inseticida,
devido as mortes ocasionadas em testes laboratoriais (FERNANDEZ-ARHEX et al.,
2013). O tempo letal da terra de diatomécea varia dependendo da espécie, nesse
experimento todas as formulacdes ocasionaram mortalidade a partir do 5° dia de
exposicdo dos grilos. Para o gafanhoto da alfafa Heteracris littoralis (Rambur)
(Orthopetra: Acrididae), a sobrevivéncia dos insetos expostos a terra de diatoméacea
nao ultrapassou 13 dias (EBEID et al., 2013).

Mesmo com as vantagens do uso da terra de diatomacea evidenciadas pelos
estudos de avaliacdo de eficiéncia no controle de pragas, esse po inerte pode ser
influenciado de forma negativa pelas condi¢cdes ambientais. A terra de diatoméacea é
eficaz somente em ambientes secos, tornando-se totalmente ineficaz em locais com
alta umidade ou com presenca de agua (KORUNIC et al., 2016). Portanto, para fazer
0 uso da terra de diatomacea é necessario a realizacdo de um planejamento prévio,

em razao da sua limitacdo de uso ao ar livre devido as condi¢des climaticas.



2.5. Consideracdes finais

O odleo de nim em altas concentracbes causou reducdo na quantidade
consumida dos tratamentos, demonstrando efeito antialimentacdo nos testes
desenvolvidos com G. assimilis em laboratério. Quanto a terra de diatomacea, ao
analisar a taxa de mortalidade, quanto maior a dosagem de terra de diatoméacea, maior
a eficiéncia de controle sobre os grilos. Ja o uso do Metarril demonstrou resultados
opostos, visto que as menores concentracdes ocasionaram maior mortalidade de G.
assimilis.

O trabalho contribui de forma pioneira para que outros trabalhos com essa linha
de pesquisa tenham maior embasamento para iniciar estudos com a espécie G.
assimilis e seu controle com métodos menos nocivos ao ambiente e inimigos naturais,

seja para area florestal ou agricola.
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3 Capitulo 2 — Iscas formicidas granuladas séo eficientes no controle de Gryllus

assimilis?

3.1. Introducéo

A superfamilia Grylloidea abrange um grupo de insetos com grande
diversidade, conhecidos como grilos. Esses insetos de habito noturno apresentam
ampla distribuicdo mundial, ocupando diferentes ambientes (DAVID; ZEFA,
FONTANETTI, 2003; CIGLIANO et al., 2022). O género Gryllus pertencente a familia
Gryllidae se destacando por apresentar 101 espécies descritas no mundo (CIGLIANO
et al., 2022).

Ao observar os grilos na natureza, percebe-se que estes insetos dependem de
material vegetal vivo para sua alimentacdo. Como séo insetos de hébitos noturno,
durante o dia encontram-se escondidos em abrigos, e a noite saem em busca de
alimento, podendo incluir em sua dieta mudas presentes em viveiros ou recém-
plantadas. Os danos séo caracterizados por desfolhamento, mastigacao e corte de
coleto (GRODZKI, 1972; DE QUEIROZ et al., 2021).

Quanto ao desfolhamento nas fases de poés-plantio, os danos causados por
formigas cortadeiras sdo semelhantes aos de Gryllus assimilis (Orthoptera: Gryllidae),
de forma que, se ndo houver controle podem causar grandes prejuizos e necessidade
de replantio das mudas (GRODZKI, 1972; MASSON et al., 2020).

Para as formigas o controle quimico ainda € o mais eficiente, contudo, em razéo
a fatores ambientais, econémicos e toxicidade a mamiferos, o método mais utilizado
por oferecer melhor desempenho aliado a menor risco ambiental sdo as iscas
granuladas (ZANUNCIO et al., 1980; LOECK; NAKANO, 1984; CRUZ et al. 1984,
BOARETTO; FORTI, 1997; ZANETTI et al, 2004). Por outro lado, ndo se sabe se as
iscas granuladas sao eficientes para o controle de grilos em plantios de eucalipto.

