[ ] | MINISTERIO DA EDUCA(}AO
[ ] ] | SECRETARIA DE EDUCAGAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
1 INSTITUTO FEDERAL GOIANO — CAMPUS URUTAI
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PROTECAO DE PLANTAS
INSTITUTO
FEDERAL
Goiano

Eficiéncia de controle da cigarrinha-do-milho por dois fungos
entomopatogenos, associados com o indutor de resisténcia K»SiO3, em

plantas de Zea mays (var. saccharata) sob condi¢des de campo

JULIANO MILHOMEM RIBEIRO
Eng. Agronomo

URUTAI - GOIAS
2018



JULIANO MILHOMEM RIBEIRO

Eficiéncia de controle da cigarrinha-do-milho por dois fungos
entomopatdgenos, associados com o indutor de resisténcia K>SiOz, em

plantas de Zea mays (var. saccharata) sob condi¢des de campo

Orientadora: Profé. Dr?. Carmen Rosa da Silva Curvélo

Dissertagdo apresentada ao Instituto
Federal Goiano — Campus Urutai, como
parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduacao em Protecao de Plantas
para obtencao do titulo de MESTRE.

URUTAI - GOIAS
2018



Sistema desenvolvido pelo ICMC/USP
Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicacdo (CIP)

Sistema Integrado de Bibliotecas - Instituto Federal Goiano

R484e

Rl BEI RO, JULI ANO M LHOVEM

Efici éncia de control e da cigarrinha-do-m | ho por
doi s fungos ent onppat 6genos, associ ados com o i ndutor
de resisténcia K2Si 3, em plantas de Zea mays (var.
saccharata) sob condi ¢bes de canmpo / JULI ANO M LHOVEM
RI BEI RG ori entadora Dr2. Carnmen Rosa Curvélo. --
Urutai, 2019.

31 p.

Di ssertacdo (Mestrado em Prograna de Pés- G aduagéao
em Protecdo de Plantas ) -- Instituto Federal Goiano,
Canpus Urutai, 2019.

1. MIho-doce. 2. Dal bulus nmaidis. 3. Beauveria
bassi ana. 4. Metarhiziumanisopliae. 5. Silicato de
Pot 4ssio. |I. Curvélo, Dr2. Carnen Rosa, orient. II.
Titul o.

Responsavel: Johnathan Pereira Alves Diniz - Bibliotecario-Documentalista CRB-1 n°2376




INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAGAO, CIENCIA £
TECNOLOGIA GOIANOD

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ EM
PROTECAD DE PLANTAS

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTACAO: Eficiéncia de controle da
cigarrinha-do-milho por dois fungos entomopatogenos,
associados com o indutor de resisténcia K2Si0a, em plantas
de Zea mays (var. saccharata) sob condigoes de campo.

AUTOR: Juliano Milhomem Ribeiro

Dissertagdo defendida e aprovada como parte das exigéncias
para obtenc¢ao do titulo de Mestre em Proteg¢do de Plantas.

Banca Examinadora;

Prof®, Dra. a Siva Curvélo (orientadora)
Instituto Féderal Goiano - Campus Urutai

W . i
f-Dr. Afexandre lgor de Azevedo Pereira

Instituto Federal Goiano - Campus Urutai
iy

Dra arla da Silveira
Universidade Federal de Goias

’rv?' ! Yanva LA~
Pro .Br. Luiz Leon&fdo {-‘—e‘rreira
Centro Universitario de Mineiros - Campus Mineiros

Urutaf, 25 de fevereiro de 2019

gz
ppgppurt@ifgoianc.edu.br RODOVIA GERALDD S. NASCIMENTO, =='
KM25
INSTITUTO
CEP 75790-000, URUTAI - GO FEDERAL

(64) 3465-1912 wxaviigolanecdebiiuoutal Golana



111

DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha querida esposa Fernanda pela paciéncia e apoio que sempre foi
depositado a mim na busca pela realizacdo dos meus sonhos. Aos meus lindos e abengoados
filhos, Miguel e Samuel, que sdo minha inspira¢do para continuar lutando a cada dia. Aos meus
pais, Némia e Luciano, que sempre foram um porto seguro em meio a tempestade. Aos meus
irmaos, Luciano e Raiza, que sempre se alegraram comigo nas minhas conquistas. Aos
sobrinhos queridos que tanto alegram meu dia-a-dia.



v

AGRADECIMENTOS

Agradeco a cima de tudo ao bom Deus, criador dos céus e da terra, por que todas as vezes que
embarquei para trilhar este caminho e pensava em voltar atrds, Ele me deu a forca de que
precisava para ndo olhar para trds e seguir adiante, me dando a certeza de que ndo me
abandonaria em nenhum momento da minha vida.

A minha querida esposa (Fernanda) e filhos amados (Miguel e Samuel) pelo carinho, amor e
por tornarem a minha vida mais feliz.

Aos meus pais (Némia e Luciano), meus irmaos (Luciano e Raiza), meus sobrinhos (Arthur,
Alice e Davi), e toda minha familia, pois sempre torceram por mim.

A minha orientadora, Carmen Rosa da Silva Curvélo, pelo apoio, ensinamentos, correcdes,
compreensdo nos momentos de dificuldade, pelos valores da ética profissional transmitidos a
mim, pela amizade, por ter acreditado em mim e pela confianca em todas as etapas do curso.

Ao querido professor e co-orientador, Alexandre Igor de Azevedo Pereira, uma pessoa da qual
faltam as palavras para expressar toda minha gratidao, por sempre acreditar no sucesso deste
trabalho, por ndo desistir de mim, por ser um exemplo para minha vida, pela confianca, por
toda ateng¢do, ensinamentos e pela amizade adquirida.

A todos os professores do Programa de Pos-Graduagdo em Protecdo de Plantas do Instituto
Federal Goiano — Campus Urutai, por todo ensinamento transmitido, pelo auxilio, paciéncia e
incentivos.

As empresas envolvidas na concessao dos produtos avaliados no presente trabalho.
A banca examinadora da presente dissertacao.
A nossa secretaria do curso, Lucia, pela paciéncia e presteza.

Aos nobres colegas da Agéncia de Defesa Agropecudria do Estado do Tocantins, pelo incentivo
e apoio ao longo do curso.

