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Selecao de fungos
entomopatogénicos para
controle de Aphis gossypii
(Hemiptera: Aphididae)

Miguel Michereff Filho’

Marcos Rodrigues de Faria?

Ana Caroline de Azevedo Teixeira®
Edmilson Jacinto Marques*

Resumo

Preparacdes a base de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e
Lecanicillium longisporum foram testadas, em condic6es de laboratério,
para o controle do pulgao Aphis gossypii em plantas de pepino. Na
primeira fase dos experimentos foram avaliados diferentes isolados

de B. bassiana, M. anisopliae e L. longisporum. Cinco isolados de B.
bassiana, causaram mortalidade superior a 70% destacando-se CG
864; para M. anisopliae IBCB 425, com 50,8% da mortalidade das
ninfas; enquanto o isolado E1300 de L. /loginsporum proporcionou 30%
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2 Eng°. Agr°., PhD em Entomologia, pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e
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de mortalidade. Na segunda fase, os trés isolados mais promissores

de B. bassiana, CG 864, PL 63 e IBCB 66 foram testados, com cinco
concentracdes de conidios (1 x10% 1 x 108 1 x 107; 1 x 108 e 1

x 10° conidios mL™") e a testemunha. As percentagens de mortalidade
acumulada aos 7 dias desde a inoculacao dos isolados variaram de 2,0
a 95,6%. Os isolados CG 864 (CL,, de 6,3 x 10° conidios mL") e PL
63 (CL,, de 7,1 x 10° conidios mL") foram os mais virulentos e néo
diferiram significativamente entre si, enquanto IBCB 66 (CL,, de 3,2 x
107 conidios mL"'; TMS de 7 dias) foi menos promissor contra o pulgao.

Termos de indexacao: controle microbiano, pulgao, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Lecanicillium longisporum



Selection of entomopathogenic
fungi to control Aphis gossypii
(Hemiptera: Aphididae)

Abstract

Preparations of Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and
Lecanicillium longisporum were tested in laboratory conditions for
control of the aphid Aphis gossypii, in cucumber plants. In the first
phase of experiments, different isolates of the fungus B. bassiana, M.
anisopliae and L. longisporum were tested. For B. bassiana, five isolates
caused mortality exceeding 70%, highlighting the isolated CG 864; to
M. anisopliae, isolated IBCB 425, with 50.8% mortality of nymphs;
while the isolated E1300 L. loginsporum caused 30%. In the second
phase, the three most promising isolates of B. bassiana were tested,
CG 864, PL 63 and IBCB 66, with five concentrations of conidia (1

x 105 1 x 10% 1 x 107, 1 x 108 and 1 x 10° conidia mL") and
control. The cumulative mortality percentages for seven days from
inoculation isolates ranged from 2.0 to 95.6%. The isolates CG 864
(LC50 6,3 x 10°f conidiamL"; TMS four days) and PL 63 (LC50 7,1 x
108 conidia mL"); were the most virulent and did not differ significantly
from each other, while IBCB 66 (LC50 3,2 x 107 conidia mL") was
less promising against aphid.

Index terms: biological control, aphid, Beauveria bassiana, Metharhizium
anisopliae, Lecanicillium longisporum






Selecéo de fungos entomopatogénicos para controle de Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae)
Introducao

O pulgao Aphis gossypii Glover é uma das pragas chaves das
cucurbitaceas, principalmente em pepino, melancia, meldo e abéboras
cultivados em regides quentes, onde reduz severamente o estande e o
vigor das plantas jovens, como também afeta a qualidade dos produtos
colhidos (HARREWIJN; MINKS, 1989; HARRINGTON; van EMDEN,
2007).