Atualmente sdo comercializadas iscas formicidas granuladas com principio
ativo a base de fipronil, sulfuramida, fipronil+sulfuramida, entre outras (REIS et al.,
2015). O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4- (trifluormetil) fenil]-4-[(trifluormetil) sulfinil]-

1H-pirazol-3-carbonitrila) um inseticida pertencente ao grupo dos fenilpirazois, age
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como antagonista do receptor-GABA (4cido gama aminobutirico), inibindo as
atividades do sistema nervoso central. Essa inibig&o é responséavel por ocasionar uma
hiperexcitagao nos insetos e consequentemente sua morte (COUTINHO et al., 2005).

As iscas a base de sulfuramida (N-ethylperfluoro-octane-1-sulfonamide)
apresenta meia vida de 90 a 180 dias, periodo significativamente menor em relacéo
ao dodecacloro com meia vida de 12 anos (PINHAO et al, 1993). Além disso, a
sulfuramida ndo deixa residuos no solo e dependendo da forma de aplicacdo e
condi¢cbes de uso, apresenta baixo risco ao meio ambiente (PITELLI, 2016). O modo
de acdo desse ativo é no processo de fosforilagdo oxidativa, interferindo e
interrompendo a producdo de Adenosina Trifosfato (ATP) (FORTI et al., 1993).

As iscas formicidas granuladas sdo comercializadas em embalagens de 5009
a 5kg de isca a granel ou em micro porta iscas de 5 a 10g. Seguindo as informacdes
do fabricante, para garantir a eficiéncia de controle e minimizar o uso de produto
quimico em campo, € necessario que a aplicacao das iscas seja de forma localizada
(SIMOES; LOPES, 2016).

Em razdo da necessidade de minimizar o uso de produtos quimicos no controle
de pragas, visando a reducdo da exposicao dos colaboradores a contaminacao direta
com inseticidas, um controle mais efetivo e com baixo impacto ambiental
(NAGAMOTO et al., 2004; 2007; REIS et al., 2008), as iscas formicidas sdo 6timas no
controle de insetos atraidos pelos granulos. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar
o tempo letal e o consumo das iscas formicidas granuladas a base de fipronil,

sulfuramida e fipronil+sulfuramida por G. assimilis em laboratério.



3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Criacdo em laboratorio

As matrizes para iniciar a criacado dos grilos utilizados nesse trabalho foram
provenientes do Biotério de Invertebrados Terrestres da Universidade Federal de Rio
Grande. Na UFPel, a criacdo teve inicio em fevereiro de 2021 no laboratério de
Biologia dos insetos com a supervisdo do laboratério de ecologia de insetos (LABEI).

O ambiente de criacdo foi totalmente higienizado, e os grilos foram mantidos
em temperaturas entre 25 a 28°C, umidade relativa de 70 a 80% e fotofase de 12 h.
Os grilos foram criados em recipientes de plastico de 20 L forradas lateralmente com
telas para troca de ar e umidade. Dentro dos recipientes foram alocadas caixas de
ovos de papeldo, como abrigo aos insetos.

Os grilos foram alimentados com racdo para gatos castrados Golden® (sabor
salméo) (Figura 2), composta por farinha de visceras de frango, farinha de salmé&o,
farelo de gluten de milho, glaten de trigo, proteina isolada de suino, milho integral
moido, quirera de arroz, polpa de beterraba, gordura de frango, 6leo de peixe e
levedura seca de cervejaria.

A racdo oferecida aos grilos foi triturada para facilitar sua alimentacéo.
Juntamente com a racao, também foi disponibilizado diariamente algoddo umedecido
com agua destilada. Para os experimentos, foram utilizados apenas machos e fémeas

adultas.