Ao grupo de pesquisa que colaborou para implantagdo e execugdo deste experimento.

A todos os meus colegas do mestrado, que juntos estivemos nesta jornada e formamos uma
familia.



SUMARIO
LR D] 611 (0 TR vi
PN 2303 1 27N AT vii
INTRODUGCAOD ... e ettt ettt et et et et et et et et et et et et et et eseeesesesesesarans 1
(0121 238 1 1Y/ TP 4
MATERIAL E METODOS ..ottt teses sttt sttt n sttt ena s 5
SR 0 51 N 51 1R 10
1) R L8N @ TR 13
CONCLUSOES ..ottt eete e e ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et et et et eteteseseteteseretns 17
AGRADECIMENTOS ..ottt eeeesie ettt es sttt sttt s sttt en sttt nensns et easan s 18

REFERENCIAS ..o oo et e e oo s et e e s et es e s et e e et et e s et e e e s et e es et e s et eses et e es et enenans 19



vi

RESUMO

O cultivo de Zea mays (var. saccharata) (Poaceae) no Centro-Oeste brasileiro possui reais
perspectivas de expansao. Todavia, plantas de milho-doce sdo suscetiveis a doengas virdticas,
bem como por mollicutes transmitidos pela cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (Hemiptera:
Cicadellidae). Estratégias recomendadas de controle envolvem inseticidas sintéticos, controle
cultural e uso de variedades de milho resistentes. Por inimeros motivos, tais estratégias nao
tém demonstrado sucesso, bem como aceitacao pelos agricultores no Brasil. Fungos parasitas
podem contribuir para prote¢do de plantas contra D. maidis, devido a eficiéncia comparavel
com inseticidas sintéticos. O sinergismo entre compostos silicatados e fungos entomopatdgenos
tem sido descoberto. Isso pode tanto gerar resultados promissores no controle de pragas, bem
como auxiliar na performance de micoinseticidas sob condi¢des de campo. Esse trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia de controle (EC%) da cigarrinha-do-milho através da
pulverizagdo foliar dos fungos Beauveria bassiana ¢ Metarhizium anisopliae, bem como do
indutor de resisténcia Silicato de Potéssio (K2Si03), de forma isolada (ou em misturas binarias)
sob condigdes de campo em Orizona, estado de Goias, Brasil. Os tratamentos isolados (1)
Beauveria bassiana (Bb), (2) Metarhizium anisopliae (Ma), (3) Silicato de Potassio (SilK), bem
como as misturas bindrias (4) Bb+SilK, (5) Ma+SilK e, por fim, o inseticida (testemunha) (6)
Tiametoxam-+Lambdacialotrina foram aplicados via pulverizagao foliar em plantas de milho-
doce (hibrido Tropical Plus®). Amostragens de cigarrinhas adultas ocorreram aos 0, 1,3, 6,9 ¢
12 dias apos a aplicagdo (daa) para calculo da EC% entre tratamentos. O fungo Bb apresentou
menores valores de EC% ao longo do tempo, seguido pelos tratamentos Bb+SilK e SilK. A
mistura Ma+SilK obteve valores intermediarios para EC%. A partir do 6° daa até o 12° daa as
respostas apresentadas foram mais discrepantes entre os tratamentos. Ma e o inseticida foram
superiores em termos de EC%, ao final do periodo experimental. As razdes para a baixa EC%
do fungo Bb sdo discutidas, bem como o potencial sinérgico dos fungos quando em mistura
binaria com o indutor de resisténcia SilK. O presente estudo também enfatiza o potencial do
fungo Metarhizium anisopliae para controle de D. maidis em plantas de milho-doce.

Palavras-chave: Milho-doce, Dalbulus maidis, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Silicato de Potassio.
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ABSTRACT

The cultivation of Zea mays (var. Saccharata) (Poaceae) in the Brazilian Midwest has real
prospects for expansion. However, sweet corn plants are susceptible to viral diseases, as well
as mollicutes transmitted by the corn leathopper, Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae).
Recommended control strategies involve synthetic insecticides, cultural control and use of
resistant corn varieties. For a number of reasons, such strategies have not shown success as well
as acceptance by farmers in Brazil. Parasite fungi may contribute to plant protection against D.
maidis due to comparable efficiency with synthetic insecticides. The synergism between silicate
compounds and entomopathogenic fungi has been discovered. This can both generate promising
results in pest control as well as assist in the performance of mycoinseedicides, under field
conditions. The objective of this work was to evaluate the control efficiency (CE%) of the corn
leathopper by foliar spraying of the fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, as
well as the resistance inducer Potassium Silicate (K2Si03) isolated (or under binary mixtures)
under field conditions in Orizona, state of Goids, Brazil. The isolated treatments (1) Beauveria
bassiana (Bb), (2) Metarhizium anisopliae (Ma), (3) Potassium Silicate (SilK) as well as the
binary mixtures (4) Bb+SilK, (5) Ma+SilK and (6) Thiamethoxam-+Lambda-cyhalothrin were
applied via leaf spraying in corn-sweet plants (Tropical Plus® hybrid). Samples of adult corn
leathoppers occurred at 0, 1, 3, 6, 9 and 12 days after application (daa) to calculate CE%
between treatments. The Bb fungus showed lower CE% values over time, followed by Bb+SilK
and SilK treatments. The Ma+SilK mixture obtained intermediate values for CE%. From the
6" day to the 12™ day, the answers presented were more discrepant among the treatments. Ma
and the insecticide were higher in terms of CE%, at the end of the experimental period. The
reasons for the low CE% of the fungus Bb are discussed, as well as the synergistic potential of
the fungi when in binary mixture with the resistance inducer SilK. The present study also
emphasizes the potential of the Metarhizium anisopliae fungus for control of D. maidis in sweet
corn plants.

Key words: Sweet corn, Dalbulus maidis, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Potassium Silicate.



