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1. RESUMO

PATOGENICIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS E COMPATIBILIDADE
COM INSETICIDAS PARA O MANEJO DE Diaphorina citri KUWAYAMA,
(HEMIPTERA: LIVIIDAE), Botucatu, 2016.

Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) - Faculdade de Ciéncias Agronémicas,
Universidade Estadual Paulista.

Aluna: ANA PAULA FERREIRA PINTO

Orientador: ANTONIO BATISTA FILHO

Em 2004 foi relatada, nos pomares citricos do estado de Séo Paulo,
a presenca do Huanglongbing. No Brasil, esta doenca é causada pelas bactérias Candidatus
Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter americanus, que s&o transmitidas pelo
psilideo-dos-citros Diaphorina citri. A principal forma de controlar a doenca € através do
controle do inseto vetor, atualmente realizada com o uso de produtos fitossanitarios. A
mortalidade de adultos do psilideo por fungos entomopatogénicos tem sido observada em

campo, e alguns estudos estdo sendo desenvolvidos, ha pouca informacédo na literatura sobre o



efeito desses patdgenos no controle microbiano do inseto vetor. Dessa forma, o presente estudo
avaliou a patogenicidade de 20 isolados de fungos entomopatogénicos sobre adultos e ninfas
de D. citri em condicGes de laboratorio e semi-campo, bem como a sua compatibilidade com
produtos fitossanitarios, de diferentes grupos, utilizados na citricultura. Ninfas e adultos de D.
citri, provenientes de criagdo em laboratorio, foram expostas & uma concentragdo de 6,7x10’
conidios/mL, avaliando a mortalidade desses insetos. Através dessa mortalidade foi
determinado o tempo letal médio para 8 isolados, com maior porcentagem de mortalidade
confirmada. A compatibilidade em laboratorio foi observada adicionando os produtos quimicos
ao meio de cultura BDA, foi inoculado com o fungo em trés pontos equidistantes da placa de
Petri, a qual foi mantida em camara climatizada tipo BOD por um periodo de sete dias. Ap6s
esse periodo, foram avaliados o crescimento vegetativo, esporulacdo, viabilidade do
entomopatogeno. Em ensaios de laboratorio, todos os produtos afetaram o desenvolvimento dos

fungos e foi possivel classificar os produtos como moderadamente téxico, txico e compativel.

Palavras-chave: Huanglongbing, greening, controle microbiano, fungos entomopatogénicos,

psilideo-dos-citros.



2. SUMMARY

In 2004 it has been reported the presence of HLB, also known as "greening", in citrus orchards
at S&o Paulo state. In Brazil, this disease is caused by bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus
and Candidatus Liberibacter americanus, which are transmitted by the psyllid-of-citrus
Diaphorina citri. The main way to control the disease is through the control of the insect vector,
which is currently carried out using chemicals. The mortality of psyllid adults by
entomopathogenic fungi have been observed in the field and studies are being developed, but
little is known about the effect of these pathogens in the insect vector control. Thus, we
performed a study to determine the pathogenicity of entomopathogenic fungi on adults and
nymphs of D. citri in laboratory and semi-field as well as its compatibility with pesticides used
in citriculture. Laboratory created nymphs and adults of D. citri were exposed to a constant
concentration of the pathogen 6,7x10’ conidia/ml and it was observed the mortality of these
insects. Through this mortality it was determined the median lethal time for 8 isolates,
confirmed with the best mortality percentage. Laboratory compatibility was observed by
incorporating chemicals to PDA culture medium which, after solidification, were inoculated

with the fungus at three equidistant points of the Petri dish, which was kept in BOD chamber



for a period of seven days. After this period, its vegetative growth, sporulation, viability of the
pathogen has been evaluated. It has been observed in laboratory that all products affected the
development of the fungi and it was possible to classify products as moderately toxic, toxic and

compatible.

Keywords: Huanglongbing, greening, microbial control, entomopathogenic fungi, citrus-

psyllid.
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UR=70 £10%); fOt0fase de 12 NOKAS).......cccerierierierieietisteeiesteete et e e e tesre et e stesseessesreesaessesseensens 49

Figura 13. Mortalidade confirmada de adultos de Diaphorina citri apés aplicacao de isolados de Isaria
sp. A) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 130 — Isaria fumosorosea; B)
Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 201 — Isaria fumosorosea; C) Adulto
de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 638 — Isaria fumosorosea; D) Adulto de D.
citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 220 — Isaria farinosus; E) Adulto de D. citri com
mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 236 — Paecilomyces lilacinus. ..........cccocveeveveeceereseenenne. 56
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Figura 14. Mortalidade confirmada de adultos de Diaphorina citri ap6s aplicacdo de isolados de
Beauveria sp. A) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 66 — Beauveria
bassiana; B) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 224 — Beauveria
bassiana; C) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 276 — Beauveria
bassiana; D) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 331 — Beauveria
brongniartii; E) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 106 — Beauveria
brongniartii; F) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 386 — Beauveria
DIONGNIAITIL. ..ttt ettt b e b bt ne e e eneenea 57

Figura 15. Mortalidade confirmada de adultos de Diaphorina citri ap6s aplicacdo de isolados de
Metarhizium sp. A) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 185 —
Metarhizium anisopliae; B) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 348 —
Metarhizium anisopliae; C) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 364 —
Metarhizium anisopliae; D) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 425 —
Metarhizium ANISOPIIAE. ....c..oueiiieeeiee ettt sttt 58

Figura 16. Mortalidade confirmada de adultos de Diaphorina citri ap6s aplicacdo de isolados de
Lecanicillium sp. A) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 616 —
Lecanicillium lecanii; B) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 619 —
Lecanicillium lecanii; C) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 618 —
Lecanicillium lecanii; D) Adulto de D. citri com mortalidade confirmada pelo isolado IBCB 76 —
LECANICTTIIUM SP. vetieieiteetecte ettt sttt et s b e et e s beess e tesbeessesteeseenbesbeessenbeessensesreensessesseensens 59