E um inseto pequeno, medindo de 1 mm a 3 mm de comprimento,
corpo periforme e pouco esclerotizado, possui coloracoes que

variam do amarelo claro e verde claro ao verde escuro, nas formas
apteras. As formas aladas possuem cabeca e térax negros e antenas
bem desenvolvidas e escuras com presenca de cerdas sensoriais
denominadas sensilos, aparelho bucal do tipo picador sugador. Possui
dois apéndices laterais de forma tubular, os sinfunculos, que estao
presentes na extremidade posterior do abdome e se prolongam para
trds e para cima, sendo esta a principal caracteristica desse grupo.
Possui também um abdome central denominado codicula, por onde
sdo expelidas constantemente quantidades de “honeydew” (GOFF;
TISSANOT, 1932; GALLO et al., 2002; HARRINGTON; van EMDEN,
2007; SZYMCZAK et al., 2009). A reproducao de A. gossypii nos
trépicos é por partenogénese telitoca, ou seja, a fémea ndo depende do
macho e produz apenas ninfas fémeas. Em regidées com clima quente e
seco, sua reproducado é mais rapida, podendo o seu ciclo biolégico ser
completado em uma semana (GALLO et al., 2002; BUENO, 2005).

Tanto adultos como ninfas de A. gossypii alimentam-se do floema

e durante esse processo ocorre a injecao de toxinas na planta, que
causam encarquilhamento das folhas, brotos e ramos, podendo afetar
negativamente a producao de frutos ou mesmo ocasionar a morte

de mudas e plantas jovens. O “honeydew” expelido pelos pulgdes
durante a alimentacao se acumula na superficie das folhas e favorece
a formacao de fumagina pelo fungo sapréfita Capnodium sp. Isso
prejudica o processo fotossintético e consequentemente a producao
e a qualidade dos frutos (GALLO et al., 2002; HARRINGTON; van
EMDEN, 2007). Este pulgao também pode transmitir diversos virus
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as cucurbitdceas, como o mosaico do mamoeiro — estirpe melancia
(PRSV-W), o mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (ZYMV), o
mosaico-2 da melancia (WMV-2) e o mosaico do pepino (CMV)
(ZAMBOLIM et al., 2009).

O controle quimico tem apresentado eficiéncia limitada, uma vez que
A. gossypii possui resisténcia a uma grande variedade de classes de
inseticidas (SATTAR et al., 2012), principalmente organofosforados,
piretréides e carbamatos (GONG et al., 2014).

Diante disso, o desenvolvimento de taticas de controle biolégico
para A. gossypii € amplamente vantajoso e desejavel, pois ndao deixa
residuos téxicos nos alimentos, atua por longo periodo de tempo
ocasionando baixo impacto ambiental, além de ser compativel com
outras praticas de manejo integrado de pragas (ALVES, 2001).

Fungos entomopatogénicos destacam-se entre os agentes de controle
biolégico mais utilizados no pais e representam uma alternativa para

o0 manejo de insetos sugadores, especialmente quando agrotéxicos

nao sdo permitidos, como em cultivos organicos (ALVES, 2001). Os
conidios de fungos entomopatogénicos aderem-se e penetram no
hospedeiro pelo tegumento (revestimento externo do corpo). Os fungos
entomopatogénicos ndo precisam ser ingeridos para causarem a morte
do hospedeiro, diferente de outros micro-organismos como as bactérias
e virus. Apesar de terem sua eficacia comprovada no controle de vérias
espécies de insetos e acaros fitéfagos, o uso de fungos em programas
de manejo integrado de pragas (MIP) ainda é baixo (BUENO, 2005;
ALVES; LOPES, 2008).

Varios fungos entomopatogénicos tém sido avaliados para o controle
de pulgoes, destacando-se Lecanicillium (= Verticillium) lecanii
(GRAYSTONE et al., 1997) e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (LIU et
al., 2000; MICHEREFF FILHO et al., 2011). Diferentes formulagées
dos fungos B. bassiana e Lecanicillium spp. jd sdao comercializadas
em outros paises para controle de pulgées, mas até o momento
poucos produtos biolégicos equivalentes encontram-se disponiveis no
mercado brasileiro e estdo oficialmente registrados para uso (FARIA;
WRAIGHT, 2007; MICHEREFF FILHO et al., 2007; BRASIL, 2009).
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Assim, este trabalho teve por objetivo selecionar um isolado de
fungo entomopatogénico altamente virulento a A. gossypii, visando o
desenvolvimento de um inseticida bioldgico para controle dessa praga.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado em 2014, no Laboratério de Micologia de
Invertebrados (LMI), da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e
Laboratério de Entomologia, da Embrapa Hortalicas, em Brasilia, DF.