3.2.2. Analise de sobrevivéncia

As iscas formicidas granuladas foram adquiridas de forma comercial. Para os
testes foram usadas iscas formicidas com diferentes principios ativos, como a Grao
Verde (fipronil 0,01%), Gréo Verde FS (fipronil 0,01% + sulfuramida 0,01%) e a Mirex-
SD (sulfuramida 0,2%). No experimento foram utilizados recipientes de plastico de um
litro com aberturas para troca de ar e umidade. Em cada gaiola foi colocado apenas

um individuo, juntamente com algod&do umedecido com agua destilada para que a falta
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de umidade n&o influenciasse no resultado do experimento. No experimento foi
utilizado 150 grilos, 75 machos e 75 fémeas ambos com média de 20 dias de pos-
muda imaginal.

Com as iscas foram utlizados trés tratamentos, isca fipronil, isca
fipronil+sulfuramida e isca sulfuramida. Como controle positivo foi utilizado o fipronil a
1,5% e como controle negativo apenas a farinha de milho. Para os tratamentos
controle positivo e negativo foram pesados 500 mg de farinha milho. Quanto as iscas,
foram pesadas 120 mg de cada tratamento. Para cada tratamento houve 30
repeticbes. Todos os tratamentos foram oferecidos em placas de plastico e
permaneceram para a alimentagéo até a morte do ultimo grilo dos tratamentos com

controle quimico (Figura 10).

A B C

Figura 10. Tratamentos quimicos usados para o controle de Gryllus assimilis. A: Isca Fipronil; B: Isca
Sulfuramida; C: Isca Fipronil+Sulfuramida, D: Fipronil 1,5% (misturado a farinha de milho); E: Farinha
de milho (controle).

A partir disso, foi observado a mortalidade dos grilos as 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
24, 48, 72 e 96 h ap0s a ingestdo das iscas, com 0 objetivo de avaliar o tempo letal
dos tratamentos. Foram considerados mortos o0s grilos que nao apresentaram

movimento ao toque com uma pinga.
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3.2.3. Eficiénciadeiscas formicidas granuladas no controle de Gryllus assimilis

O experimento seguiu a metodologia descrita acima. Para averiguar diferenca
significativa na quantidade ingerida entre os tratamentos, as placas foram pesadas
antes e apds serem oferecidas aos grilos. A eficiéncia de controle das iscas foi
avaliada através da mortalidade dos grilos as 8, 24 e 96 h apés a ingestdo. Foram

considerados mortos os grilos que ndo apresentaram movimento ao toque com uma

pinga.

3.2.4. Analise de dados

~

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade e
submetidos a andlise de variancia pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Também foi
realizada a andlise de comparacdo de médias pelo teste de Dunn com ajuste de
Bonferroni. A analise de sobrevivéncia foi avaliada pelo teste ndo paramétrico de
Kaplan-Meier (p<0,05) o qual possibilitou a geracdo de curvas de sobrevivéncia do
inicio ao fim do experimento. Também foi realizada uma analise de comparacéo
multipla pelo teste de Holm-Sidak (p<0,05). O tempo letal médio (TL50) foi encontrado
através da Analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, onde foi observado o valor
meédio no que se refere ao tempo em que os tratamentos levaram para matar 50% da

populacado. As andlises foram realizadas por meio software R (R CORE TEAM, 2019).



3.3. Resultados

3.3.1. Avaliacdo do tempo letal de iscas formicidas no controle de Gryllus

assimilis

A figura 11 representa a curva da funcdo de sobrevivéncia obtida pela
estimativa de Kaplan-Meier. A sobrevivéncia foi menor com a isca fipronil+sulfuramida
(FS) e maior com a isca sulfuramida. Também € possivel observar na figura 11 a
rapidez nas mortes ocasionadas pelo tratamento FS apdés a ingestdo, com a reducao
da probabilidade de sobrevivéncia em razdo do tempo. Da mesma forma, observa-se

a reducédo gradativa na mortalidade causada pela isca sulfuramida.
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Figura 11. Curvas da funcéo de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para Gryllus assimilis apds a ingestédo
de iscas formicidas com diferentes principios ativos.