INTRODUCAO

O cultivo do milho-doce (Zea mays var. saccharata) (Poaceae) tem despertado grande
interesse comercial no Brasil (Santos et al. 2014). Essa planta é bastante associada com
agroindustrias que processam a matéria-prima para comercializagdo (Kwiatkowski & Clemente
2007). Isso tem gerado incremento na renda de agricultores no campo e aumentado a geracéo
de empregos nas agroindustrias em escala regional. O sistema de cultivo do milho-doce no
Centro-Oeste brasileiro tem apresentado reais perspectivas de expansdo, devido a praticidade
de cultivo, pois essa regiao ja é uma das liderancgas no cultivo do milho comum (para geracao
de grdos) no cenério nacional e mundial (Okumura et al. 2013).

A planta de milho-doce possui reconhecida susceptibilidade a doencas viréticas, bem
como provocadas por mollicutes (grupo de bactérias com auséncia de parede celular)
(Toffanelli & Bedendo 2002). Esses patdgenos podem ser transmitidos por pulgdes, besouros
e, principalmente, cigarrinhas (Massola Junior 2001) com surtos populacionais constantes
observados no estado de Goiés, nas ultimas safras. A cigarrinha Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) esta distribuida desde o sul dos EUA até a Argentina
(Oliveira et al. 2004). Esse inseto € descrito como vetor de dois mollicutes: (1) enfezamento
palido (corn stunt spiroplsma) e (2) enfezamento vermelho (maize bushy stunt phytoplasma)
(Oliveira et al. 2003, Pérez-Lopez et al. 2018). D. maidis também pode transmitir o virus da
risca (maize "rayado fino" virus) (Oliveira et al. 2003).

As estratégias de controle recomendadas contra D. maidis tém sido associadas a
inseticidas quimicos sintéticos, controle cultural, bem como o uso de variedades de milho
resistentes. Resultados presentes na literatura tém divulgado eficiéncia de controle acima de
80% para determinados inseticidas, com destaque para neonicotindides e piretroides via
tratamento de sementes (Martins et al. 2008), bem como sua aplicacdo adicional via
pulverizagéo foliar (Albuquerque et al. 2006). Todavia, devido ao alto custo de aquisicéo,
capacidade migratoria e de ré-infestacdo dessa praga (0 que gera maior numero de aplicacdes)
e, principalmente, risco de evolucédo genética de resisténcia aos inseticidas, o controle quimico
néo tem sido verificado, em certos casos, como a melhor solugéo (Perfecto 1990, Toffanelli &
Bedendo 2002, Oliveira et al. 2007).

A prética de rotacdo de culturas tem trazido resultados insatisfatorios, pois diversas

espécies de plantas da mesma familia do milho (como as plantas voluntarias ou gramineas), ou



de outras familias botéanicas, possuem a capacidade de hospedar esse inseto, mesmo sem casos
comprovados de transmissdo de patdgenos para vegetais ndo-hospedeiros (Carloni et al. 2013,
Marquardt et al. 2013, Oliveira et al. 2013). Medidas culturais extremas sugerem a desisténcia
do plantio de milho em areas com histérico de altas ocorréncias de enfezamentos (Viana et al.
2002). Mas essa situacdo ndo tem sido seguida por agricultores brasileiros devido aos (1)
reconhecidos indices produtivos dos hibridos de milho comercializados atualmente, (2)
importancia que o milho (como commaodity) significa para o mercado brasileiro, bem como (3)
adogao do sistema de cultivo de milho conhecido como “safrinha”, que € praticado em grande
escala na regido Centro-Oeste do Brasil (Massola Junior 2001). A safrinha do milho-doce, por
exemplo, na maioria dos casos é explorada nas estacGes mais frias e secas do ano, que sdo
aquelas onde as maiores densidades populacionais de D. maidis sdo observadas (Meneses et al.
2016). Por fim, sabe-se que D. maidis possui preferéncia pelo milho pipoca e, principalmente,
o milho-doce, bem como alta susceptibilidade aos patdgenos transmitidos por esse inseto
(Viana et al. 2002). Todavia, contratos de promessa de compra e venda oferecidos pelas
agroindustrias (garantido seguranca aos agricultores na venda da matéria-prima) e 0s
satisfatorios valores pagos no mercado sdo fatores que impulsionam a expansao das lavouras
mantidas com milho-doce, seja na safra ou, principalmente, na safrinha.

Portanto, diante do cenério acima apresentado, formas de controle de D. maidis que
tenham determinado efeito em populacfes desse inseto presentes em plantas ja estabelecidas
em campo aparentam ser a solucdo direcionada pelo atual panorama do mercado agricola do
milho-doce no Brasil. Fungos entomopatégenos podem conquistar espaco no portfélio de
produtos para protecdo de plantas de milho contra D. maidis, devido aos valores de eficiéncia
semelhantes aos de inseticidas sintéticos (Toledo et al. 2007, Silva et al. 2009, Sandhu et al.
2012). Além disso, técnicas que priorizem a persisténcia e aumento de eficiéncia desses agentes
microbiol6gicos devem ser testadas para contribuir com a utilizacdo de mico-inseticidas mais
adaptados a fontes de estresse abidtico, sob condi¢bes de campo.

O presente trabalho além de explorar o uso de dois importantes fungos entomopatdgenos
contra D. maidis, também investiga misturas desses com o Silicato de Potassio, um importante
indutor de resisténcia em plantas da familia Poaceae (Reynolds et al. 2009). O sinergismo entre
produtos de origem silicatada e fungos parasitas de insetos tem sido descoberto atraves de uma
amplitude de interacdes, como a quebra de barreiras lipidicas na cuticula dos insetos, facilitando

a penetracdo e colonizagdo dos fungos (Storm et al. 2016). O sinergismo entre o fungo



Beauveria bassiana e o Silicato de Potéssio (K2SiOz) aumentou a susceptibilidade a infeccoes
fangicas e, portanto, mortalidade do &caro-rajado por meio da maior resisténcia induzida em
plantas monoctiledéneas, como o milho (Gatarayiha et al. 2010). Compostos silicatados
também possuem potencial de conferir maior termotolerancia a esporos de fungos parasitas de

insetos, inclusive, aumentando sua viruléncia e patogenicidade (Kim et al. 2014).



OBJETIVO

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de controle (EC%) da cigarrinha-
do-milho, Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae), através da pulverizagao foliar dos fungos
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, bem como do indutor de resisténcia Silicato de
Potéssio (K2Si03), de forma isolada (ou através de misturas binarias) sob condi¢des de campo

no municipio de Orizona, estado de Goias, Brasil.