Foram avaliados dezessete isolados dos fungos B. bassiana, quatro
isolados de M. anisopliae e um isolado de L. longisporum (Tabela
1). O isolado GHA de B. bassiana foi utilizado como padrao por ser
o ingrediente ativo de vérios bioinseticidas renomados (Mycotrol”
WP, BotaniGard® ES, Botanigard” WP) e um dos agentes de controle
biolégico mais estudados internacionalmente (FARIA; WRAIGHT,
2007).

Foram utilizadas folhas com até 12 dias de idade, que foram
destacadas das plantas de pepino, lavadas com agua destilada
esterilizada e secas em camara de fluxo laminar. Quinze ninfas de
3¢ instar foram transferidas para cada placa de Petri de vidro (9

cm de didametro), que continha uma folha de pepino acondicionada
sobre camada de agar-dgua a 1% (v/v), com peciolo e bordas da
folha submersos nesse meio (LOUREIRO; MOINO JUNIOR, 2006).
Em seguida, as placas foram pulverizadas com suspensao aquosa
de conidios puros de cada isolado na concentracdo de 1,0 x 107
conidios mL", em Torre de Potter (marca Burkard Manufacturing Co
Ltd., Hertfordshire, Inglaterra), calibrada a 15 libras/pol?, aplicando-
se 2 mL da suspensédo (2ul/cm?). A testemunha foi tratada apenas
com 4agua destilada esterilizada e Tween 80 a 0,05%. Este produto
permite melhor suspenséo dos conidios (hidrofébicos) de fungos
entomopatogénicos quando misturados na agua.

Apds a secagem da suspensdo, os recipientes com os insetos foram
fechados com filme plastico e mantidos em cédmara B.0.D. (25
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°C £ 2°C,80% = 10% de UR e fotofase de 12 horas) durante
7 dias. Os insetos pulverizados foram transferidos, com um pincel de

cerdas macias, para folhas limpas (troca de alimento) a cada 3 dias
(YEO et al., 2003).

Tabela 1. Procedéncia e hospedeiros de isolados de fungos

entomopatogénicos utilizados nos estudos com Aphis gossypii.

Fungo' :)s::)l:::; Procedéncia Hospedeiro

Bb CG 149 Goiania - GO Deois flavopicta

Bb CG 154 Jatai — GO Deois flavopicta

Bb CG 228 Manaus - AM Chrysomelidae

Bb CG 251 Colinas do Sul - GO Formicidae

Bb CG 319 Pelotas — RS Diabrotica speciosa
Bb CG 369 Belém - PA Solo

Bb CG 458 Londrina - PR Anthonomus grandis
Bb CG 464 Francisco Beltrao — PR Diabrotica speciosa
Bb CG 479 Santana do Ipanema — AL Vespidae

Bb CG 701 Campos de Julio - MT Scarabaeidae

Bb CG 864 Saquarema - RJ Homalinotus coriaceus
Bb CG 877 Juazeiro do Norte — CE Cosmopolites sordidus
Bb ESALQ 447 Mato Grosso — MT Solenopsis invicta

Bb ESALQ 604 Recife — PE Solo

LI ESALQ 1300 Vertirril® WP; Bebedouro - SP  Orthezia praelonga

Bb GHA Mycotrol® WP; EUA Diabrotica undecimpuncta
Ma IBCB 10 Campinas - SP Mahanarva fimbriolata
Bb IBCB 66 Sao José do Rio Preto — SP Hypothenemus hampei
Ma IBCB 425 Iporanga — SP Solo

Ma IBCB 348 Sertdozinho — SP Mahanarva fimbriolata
Ma PL 43 Fleixeira — AL Mahanarva posticata
Bb PL 63 Boveril” WP; Piracicaba - SP  Solenopsis sp.