Os grilos que consumiram iscas formicidas com a sulfuramida como principio
ativo apresentaram maior tempo de sobrevivéncia (56 h), enquanto para os individuos
gue consumiram as iscas com fipronil, o tempo letal foi de 10,1 h. Embora a eficiéncia
das iscas sulfuramidas possa ter sido inferior quando comparadas com as iscas
fipronil, ao combinarmos os principios ativos, o tempo letal da isca fipronil+sulfuramida
foi de 7,7 h (Tabela 3).
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Tabela 3. Tempo letal médio (TL50) em horas de Gryllus assimilis apds a ingestao de iscas granuladas
formicidas.

Tratamentos TL50 IC 95%
Isca Fipronil+Sulfuramida 7,67 £ 0,62 6,45 — 8,88
Isca Fipronil 10,07 £ 1,98 6,17 - 13,96
Fipronil 1,5% 25,60+1,12 23,42 - 27,78
Isca Sulfuramida 56,00 + 3,12 49,89 - 62,11
Controle 96,00 + 0,0 --

Tempo letal obtidos através da analise de Kaplan-Meier, com um intervalo de confianca (IC) de 95%.

Com o teste de Holm-Sidak nota-se diferenca significativa entre o tempo letal
(TL 50) das iscas formicidas no controle de G. assimilis (P<0,05), evidenciando que
houve variacdo no efeito dos diferentes principios ativos (fipronil, sulfuramida e
fipronil+sulfuramida). Apenas a comparagao do tempo letal das iscas fipronil e iscas

fipronil+sulfuramida né&o foi significativa ao nivel de 5% (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de comparagdo multipla de Holm-Sidak obtida pelo tempo letal médio das iscas
formicidas no controle de Gryllus assimilis em laboratério.

Combinacdes Valor P

Controle - Isca Fipronil <0.05*

Controle - Isca Fipronil <0.05*

Isca Sulfuramida - Isca Fipronil+Sulfuramida <0.05*
Controle — Isca Sulfuramida <0.05*
Controle - Fipronil 1,5% <0.05*

Fipronil 1,5% - Isca Fipronil+Sulfuramida <0.05*
Isca Fipronil — Isca Sulfuramida <0.05*
Fipronil 1,5% - Isca Sulfuramida <0.05*
Fipronil 1,5% - Isca Fipronil <0.05*

Isca Fipronil - Isca Fipronil+Sulfuramida 0.726ns

ns: Nao significativo a 0,05 de significancia; *: Significativo a 0,05 de significancia.

3.3.2. Eficiénciadeiscas formicidas granuladas no controle de Gryllus assimilis

Ao avaliar o consumo das iscas, nota-se que houve diferenca significativa
apenas entre o consumo das iscas com o controle negativo e controle positivo (Fipronil
1,5%). Com isso, a eficiéncia das iscas ndo esta relacionada a quantidade ingerida,
visto que, ndo houve diferencga significativa no consumo entre as iscas formicidas

(Tabela 5).
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Tabela 5. Consumo médio (xEP) de iscas formicidas granuladas a base de Fipronil, Sulfuramida e
Fipronil+Sulfuramida por Gryllus assimilis em laboratério.

Tratamentos Consumo
Controle 224,60+ 14,39 a
Fipronil 1,5% 11290 £9.93 b
Isca Fipronil+Sulfuramida 21,29 +10,66 c
Isca Fipronil 10,79+1,11c
Isca Sulfuramida 10,64 +1,56 ¢

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pela analise de Kruskal-Wallis e p6s
teste de Dunn com ajuste de Bonferroni a 5% de significancia.

Mesmo consumindo quantidades similares, as iscas fipronil e
fipronil+sulfuramida demonstraram maior eficiéncia quando comparadas com as iscas
sulfuramida, visto que, causaram alta mortalidade oito horas ap6s o consumo das

iscas pelos grilos (Tabela 6).

Tabela 6. Mortalidade ocasionada por iscas formicidas a base de Fipronil, Sulfuramida e
Fipronil+Sulfuramida em Gryllus assimilis apés 8, 24 e 96 horas de consumo.