MATERIAL E METODOS

Local experimental

O experimento foi conduzido em uma area comercial de milho-doce localizada no
municipio de Orizona (latitude: 17° 01' 53" S, longitude: 48° 17' 45" W e altitude: 806m),
sudeste do estado de Goias, Brasil. O proprietario da area detinha contrato de promessa de
compra ¢ venda da matéria-prima com a agroindustria de conservas animais e vegetais
Conservas Oderich SA, sediada no préprio municipio de Orizona (GO). As médias climaticas
de temperatura e umidade relativa, durante o periodo experimental, foram de 25°C e 66%,
respectivamente.

O milho-doce hibrido Tropical Plus® (Syngenta Seeds LTDA) foi utilizado. Seu uso é
ideal para consumo in natura e processamento industrial, com altura média de 2,35 m e duragdo
de ciclo entre 90 a 110 dias. Possui potencial produtivo de 17.500 kg ha-1 (para espigas) e 5.950
kg ha-1 (para graos). Possui tolerdncia mediana as seguintes doencas: Puccinia polysora,
Puccinia sorghi, Cercospora maydis, Phaeosphaeriamaydis, Helminthosporuim turcicum,
Helminthosporuim maydis e Diplodia maydis.

O espacamento adotado para plantio do milho-doce foi de 80 cm entre fileiras e
densidade de, aproximadamente, 45 mil plantas ha™!. 10 kg de sementes ha-1 foram gastos no
plantio. Adubagdes nitrogenadas de cobertura foram realizadas com 120 kg de N ha™!, aplicadas
de uma s6 vez, quando as plantas apresentaram de 6 a 8 folhas definitivas. Além disso, o uso
de 200 kg de sulfato de magnésio ha’!, junto com o nitrogénio aplicado em cobertura, também
foi realizado para fins de evitar sintomas de deficiéncia de magnésio nas plantas de milho doce,
que ocorre, geralmente, nas folhas inferiores da planta. As demais exigéncias nutricionais de
macro e micronutrientes foram atendidas seguindo recomendacdes técnicas para plantio na
regido e preconizadas pela agroindustria. A irrigagdo do milho-doce na area experimental
ocorreu através de pivo central com turno de rega de 3 dias e manutengdo do potencial matricial

contido entre os valores -50 a -100 kPa.

Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados (DBC) com quatro



repeti¢des. A parcela experimental foi constituida por 10 metros de comprimento e 1,20 m de
largura. Cada parcela experimental compreendeu duas fileiras paralelas de plantas de milho
contendo, cada uma, aproximadamente 12 plantas de milho-doce. Portanto, cada parcela
experimental conteve um total aproximado de 24 plantas de milho-doce. A bordadura entre
tratamentos dentro dos blocos foi de 5 m e constituiu-se de plantas que ndo foram avaliadas,
nem pulverizadas. A bordadura entre blocos foi de 5 m. O delineamento experimental através
da marcacdo do tamanho das parcelas, bem como casualizagdo dos tratamentos e sua

identificacdo no campo ocorreu aos 3 dias apos a germinacao das sementes.

Tratamentos e produtos utilizados

A aplicagdo dos tratamentos isolados (1) Beauveria bassiana (Bb), (2) Metarhizium
anisopliae (Ma), (3) Silicato de Potassio (SilK), bem como as misturas binarias (4) Bb+SilK,
(5) Ma+SilK e, por fim, o inseticida (testemunha) (6) Tiametoxam-+Lambdacialotrina foi
realizada com pulverizador costal de 20 L sobre as folhas de milho nas parcelas até o ponto de
escorrimento. Todos os aplicadores envolvidos nessa tarefa utilizaram os equipamentos
apropriados (macacado, botas, oculos/viseira facial e luvas) para protecdo individual (EPI)
seguindo as normas da legislagdo brasileira.

A fonte de Bb utilizada foi proveniente do produto comercial BeauveControl®
(Simbiose®, Cruz Alta, Rio Grande do Sul, Brasil) (registro MAPA do Brasil n° 3816) com o
isolado IBCB 66 (2 x 10° UFC/g de produto) (40 g/kg, 4% m/m) na formulagio p6 molhavel
(WP) de classificagdo toxicologica (IV-pouco toxico) e periculosidade ambiental classe IV
(pouco perigoso ao meio ambiente). A dose de Bb utilizada foi de 4 kg ha'! (equivalente a 8x102
conidios ha') com volume de calda de 200 L ha'!, seguindo recomendagéo de controle para a
cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae). A fonte de Ma utilizada foi
proveniente do produto comercial MethaControl® (Simbiose®, Cruz Alta, Rio Grande do Sul,
Brasil) (registro MAPA do Brasil n° 3716) com o isolado IBCB 425 (6x10® Conidios Viaveis/g
de produto) (30 g/kg, 3% m/m) na formulag¢do pé molhavel (WP) de classificacao toxicologica
(IV-pouco toxico) e periculosidade ambiental classe IV (pouco perigoso ao meio ambiente). A
dose de Ma utilizada foi de 26,7 kg p.c. ha™! (equivalente a 16x10'2 conidios ha™) com volume
de calda de 300 L ha'!, seguindo recomendacio de controle para a cigarrinha Deois flavopicta

(Hemiptera: Cercopidae). O SilK utilizado foi o produto Silicio Foliar comercializado pela



empresa Solo Fértil SP Comercial Agricola Ltda (Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil)
(registro MAPA do Brasil n° 0944610000-9). O produto Silicato de Potassio (K2SiO3) possui
12% de peso de Silicio (Si) e 15% de peso em Potéssio (K20). A dose do SilK utilizada foi de
0,4 L de K»Si03 100 L' de 4gua. O inseticida utilizado foi o de marca comercial Engeo Pleno™
S (Syngenta Prote¢ao de Cultivos Ltda, Sao Paulo, Brasil) que possui em sua composicao:
14,1% m/v de Tiametoxam (um inseticida neonicotinéide) e 10,6% m/v de Lambdacialotrina
(inseticida piretroide) na formulagdo Suspensao Concentrada (SC) e registro no MAPA do
Brasil n° 06105. Possui classificagdo toxicoldgica I1I (medianamente toxico) e periculosidade
ambiental de nivel I (altamente perigoso ao meio ambiente). O Tiametoxam+Lambdacialotrina
(denominagdo técnica adotada no presente trabalho) foi aplicado na dose de 200 mL ha™! com
volume de calda de 200 L ha' seguindo recomendagio técnica para controle do tripes

Frankliniella williamsi para plantas de milho.