'Bb = Beauveria bassiana; Ma — Metarhizium anisopliae; LI = Lecanicillium lecanii
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Diariamente foram removidas todas as ninfas geradas pelos pulgoes
adultos e avaliou-se sua mortalidade. Para confirmacdo da mortalidade,
os insetos mortos foram lavados em &lcool 70% por 10 segundos

e enxaguados em agua destilada estéril por 20 segundos, para
descontaminacao externa. Em seguida, foram transferidos para

camara Umida, que consistiu em uma placa de Petri plastica (5 cm de
didametro), contendo papel filtro esterilizado umedecido e um chumaco
de algodao molhado. Os insetos permaneceram nestes recipientes por 7
dias ou até a exteriorizacao do micélio e conidiogénese.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com

10 repeticoes e 150 insetos por isolado. Os dados de mortalidade
acumulada corrigida e confirmada avaliadas aos 3 e 7 dias apds a
inoculacao dos fungos foram submetidos a analise de varidancia com
arranjo em parcelas subdivididas, onde a sub-parcela correspondeu as
épocas de avaliacao.

Na segunda fase, foram testados os trés isolados mais promissores
da primeira etapa (>75% de mortalidade confirmada) e cinco
concentracdes de conidios (1 x 10% 1 x 10%, 1 x 107, 1 x 108,

1 x 10°conidios mL") em suspensido aquosa, além da testemunha
(dgua esterilizada + Tween 80 a 0,05%), empregando-se a mesma
metodologia do experimento anterior. As placas foram mantidas em
incubadora B.O.D. (25 °C + 1 °C, 72% + 10% de UR e fotofase de
12 horas) durante 7 dias, avaliando-se diariamente a mortalidade dos
insetos.

Resultados e Discussao

Houve interacao significativa entre isolado x época de avaliacdo para
a mortalidade corrigida (F,, ,,, = 2,10; P = 0,0075) e mortalidade
confirmada (F21; 10a = 4,40; P < 0,0001), indicando diferencas na
infectividade de alguns isolados ao longo do tempo. No terceiro

dias apds a inoculacao, apenas os isolados de B. bassiana CG 864

e PL 63 foram altamente patogénicos, com niveis de mortalidade
corrigida e confirmada acima de 60% (Tabela 2). Ao sétimo dia os
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isolados CG 864 e PL 63 novamente proporcionaram os maiores

niveis de mortalidade corrigida e confirmada (acima de 80%), porém
ndo diferiram estatisticamente do isolado padrao GHA e IBCB 66.

Para M. anisopliae, o melhor isolado foi IBCB 425, com mortalidades
corrigida e confirmada, respectivamente, entre 50% e 54%. Ja o
isolado ESALQ 1300 de L. longisporum ocasionou mortalidades
corrigida e confirmada de 22% a 30%, respectivamente. Esses
resultados demonstram o potencial de uso de B. bassiana para controle
microbiano de A. gossypii.

Na segunda etapa da selecdo, considerando-se a viruléncia, foram
avaliados os isolados CG 864, PL 63 e IBCB 66 de B. bassiana.

As percentagens de mortalidade confirmada acumulada aos 7 dias

da inoculacao dos fungos variaram de 4,2 a 95,6% para o isolado

CG 864; de 9 a 91,1% para o isolado PL 63; e de 2 a 95% para o
isolado IBCB 66 (Tabela 3). Para todos os isolados constatou-se que a
mortalidade confirmada foi crescente a medida que a concentracao de
conidios aumentou.

Houve diferenca estatistica na mortalidade confirmada entre isolados
nas concentracoes de 1 x 10° (F,., = 9,150; P = 0,0111), 1 x 108
(F,,, = 5,013; P < 0,0445) e 1 x 107 conidios mL" (F, , = 9,624;
P = 0,0098). Nestas concentracoes, os isolados CG 864 e PL 63
propiciaram niveis de mortalidade superiores ao isolado IBCB 66. Por
outro lado, os isolados nao diferiram estatisticamente entre si nas
concentragbes de 1 x 10% (F,, = 1,651; P = 0,2638) e 1 x 10°
conidios mL" (F,., = 3,69; P = 0,0840), com niveis de mortalidade
confirmada entre 69,5% e 95,6% (Tabela 3).