Mortalidade
Tratamentos 8 horas 24 horas 96 horas
Isca Fipronil+Sulfuramida 86,66 + 6,31 a 100,00a 100,00+ 0a
Isca Fipronil 70,00+ 8,51 a 93,33+4,63a 100,00t0a
Fipronil 1,5% 0+0b 93,33+4,63a 100,00+0a
Isca Sulfuramida 0+0b 3,33+3,33b 100,00+0a
Controle 0x0b 0x0b 0x0b

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pela analise de Kruskal-Wallis e pos
teste de Dunn com ajuste de Bonferroni a 5% de significancia.

ApGs 24 h do consumo, apenas o tratamento com a isca fipronil+sulfuramida
atingiu 100% de mortalidade dos individuos. Contudo, os tratamentos com a isca
fipronil e com o fipronil 1,5% também demonstraram eficiéncia no controle. Porém, a
mortalidade das iscas a base de sulfuramida ainda foi baixa nesse periodo. Somente
apos 96 h do consumo, as iscas sulfuramida demonstraram bons resultados no

controle dos grilos.



3.4. Discussao

A eficicia das iscas granuladas € influenciada por alguns fatores, sendo um
deles a palatabilidade (BARBARA; CAPINERA, 2003). No experimento, foi possivel
observar que as iscas a base de fipronil, sulfuramida e fipronil+sulfuramida tiveram
boa aceitabilidade pelos grilos, demonstrando alta atratividade, assim como para as
formigas cortadeiras (ZANUNCIO et al., 1996; ZANETTI et al., 2004; SANTOS, 2010;
BUZANINI et al., 2015).

Todas as iscas testadas demonstraram alto potencial de controle dos grilos,
visto que todos os tratamentos alcangaram 100% de mortalidade. Quanto ao
consumo, as quantidades ingeridas foram similares entre os trés principios ativos
presentes nas iscas, indicando que ndo houve efeito repelente nos tratamentos
(BLANK et al., 1985).

Contudo, ao compararmos o tempo letal, observam-se diferencas no tempo de
sobrevivéncia dos grilos ao consumirem as diferentes iscas, visto que, o tempo letal
(TL 50) das iscas a base de fipronil, fipronil+sulfuramida e sulfuramida foram de 10, 7
e 56 h, respectivamente. Resultado semelhante ocorreu no experimento de Wakgari
(1997) que ao comparar a eficiéncia de iscas a base de farelo de trigo para o controle
de Schistocerca gregaria, observou que o tempo letal dos gafanhotos para
diflubenzuron e teflubenzuron mostrou-se constante durante o experimento, contudo
para fenitrotion 0 mesmo nao ocorreu.

As iscas sdo um dos meios de controle de pragas mais adequados, devido ao
seu custo relativamente baixo e alta eficiéncia. Quando aplicadas de forma correta
sao especificas para o inseto alvo e de baixo impacto ambiental (WAKGARI, 1997;
TOLLERUP et al., 2004; DELLA LUCIA et al., 2014). Aléem do fato de n&do haver a
liberagdo para uso de nenhum inseticida quimico para o controle de G. assimilis e
levando em consideracdo a taxa de mortalidade dos tratamentos testadas nesse
experimento, as iscas formicidas granuladas que ja sdo comercializadas possuem um

alto potencial de controle desse inseto.



3.5. Considerag®es finais

As iscas formicidas granuladas a base de fipronil e fipronil+sulfuramida
apresentaram alto potencial de controle em curto periodo de tempo. Embora as iscas
formicidas com sulfuramida necessitam de maior tempo para atingir alta mortalidade,
também sdo eficazes no controle de G. assimilis. Apesar de serem necessarios mais
estudos voltados ao controle de grilos com iscas formicidas, esse método se mostra
muito promissor, em razdo das iscas ja serem utilizadas em plantios florestais, visto

gue € o principal método de controle de formigas cortadeiras.
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