Amostragem das cigarrinhas e identificacio

Antes das pulverizacoes (0 dias apds a aplicacdo, daa) e aos 1, 3, 6, 9 ¢ 12 daa, a
populacao de adultos de Dalbulus maidis foi contabilizada através da armadilha denominada
chapéu-de-bruxa. Essa armadilha possui formato conico, revestida com tecido nylon de
coloracdo preta, com duas extremidades (inferior e posterior) de formato circular, com altura
de 60 cm, base inferior com didmetro de 35 cm e base superior medindo 20 cm de didmetro. A
base inferior ¢ aberta servindo para colocar sobre a planta, revestindo-a totalmente, e a base
superior ¢ vedada com uma garrafa de plastico tipo pet de coloragdo transparente. Desse modo,
ao revestir a planta, com a armadilha, as cigarrinhas, atraidas pela claridade, deslocam-se para
a garrafa de plastico transparente, na extremidade superior, favorecendo a realizagdo da
contagem das cigarrinhas. Esse tipo de amostragem ¢ representativo, pratico e comumente
utilizado para acessar populacdes de D. maidis em milho (Martins et al. 2008, Silva et al. 2009).
20 plantas por parcela experimental foram avaliadas de forma aleatdria com um total de 720
amostras em todo o periodo experimental. Logo apds a contagem das cigarrinhas através das
amostragens, 30 individuos (para cada dia de avaliacdo) foram coletados, imediatamente
armazenados em recipientes plasticos (200 mL) contendo alcool 70% e trazidos para laboratorio
onde morfo-espécies foram individualizadas. A identificagdo para fins de confirmagdo da

espécie foi realizada através da leitura de chaves taxondmicas especificas e envio de amostras



para taxonomistas. Todas as amostras identificadas se referiram a espécie Dalbulus maidis
(DeLong and Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) que possuem, geralmente, dominancia
populacional absoluta em plantios de milho no Brasil, como também reportado por Oliveira et

al. (2004).

Parametro quantificado e analises estatisticas

Apos a contagem do niumero de D. maidis por amostra, em funcao dos tratamentos e
dos intervalos de tempo (dias apods a aplicacdo) calculou-se a percentagens de eficiéncia de
controle (EC) (%) dos tratamentos empregando-se a formula de Hedderson-Tilton (1955), onde:
EC (%) = 100 x [1-(NIV na testemunha antes da aplicacdo x NIV no tratamento depois da
aplicagdo / NIV na testemunha depois da aplicagao x NIV no tratamento antes da aplicagao)].
NIV =numero de insetos vivos. Essa foi a principal varidvel resposta quantificada no presente
trabalho.

Inicialmente, os dados quantificados foram plotados em graficos do tipo BloxPlot para
auxiliar na identificagcdo de outliers e posterior eliminagao dos mesmos. Adicionalmente, a
normalidade foi verificada pelo teste de aderéncia de Lilliefors e, de forma complementar, pelo
histograma obtido pelo software SAEG® (Ribeiro Junior & Melo 2009). De acordo com esse
procedimento, a eficiéncia de controle (EC) ndo seguiu distribui¢do normal e, portanto, foi
transformada em log (x+1). Nesse caso, os desvios padrdes das amostras foram proporcionais
as suas médias (Feng et al. 2014). Adicionalmente, utilizou-se o Coeficiente de Varia¢do (CV)
como indicativo para diagnosticar o acerto na transformac¢ao dos dados reais para log (x+1).
Dessa forma, a transformacao foi considerada valida quando o CV dos dados transformados foi
apresentado menor que o valor do CV dos dados reais (Reed et al. 2002). A andlise de variancia
e a comparacao entre médias dos tratamentos foram realizadas na escala transformada, porém,
os resultados descritos nas figuras e tabelas permaneceram em escala original (Tabela 1). Os
calculos de EC (%) s6 foram realizados ap6s eliminacao de outliers e transformagao dos dados
originais com posterior execu¢do da analise de variancia (ANOVA) e teste de média de Scott-
Knott a 5% de significancia.

Diversos modelos de regressdao polinomial foram comparados entre si de forma visual
através da plotagem dos dados biologicos reais (observados) e modelados (estimados) para

excluir possiveis casos de overfitting. Esse termo ¢ usado para descrever quando um modelo



estatistico se ajusta muito bem ao conjunto de dados anteriormente observado, mas se mostra
ineficaz para prever novos resultados (Hawkins 2004). E comum que a amostra apresente
desvios causados por erros de medicao ou fatores aleatorios. Ocorre o overfitting quando o
modelo se ajusta a estes (Hawkins 2004). Para isso, através da técnica de validagdo cruzada
(método holdout), testamos nossos modelos com melhores valores de R? em relagdo a outros
para constatagdo, ou ndo, de overfitting, através do software SigmaPlot®, versdo 11 (Systat

Software Inc).
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RESULTADOS

O controle de Dalbulus maidis apresentou diferentes valores de eficiéncia entre os
tratamentos avaliados para todos os intervalos de tempo (Tabela 1). Apds 24 horas das primeiras
aplicagdes (+1dia), todos os tratamentos envolvendo fungos microbioldgicos de forma isolada,
ou em mistura com o indutor de resisténcia SilK, apresentaram valores de EC% semelhantes

em comparagao ao inseticida (testemunha) (Tabela 1).