Para os isolados CG 864 e PL 63, a mortalidade ocasionada pela
concentracdo de 1 x 108 conidios mL" foi significativamente maior
que o observado para 1 x 107, porém nao diferiu da mortalidade com
1 x 10° conidios mL'. Para todos os isolados a maior mortalidade

de pulgdes ocorreu na concentracdo 1 x 10° conidios mL", diferindo
estatisticamente das demais concentracdes avaliadas apenas para
IBCB 66.
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Tabela 2. Mortalidades (média + EPM) acumulada corrigida e confirmada
de ninfas de Aphis gossypii em folha destacada de pepino, ao terceiro e

sétimo dia apds a inoculacao dos isolados de fungos entomopatogénicos

na concentracdo de 1,0 x 107 conidios mL'. Temperatura de 25 °C +
2°C,80% = 10% de UR e fotofase de 12 horas.

Mortalidade acumulada (%)

Isolado Fungo’ Corrigida? Confirmada®

L‘;’:“:‘r‘:?a” 3da. 7 d.ai 3dai 7 d.ai

CG 864 Bb 76,7 £7,1 aA 89,2 +3,0 aA 64,6 +3,9 aB 86,2 +4,4 aA
PL 63 Bb 60,2 +3,3 aB 85,2 +2,4 aA 60,5 +2,1 aB 80,7 +2,5 aA
IBCB 66 Bb 48,6 +2,7 bB 80,6 +3,9 aA 46,0 t5,1 aB 78,1 £3,9 aA
GHA Bb 52,2 +2,6 bB 75,8 £2,6 aA 46,3 £3,9aB 70,6 £2,3 aA
CG 877 Bb 19,1+£29cB 66,2+ 1,7bA 16,9+ 2,1dB 63,9 +2,2 bA
ESALQ 604 Bb 38,4+3,1cB 64,8+2,1DbA 18,3+ 3,7dB 62,6 +2,3 bA
CG 464 Bb 43,1+ 1,3cB 63,1 +2,2bA 41,7+ 2,8bB 61,2 +2,2 bA
CG 319 Bb 54,3 £3,3 bA 61,8 £ 3,2 bA 56,3 +2,7 aB 59,1 £1,1 bA
CG 458 Bb 43,3+ 1,3cB 55,0+ 3,3bA 39,9+3,5bB 53,7 +3,0 bA
IBCB 425 Ma 52,0 £2,9 bA 54,0 +2,9 bA 51,6 +2,1 aA 50,8 £ 29 cA
CG 251 Bb 46,0 +1,6 cB 60,5 + 3,6 bA 51,2 +3,8 aA 54,0+ 2,1 bA
CG 228 Bb 36,6 +6,3cA 380+4,3cA 29,6 +29cB 32,6+24dA
PL 43 Ma 6,7 +5,7eB 41,2+ 1,6 cA 4,3+2,4eB 36,0+ 1,5dA
CG 149 Bb 43,3+ 3,5cA 44,1 £+4,3cA 40,1 £+4,1bB 37,0+ 2,6 dA
IBCB 10 Ma  40,0+3,1cB 44,8+ 3,3 bA 36,9 +3,56 bA 43,5+ 3,7 cA
ESALQ 447 Bb 20,1+ 3,0cB 56,0+5,0bA 19,6 £2,6dB 42,3+2,4cA
CG 479 Ma 31,4+7,4cA 31,8+7,3dA 24,3+ 2,1dA 30,4+4,1dA
CG 367 Bb 12,0+ 2,0dB 22,2+6,3dA 10,4 +3,7dB 31,3+ 3,2dA
CG 701 Bb 26,7+ 3,2cA 27,5+5,4dA 25,5+3,2cA 30,0+2,2dA
ESALQ 1300 LI 15,0+ 1,3dA 22,2+6,5dA 10,5+ 3,0dB 30,0+ 3,0dA
IBCB 348 Ma 20,0+2,0cA 20,0+8,2dA 15,8+£2,8dB 30,0+ 2,1dA
CG 154 Bb 7,525 €eA 7,1 £5,6 dA 3,2+1,17eA 12,5+6,3eA
CV (%) 35,6 36,3 39,8 37,4

'BB = Beauveria bassiana; MA = Metarhizium anisopliae; LL = Lecanicillium longisporum.

’Mortalidade corrigida pela férmula de Abbott (1925), considerando-se a mortalidade da
testemunha (10,1 =+ 1,3%). Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna e
mailscula na linha, nao diferem significativamente entre si, respectivamente pelo teste
de Scott-Knott e pelo teste t para dados pareados (p[1 0,05). Dados transformados em
arcoseno [1(x/100) para as analises estatisticas.
3Mortalidade confirmada pela conidiogénese do fungo.
“d.a.i. = dias ap0s a inoculacéo.
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Tabela 3. Mortalidade confirmada acumulada (%) de ninfas de Aphis
gossypii ao sétimo dia apds a inoculacao dos isolados de Beauveria
bassiana, em razdo da concentracdo de conidios (1 x 10%, 1 x 106,
1 x 107, 1 x 108 e 1 x 10° conidios mL"). Temperatura de 25 °C +
2°C,80% £+ 10% de UR e fotofase de 12 horas.

Concentracao Mortalidade confirmada (%) (média + EPM)’
(conidios mL™") CG 864 PL 63 IBCB 66
1 x 10° 5,6 +2,5 dA 9,0 £3,8 cA 2,0+0,4cB
1 x 108 23,0 £ 3,5 cA 25,7 £2,8 bA 11,1+ 2,0dB
1 x 107 68,8 £2,6 bA 61,4 £3,8 bA 32,8 +3,3cB
1 x 108 85,0 £3,6 aA 78,6 £4,8 aA 69,5 £5,9 bA
1 x 10° 95,6 £2,2 aA 91,1 £2,9 aA 88,4 £3,6 aA

"Mortalidade confirmada pela conidiogénese do fungo. Inoculacdo por imerséo das
ninfas durante cinco segundos. Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna
e mailscula na linha, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (p[!
0,05). A mortalidade na testemunha foi de 9,3 + 1,2%.

Resultados semelhantes foram observados por Almeida et al. (2007),
com diferentes concentracdes do produto comercial Boveril® WP
(isolado PL 63; 1 x 108 conidios vidveis g') para controle do pulgéo
Brevicoryne brassicae (L.) em folhas destacadas de repolho. Nas
concentracdes 4,0 x 10*a 2,5 x 10°conidios mL", o isolado PL63
propiciou mortalidade confirmada de 30% a 60%, enquanto nas
concentracdes 5,0 x 10%a 5,0 x 108 conidios mL" ocasionou entre
80% e 90% de mortalidade confirmada. Segundo Araudjo Junior (2008),
o isolado CG 001 de B. bassiana pulverizado na concentracao de

1 x 107 conidios mL " sobre folhas destacadas de couve-folha causou
76% de mortalidade em Lipaphis erysimi.

Pela analise de Probit (Tabela 4), os isolados CG 864, PL 63 e IBCB
66 se adequaram ao modelo, por ter ocorrido um y? nao significativo
e baixa heterogeneidade dos dados. Considerando a sobreposicdo dos
intervalos de confianca entre as CL, verificou-se que os isolados CG
864 e PL 63 foram similares entre si e diferiram estatisticamente do
isolado IBCB 66. Pela comparacéo das curvas de sobrevivéncia dos
pulgdes na concentracdo de 1,0 x 108 conidios mL™" ao longo de
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7 dias de observacao, a acao dos isolados foi mais contrastante a partir
do terceiro dia da inoculacao (Figura 1).

Para insetos capazes de transmitir viroses e com grande capacidade
de dispersdo, como é o caso de A. gossypii em cucurbitaceas,
torna-se necessario seu controle de forma imediata como meio de
impedir a disseminacao da doenca na cultura. A rapidez com que o
entomopatdégeno mata seu hospedeiro é uma caracteristica desejavel
para o controle de muitas pragas agricolas, contudo, nao deve ser
considerada como Unica. E imprescindivel também que o isolado seja
capaz de proporcionar elevada mortalidade final, exigindo desta maneira
pulverizacées menos frequentes e possibilitando reduzir os custos de
controle das pragas (HARREWIJN; MINKS, 1989; HARRINGTON; van
EMDEN, 2007).