Tabela 1. Eficiéncia de Controle (EC %) (Média = EP') para Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) em funcdo de cinco intervalos de dias apds a aplicagdo dos

tratamentos, de forma isolada ou sob mistura binaria. Orizona, estado de Goias, Brasil

Tratamentos Dias Apos a Aplicagdo

+1 dia +3 dias +6 dias +9 dias +12 dias
Bh 71,80°  56,23°¢  32,60°¢  21,50° 13,50 ¢
(+8,70)  (£9,84)  (£625) (+4.,51) (+4,91)
Ma 7034*  71,53*  5023*  4525° 37,252
(+6,84) (£649) (£7,64) (£7,63) (+5,58)
SIK 7541°  6830°° 4354%  20,75° 16,50 °
(+547)  (£5,84) (£6,54) (+£5,10) (+6,91)
. 72,142 64,73°  42,66b  3550° 25,00°
Bb+SilK *7,00)  (£698) (£696) (£6,04) (545
. 7595%  7331*  4550° 4025 22,75°
Mat+SilK £939)  (£939) (£725) (3517)  (6,58)
Tiametoxam+ 78,23 % 67,80 50,16 ¢ 46,00 2 30,50
Lambdacialotrina (+8,52) (*594) (7,07 (£5,46) (£5,29)

F 3,84 3,08 4,33 8,91 15,08

P 0,03 0,04 0,01 0,00 0,00

CV 14,31 17,35 12,90 16,94 13,96

"Médias seguidas pela mesma letra, para cada coluna, nio diferem, entre si, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Bb (Beauveria bassiana), Ma (Metarhizium anisopliae) e SilK

(Silicato de Potéssio).

A partir do 3° dia ap6s a aplicagdo, o tratamento Bb foi aquele que originou maior perda
de eficiéncia, com -21,7%. Em ordem decrescente, os demais tratamentos também
apresentaram perdas nos valores de EC% para D. maidis, como o inseticida (-13%), Bb+SilK
(-10,27%), SilK (9,43%) e Ma+SilK (-3,47%). Apenas o tratamento Ma foi aquele onde a
eficiéncia no 3° daa aumentou +1,19% (Tabela 1).

No 6° daa todos os tratamentos, sem excecao, tiveram perdas nos valores de EC%. O
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fungo Bb foi aquele que apresentou a maior perda de eficiéncia com -36,68% comparando ao
1° daa. O inseticida Tiametoxam+Lambdacialotrina foi o segundo tratamento com menores
valores de eficiéncia de controle para a cigarrinha D. maidis, com perdas de 35,88% em
comparagdo ao 1° daa. Os demais tratamentos (SilK, Bb+SilK e Ma+SilK) também
apresentaram valores de EC% abaixo de 50%, mas com valores intermediarios e acima de 40%
de EC%. Todavia, o Ma e o inseticida foram os Ginicos entre os demais tratamentos a manter a
EC% acima de 50% (Tabela 1).

No 9° daa as perdas na EC% continuaram em todos os tratamentos, sem excessao
(Tabela 1). As EC% observadas, em ordem decrescente, foram de SilK (20,75%), Bb (21,50%),
Bb+SilK  (35,50%), Ma+SilK  (40,25%), Ma  (45,25%) e, por  fim,
Tiametoxam+Lambdacialotrina (46%) (Tabela 1). A EC% final (aos 12 daa) entre os
tratamentos avaliados apontou maiores valores para o tratamento Ma ¢ menores valores para
Bb (37,25% e 13,50%, respectivamente) (Tabela 1).

Os modelos de regressdo que melhor se ajustaram ao comportamento da varidvel
dependente EC% ao longo do tempo de avaliacdo, para todos os tratamentos, foram do tipo de
terceira ordem polinomial (modelos cubicos) (Figura 1). Tratamento 1 (Bb): y= 0,95-
0,18x+0,18x2-0,71x> (F= 43,82, P= 0,02, R*= 0,98 e R? ajustado= 0,96), Tratamento 2 (Ma): y=
0,94-0,13+0,14x2-0,61x> (F= 37,43, P= 0,01, R>= 0,91 e R? ajustado= 0,79), Tratamento 3
(SilK): y= 0,94-0,10x+0,18x%-0,11x*> (F= 25,94, P= 0,03, R*= 0,97 e R? ajustado= 0,93),
Tratamento 4 (Bb+SilK): y= 0,95-0,16x+0,17x2-0,73x> (F= 20,74, P= 0,04, R?>= 0,96 e R?
ajustado= 0,92), Tratamento 5 (Ma+SilK): y= 0,96-0,13x+0,12x2-0,56x> (F= 16,68, P= 0,04,
R?= 0,96 e R? ajustado= 0,90) e, por fim, Tratamento 6 (Imidacloprid): y= 0,91-0,19x+0,17x>-
0,60x* (F= 18,51, P= 0,01, R*= 0,92 e R? ajustado= 0,81).

Nitidamente, o fungo entomopatdgeno Bb foi aquele que apresentou curvas ajustadas a
menores valores de EC% ao longo do intervalo de tempo, seguido pelos tratamentos Bb+SilK
e SilK (Figura 1). A mistura entre Ma+SilK também apresentou tendéncia de decréscimo nos
valores de EC% ao longo do tempo, com valores intermediarios aos tratamentos com maior
EC%. A partir do 6° daa até o 12° daa as respostas apresentadas pelos tratamentos foram mais
discrepantes entre si. Ao final do periodo experimental, o tratamento Ma foi aquele superior em

comparag¢ao aos demais (Figura 1).
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Figura 1. Analises de regressdo para a Eficiéncia de Controle (EC %) (linhas: valores estimados
e simbolos: valores observados) para Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae) em funcdo de cinco intervalos de dias apds a aplicagdo dos tratamentos, de forma
isolada ou sob mistura binaria. Bb (Beauveria bassiana), Ma (Metarhizium anisopliae), SilK
(Silicato de Potassio), Bb+SilK (mistura binaria) e Ma+SilK (mistura binéria). Orizona, estado