Tabela 4. Estimativas da concentragéo letal (CL, ), (conidios mL"),
intervalos de confianca (I.C.) e ajuste ao modelo de Probit baseados
na mortalidade do pulgdao Aphis gossypii por isolados de Beauveria
bassiana ao sétimo dia apds a inoculacdo. Temperatura de 25 °C =+
2°C,80% £ 10% de UR e fotofase de 12 horas.

CL

Isolado (conl’dio;omL“)‘ I.C. (95%) Equacéo 12

1 10°- Y = - + .

CG 864 6,3 x 1009 2 * 10 099 +088. ¢ 6ns.
1,9 x 107 log x
4,0 x 106 - Y =0,17 + 0,71.

PL 63 7,1 x 10 a
1,2 x 107 log x 2,0 n.s.
2,0 x 107 - Y =-1,57+ 0,87.

IBCB 66 3,2 x 10’ b 1,0 n.s.
9,6 x 107 log x

'Estimativa baseada na mortalidade do pulgdo ao sétimo dia ap6s a inoculacdo do
fungo entomopatogénico. Valores de CL, seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (p* 0,05), pela sobreposicdo dos intervalos de confianca.

x?> = valor calculado; g.I. = 3 e a = 0,05.

n = 60 ninfas do pulgdo por isolado.
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A maior velocidade em causar mortalidade pelos isolados CG 864 e PL
63 foi confirmada pelos valores para o tempo mediano de sobrevivéncia
(TMS), o qual é um parametro gerado pela andlise de Kaplan-Meier
(método nao-paramétrico) equivalente ao TL50 (Tabela 5). O TMS
para o isolado IBCB 66 foi estatisticamente maior em comparacao aos
demais isolados (teste de Log-rank, P < 0,01). Assim, os isolados CG
864 (CL,,de 6,3 x 10° conidios mL'; TMS de 4 dias) e PL 63 (CL,,
de 7,1 x 108 conidios mL"'; TMS de 5 dias) foram os mais virulentos
e ndo diferiram estatisticamente entre si, enquanto IBCB 66 (CL,, de
3,2 x 107 conidios mL"; TMS de 7 dias) foi menos promissor contra o
pulgédo (Tabelas 4 e 5).

100
—— IBCB 66
—— PL 63
80 —— CG 864
S
g 60 \—‘
o
[
2 |
® 401
°
b
20
— |
0 : . . . ; ; .
0 1 2 3 4 5 6 7

Dias apds a inoculacdo

Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de ninfas e adultos de Aphis gossypii
em folhas de pepino, ao longo de 7 dias apds a inoculacao dos isolados
de Beauveria bassiana, na concentracdo de 1,0 x 108 conidios mL™".

Na préatica, baseado no TMS, pulgdes inoculados com o isolado IBCB
66 demorariam mais tempo para morrer em decorréncia da infeccao do
fungo e com isso teriam maior chance de produzir prole para a préxima
geracao. Hipoteticamente, sob condicoes de campo existiriam mais
oportunidades para aumento populacional nos pulgdes tratados com
este isolado em relacdo ao CG 864 e PL 63.
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Tabela 5. Sobrevivéncia (média e mediana), em dias, do pulgao

Aphis gossypii ao longo de 7 dias apds a inoculacado dos isolados de
Beauveria bassiana (1,0 x 108 conidios mL™") e valores de P associados
a comparacao das curvas de sobrevivéncia pelo teste de Log-Rank.

Ne° de Tempo de sobrevivéncia
Isolado . Teste Log-Rank®
insetos (dias)
. Mediana
Média (£ DP)’ CG 864 ESALQ 604
(TMS)?
4
CG 864 60 4,5+0,2
(4-5)
5
PL 63 51 5,6 +0,2 0,2098
(4-5)
7
IBCB 66 55 4,9+0,2 (6-9) 0,0005 0,0146

"Desvio padréo.

2Tempo mediano de sobrevivéncia e intervalos de confianca (o« = 0,05), estimados pelo
método de Kaplan-Meier.