de Goias, Brasil.
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DISCUSSAO

O presente trabalho aponta novas perspectivas para o controle de Dalbulus maidis,
potenciais transmissores de patdégenos em plantas de milho-doce. Esse tipo de milho tem
importancia comercial em territdrio brasileiro e ¢ mais suscetivel ao desenvolvimento de
enfezamentos, como o milho pipoca (Viana et al. 2002). Algumas formas de controle cultural
da cigarrinha-do-milho incluem evitar o plantio de variedades suscetiveis (como o milho doce),
bem como evitar o plantio na safrinha (Massola Junior 2001, Viana et al. 2002). Ambas as
estratégias sdo impraticaveis sob as condi¢des agricolas brasileiras, pois 0 milho-doce ¢ uma
matéria-prima economicamente importante para agroindustrias de conservas e seu cultivo
geralmente ocorre entre os cultivos de soja, tomate, batata, feijao ou milho para grao (ou seja,
nas safrinhas). Transmissores de espiroplasmas, como a cigarrinha do milho, possuem
capacidade em desenvolver resisténcia a inseticidas (Perfecto 1990). Portanto, variadas formas
de manejo fitossanitdrio contra insetos-praga que atuem em diferentes sitios de acdo devem ser
exaustivamente avaliadas. Apesar dos maximos valores para a EC% demonstrados ndo terem
superado 80%, o uso do fungo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae foi tao eficiente quanto
ao inseticida Tiametoxam+Lambdacialotrina, recomendado pelo MAPA do Brasil. Nossos
resultados indicam que produtos de carater microbioldgico possuem grande perspectiva no
sentido de serem considerados em programas de Manejo Integrado para insetos transmissores
de viroses em milho-doce. O fungo Metarhizium anisopliae foi tao letal como o inseticida, além
de ser uma biotecnologia limpa, sustentavel e com baixo impacto ambiental.

O fungo Beauveria bassiana apresentou desempenho inferior em comparagao a espécie
Metarhizium anisopliae para controle da cigarrinha-do-milho. Testes laboratoriais utilizando
diferentes cepas de B. bassiana e M. anisopliae também apontaram resultados superiores para
a mortalidade de D. maidis (Toledo et al. 2007) e maior percentagem de esporulagdo para o
fungo M. anisopliae (Ibarra-Aparicio et al. 2005) em Buenos Aires (Argentina) e Guadalajara
(México), respectivamente. Quando as comparacdes sdo ampliadas para outros hospedeiros da
classe Insecta, bem como acaros, nota-se uma prevaléncia na viruléncia de M. anisopliae, como
no caso para lagartas Alabama argilacea (Lepidoptera: Noctuidae) (Cesar Filho et al. 2002),
pulgas Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera: Pulicidae) (De Melo et al. 2008), besouros
Capnodis tenebrionis (Coleoptera: Buprestidae) (Marannino et al. 2006), moscas Ceratitis
capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) (Quesada-Moraga et al. 2006), percevejos

Scaptocoris carvalhoi (Hemiptera: Cydnidae) (Xavier & Avila 2006) ¢ o acaro Tetranychus
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ogmophallos (Acari: Tetranychidae) (Barbosa et al. 2018). Voltando ao caso do sistema
infeccioso cigarrinha-do-milho x Beauveria bassiana, sabe-se que a penetragdo fingica por Bb
no hospedeiro D. maidis ¢ dificultada ao nivel cuticular por diversas barreiras quimicas, como
compostos secundarios (fenois, quinonas e lipidios) bem como pela presenca de bactérias
antagonicas (Toledo et al. 2011). Segundo esses autores, 91 de 155 cepas bacterianas isoladas
da cuticula de D. maidis inibiram o crescimento do fungo B. bassiana. Isso pode explicar a
baixa eficiéncia do Bb observada, mas ndo por completo a razdo da alta viruléncia para M.
anisopliae pelo fato de ambos os fungos possuirem a mesma dinamica infecciosa. De acordo
com evidéncias cientificas, sugerimos, portanto, que o fungo M. anisopliae tenha sido
apresentado como aquele tratamento de maior eficiéncia devido a (1) capacidade de superar as
barreiras quimicas e microbiologicas de defesa cuticular, como apresentado por Ortiz-Urquiza
& Keyhani (2013), bem como (2) ter também apresentado melhor resisténcia sob as condigdes
de temperatura e umidade deparadas em campo, como avaliado por Hallsworth & Magan
(1999).

Tais resultados ndo devem ser interpretados como desanimadores quanto ao uso do
fungo B. bassiana, um importante agente de controle microbiano em plantios de importancia
agricola, contra insetos vetores de fitopatdgenos (Sandhu et al. 2012). Nossas condigdes
experimentais ndo consideraram determinadas premissas que comprovadamente favorecem
uma maior eficiéncia do fungo Bb contra a cigarrinha-do-milho. Uma dessas premissas esta
relacionada com o relativo curto espago de tempo de exposi¢do do Bb no campo, com
observacdes de eficiéncia realizadas até o 12° dia apds a emergéncias das plantas de milho-
doce. Pesquisas conduzidas em Cassilandia (Mato Grosso do Sul, Brasil) apontaram maiores
eficiéncias de controle de D. maidis em cultivos da safrinha em comparacdo com uma safra
antecedente de milho na mesma area experimental (Silva et al. 2009). Isso sugere que
estratégias que favorecam a persisténcia do fungo B. bassiana em uma escala local possam
contribuir para maiores infeccoes fingicas de D. maidis em janelas temporais mais amplas do
que aquelas avaliadas no presente trabalho.

O Silicato de Potassio, considerado de forma isolada, apresentou EC% intermediarias.
A planta de milho possui potencial natural de responder favoravelmente apos exposicdo por
fontes exodgenas de Si pelo fato de ser classificada como acumuladora desse elemento
(Takahashi et al. 1990). A absor¢ao de Si em vegetais da familia Poaceae esta ligada a respiracao

aerobica aumentando seu acimulo em solos (ou soluc¢des hidroponicas) que contenham altos
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teores de Si (Yavas & Unay 2017). Além disso, sabe-se que na planta de milho, os genes ZmLsil
e ZmLsi6 sdo responsaveis pelo transporte de Si da solu¢do do solo para as células radiculares
e do xilema para o resto da planta, respectivamente, comprovando a adaptabilidade do milho a
exposicao do Si (Mitani et al. 2009). Portanto, mesmo nao sendo considerado como um
tratamento com efeito letal agudo para D. maidis, em comparacdo com os dois melhores
tratamentos avaliados no presente trabalho (Ma e o inseticida Tiametoxam+Lambdacialotrina),
o uso de pulverizagdes foliares com SilK em plantas de milho possui potencial como indutor
de resisténcia quimica e fisica contra insetos-praga (Reynolds et al. 2009).