3Valores de P associados & comparacgéo pareada das curvas de sobrevivéncia de pulgdes

entre isolados do fungo, pelo teste de Log-Rank.

Segundo Paccola-Meirelles (1998), diferencas na patogenicidade e na
viruléncia dos isolados sdo uma indicacao da variabilidade genética
natural existente dentro da espécie. Para B. bassiana esta variabilidade
genética ja foi demonstrada por varios autores (PACCOLA-MEIRELLES;
AZEVEDO, 1990; TIGANO; RIBA, 1990; MAURER et al., 1997;
AQUINO de MURO et al., 2003; REHNER et al., 2006), bem como a
producao de beauvericina (toxina altamente potente aos artrépodes)
pode variar amplamente entre os isolados deste entomopatdgeno
(ROBERTS; KRASNOFF, 1998).

Embora seja dificil comparar resultados destes estudos por causa da
ampla faixa de condi¢cdes e metodologias utilizadas, houve grande
variabilidade no desempenho de B. bassiana sobre os pulgdes. Os
isolados mais virulentos foram capazes de causar alta mortalidade
(90% a 100%) em laboratério, com baixas concentracodes de
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conidios (CL,, 0,53-9,15 x 10° conidios mL' e em curto periodo de
tempo (TL,, 1,6-6,2 dias). Para o isolado IBCB 66, Loureiro e Moino
Junior (2006) nao constataram diferenca estatistica na mortalidade
confirmada de ninfas de 3¢ instar de A. gossypii ao longo de 8 dias de
avaliacdo, entre as dosagens de 1,0 x 10%a 1,0 x 108 conidios mL"
aplicadas sobre folhas destacadas de algodoeiro. Também verificaram
pequena diferenca no tempo de sobrevivéncia dos insetos, com TL, de
3,1 e 2,4 dias, respectivamente, para 1,0 x 10%a 1,0 x 108 conidios
mL".

Comparando-se os resultados obtidos nos dois experimentos de
laboratério e a origem dos isolados, constata-se que nao houve
relacao direta entre a taxa do hospedeiro original e a viruléncia do
isolado de B. bassiana sobre A. gossypii. Este fendbmeno também foi
relatado por Feng et al. (1990), que testaram isolados de B. bassiana
oriundos de coledptero, do pulgao Schizaphis graminum (Rondani) e de
outros hemiptera sobre o pulgao do trigo Diuraphis noxia Kurdjumov.
Isto mostra que o hospedeiro de origem ou a relacao filogenética

entre hospedeiros potenciais nem sempre é um indicador confiavel

da provavel viruléncia de um isolado de fungo sobre um hospedeiro
especifico, embora epizootias naturais de B. bassiana sobre pulgdes
ndo sejam comuns (< 1% de infeccéo) e tenham baixa relevancia

na supressao populacional desses insetos no campo, este fungo
entomopatogénico tem apresentado amplo espectro hospedeiro,
causando doenca em espécies de insetos e acaros de diversas ordens e
familias. Esta caracteristica tem contribuido para que este agente seja
muito estudado e explorado para o desenvolvimento de micopesticidas
em todo mundo (ALVES, 1998).

Conclusoes

-Os isolados do fungo B. bassiana sao mais virulentos as ninfas de
A. gossypii que os isolados de Metarhizium anisopliae e Lecanicillium
longisporum, em condicoes de laboratério;
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— Os isolados CG 864 e PL 63 de B. bassiana sao os mais virulentos
nos experimentos de laboratério;

— A concentracdo 6tima de conidios dos isolados CG 864 e PL 63
corresponde a 1,0 x 108 conidios vidveis mL", a qual proporciona
mortalidade confirmada de pulg6es acima de 85%.

— Novos estudos serdo necessarios para o aprimoramento do inseticida
biolégico a base de conidios de B. bassiana, almejando propiciar maior
eficiéncia de controle e menor populacao sobrevivente de A. gossypii
apds sua aplicacao, bem como a disponibilizacdo de um produto
formulado com alta viabilidade de estruturas infectivas, de longa vida
de prateleira (> de 6 meses, sob condicdes nao refrigeradas), de facil
manuseio e aplicacao.
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