As misturas binarias entre o indutor de resisténcia (SilK) e ambos os fungos
entomopatogenos também apresentaram, na maioria dos intervalos de tempo considerados,
EC% intermediarias. Todavia, a mistura Bb+SilK originou resultados superiores de eficiéncia
em comparagdo com a aplicacdo isolada do fungo Bb. Um provavel efeito sinérgico entre
fungos entomopatogenos e compostos silicatados tem sido reportado na literatura (Gatarayiha
etal. 2010, Anjum et al. 2014, Shakir et al. 2015, Storm et al. 2016, Ashrafet al. 2017). O efeito
de pos silicatados utilizados na protecdo de graos armazenados, e que sdo abrasivos a camada
superficial lipidica dos insetos, permitindo uma melhor penetragdo fiingica, foram reportados
para Tribolium castaneum (Akbar et al. 2004). Gatarayiha et al. (2010) discutiram o potencial
de sinergismo entre o fungo Bb e SilK no aumento da mortalidade do 4caro-rajado por meio da
maior resisténcia induzida em plantas de milho e, portanto, aumento da susceptibilidade daquele
acaro as infecg¢des fungicas. Compostos silicatados podem conferir maior termotolerancia aos
conidios fingicos aumentando sua atividade bioldgica no campo como reportado por Bell &
Hamalle (1974). Trabalhos mais recentes também confirmaram maior termotolerancia mediada
por compostos silicatados, através da retencdo de umidade, para o fungo parasita de insetos
Isaria fumosorosea (Kim et al. 2014). No presente trabalho, apontamos um significativo
aumento na EC% do fungo Bb quando em mistura com o indutor de resisténcia SilK para
controle da cigarrinha-do-milho. Esse resultado pode gerar novas perspectivas de uso mais
eficiente desse fungo sob condi¢cdes de campo. Todavia, futuros novos trabalhos devem
investigar mais profundamente uma das trés hipdteses acima sugeridas para elucidar o real
papel de compostos silicatados na dindmica infecciosa de D. maidis por fungos
entomopatogénicos, como B. bassiana € M. anisopliae.

O tratamento de sementes de milho com inseticidas para a preven¢do do ataque de D.

maidis apresenta-se como uma excelente alternativa, com reduzido custo (Cruz et al. 1999).
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Esse fato poderia inviabilizar o uso de aplica¢des de fungos entomopatdgenos sob condigdes
de campo, com vistas a reduzir custos na aquisi¢do de produtos, bem como quanto aos gastos
requeridos para utilizagdo de maquinas para pulverizacdo em campo ¢ pagamento de horas de
trabalho de funcionarios. Todavia, o tratamento de sementes, bem como uma pulverizagao foliar
adicional (até os 8 dias ap6s a emergéncia do milho), tem sido relatada como uma importante
estratégia no controle de D. maidis em campo (Albuquerque et al. 2006). Segundo esses autores,
a eficiéncia de controle da cigarrinha-do-milho demonstrados em pulverizagdes do inseticida
Tiametoxam+Lambdacialotrina, associada previamente com tratamento de sementes, oscilaram
acima de 85% até o 10° daa. Dessa forma, como a necessidade de complementar o tratamento
de sementes de milho contra D. maidis ¢é real, as pulverizacdes foliares dos inseticidas poderiam
ser substituidas pela aplicagdo do fungo M. anisopliae sob condigdes de campo pelos resultados
semelhantes de EC% observados no presente trabalho. Essa recomendag¢do pode vir a ser uma
importante estratégia para o manejo da evolucdo de resisténcia a inseticidas observada em
populacdes de D. maidis. Além disso, ndo ha registros de incompatibilidade entre inseticidas
utilizados no tratamento de sementes de milho e fungos parasitas de insetos causando
determinados efeitos deletérios na germinagdo de sementes e, principalmente, a plantulas de
milho, o que demonstra total compatibilidade.

Inseticidas quimicos sintéticos bem como fungos parasitas obrigatérios, como o M.
anisopliae, podem ser irrelevantes ao controle de D. maidis caso a migragao e ré-infestagcdo de
populagdes infectantes seja alta em escala local. Quanto mais alta a populacdo de insetos
infetivos, maior a quantidade de in6culo inicial transmitido as plantas de milho e, dessa forma,
maior o efeito do enfezamento vermelho, causado por fitoplasma, sobre as mesmas (Toffanelli
& Bedendo 2002). Segundo Oliveira et al. (2007) o uso do inseticida thiamethoxan
proporcionou redu¢do na incidéncia de enfezamentos em plantas de milho mantidas em
ambiente protegido, mas, sob condi¢des de campo, ndo foi constatada reducdo de enfezamentos.
Atualmente, os casos de rapida ré-infestacdo de D. maidis devido ao fluxo migratorio de
cigarrinhas infectantes tem causado elevadas perdas em plantios de milho devido as
transmissoes constantes de doengas. O abandono na producdo de plantas hospedeiras de D.
maidis, como no caso do milho-doce, por alguns meses do calendario agricola, tem sido

reportado como uma medida cultural de controle.
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CONCLUSOES

1. O uso do fungo Metarhizium anisopliae, como alternativa de controle de Dalbulus
maidis em plantios de milho, apresentou semelhante eficiéncia de controle ao inseticida

Tiametoxam+Lambdacialotrina;

2. O fungo Beauveria bassiana pode vir a ser um promissor agente microbiano de
controle dessa praga, mas sua viruléncia aparenta ser mediada por fatores mais complexos e

nao controlados (ou avaliados) no presente trabalho;

3. Indutores de resisténcia (como o Silicato de Potassio) isolados (ou em mistura com
fungos parasitas) ndo devem ser negligenciados como alternativa de controle de D. maidis em

plantas de milho, reconhecidas como excelentes manipuladoras de compostos silicatados;

4. O manejo para controle de D. maidis pode ser eficiente para as primeiras semanas de
emergéncia das plantas de milho-doce, mas o historico de incidéncia e indice de ré-infestagao
da cigarrinha-do-milho em escala regional deve ser considerado como um importante parametro

para avaliagdes de risco na incidéncia de enfezamentos.
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