Figura 17. Adulto de Diaphorina citri com mortalidade confirmada apds aplicacéo do isolado IBCB 632
— ClAOOSPOTTUM SP. ettt sttt b ettt ettt s bt bbbt e et e st e st e bt ebesa et et e e e e eneeneeneee 59

Figura 18. Crescimento do isolado IBCB 276 de Beauveria bassiana, apos sete dias de cultivo, em meio
de cultura contendo produtos quimicos utilizados na citricultura. A) Testemunha — Meio contendo
B.D.A.; B) Danimen 300 EC; C) NEEM. .....oiiuiiiriiriirieriereetetee ettt sttt st 60

Figura 19. Crescimento do isolado IBCB 619 de Lecanicillium lecanii, ap6s sete dias de cultivo, em
meio de cultura contendo produtos quimicos utilizados na citricultura. A) Testemunha; B) Malathion
1000 EC; C) Provado 200 SC; D) Tiger 100 EC; E) Neem; F) Engeo Pleno SC; G) Actara 250 WG; H)
Sumidan 150 SC; 1) Delegate 250 WG; J) Winner 200 SL; K) Lorsban 480 BR; L) Danimen 300 EC.
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3. INTRODUCAO

Os citros sdo de grande importancia econdémica mundial, sendo
atualmente produzido em 140 paises, e segundo projecGes do Ministério da Agricultura, a
producdo de laranja deverd passar de 13,7 milhGes de toneladas na safra 2015 para 13,6 milhdes
de toneladas em 2025 (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, 2015). Os maiores
produtores sdo Brasil, Estados Unidos, China, México e os paises do Mediterraneo
(ABDULLAH etal., 2009). Desde a década de 80, o Brasil tornou-se o maior produtor mundial
de citros, sendo o lider mundial de producdo e exportagdo de suco de laranja concentrado
congelado. A citricultura representa um setor altamente organizado e competitivo, considerada
uma das mais destacadas agroindustrias brasileiras. Dentre os estados da federacdo, Sdo Paulo
€ 0 que abriga o maior parque citricola, considerado também um dos maiores do mundo.
Apontada como motivo de orgulho para o pais, a cadeia dos citros traz, por meio das
exportacdes, bilhGes de dolares a nossa economia. (NEVES et al., 2010).

O setor citricola, representou em 2013, 3% do PIB agroindustrial do
estado de Sdo Paulo. Indicando um desempenho de -22% ao ano. A producdo de suco de laranja
faturou, em 2013 US$ 2 bilhGes, ocupando 8% da area plantada do estado (CEPEA, 2014). A
citricultura gera, entre empregos diretos e indiretos, um contingente de aproximadamente 400

mil postos de trabalho, e uma massa salarial anual de R$ 676 milhdes em 2010 (NEVES et al.,
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2010). Produtores de citros faturaram US$ 2 bilh6es em 2009 e o faturamento total da cadeia
produtiva de citros foi de US$ 14,6 bilhdes. No Brasil, em 2010, foram quase 165 milhdes de
arvores produzindo, e na Flérida — EUA foram 60 milhGes (NEVES et al., 2010).

Apesar de toda essa importancia econdmica da citricultura para o Brasil,
h& muitos aspectos deste setor que merecem mais atengdo, como os problemas fitossanitarios
que reduzem o lucro e tornam as exporta¢des mais dificeis, pois as pragas e doencas exoéticas
que foram introduzidas no Brasil durante as ultimas décadas tém causado muitas perdas
econdmicas para os produtores (NAVA et al., 2007).

A agricultura visa uma maior producdo e para atingir a meta os
agricultores tém que conviver com pragas que assolam as plantacGes e a utilizacdo em massa
de produtos fitossanitarios vem causando danos ao ambiente e a sadde da populacdo, devido a
possibilidade de contaminacdo direta da aplicacdo, bem como a contaminacao indireta das
aguas e alimentos (SANTQOS, 2014).

Dentre as doencas presentes na cultura estd o Huanglongbing (HLB)
popularmente conhecido como “greening” (TSAI; LIU, 2000; ALEMAN et al., 2007; BOINA
et al., 2009). Essa doenca, atualmente, € a maior responsavel pelas perdas na citricultura, sendo
que sua presenca foi relatada em literatura em Margo de 2004 no Brasil, no estado de S&o Paulo,
na cidade de Araraquara (BOVE, 2006; ALEMAN et al., 2007; NAVA et al., 2007).

Algumas técnicas tém sido estudadas e recomendadas para o controle
da doenca, dentre elas variedades resistentes, porta-enxertia, 6leos minerais, a injecdo de
antibidticos, reducdo da fonte de inoculo e o controle do inseto vetor. A reducdo da fonte de
inoculo tem sido um método comumente utilizado e exigido em legislacdo, mas para esse tipo
de controle recomenda-se a retirada da planta doente, diminuindo assim os pomares de citros
(HALBERT & MANJUNATH, 2004; ABDULLAH et al., 2009).

O controle do vetor é a técnica que vem sendo mais estudada atualmente
(COCCO; HOY, 2008; AVERY et al., 2009; SANCHES et al., 2009). Dentre as principais
técnicas de controle deste inseto esta o controle quimico por ser considerada uma ferramenta
importante para reduzir a populagdo do inseto, disseminagdo e transmissdo dos patdgenos
(YAMAMOTO et al., 2009).

Contudo, o uso intensivo de produtos fitossanitarios tem sérias
restricdes pela contaminacdo do meio ambiente e danos a saide humana, além de poder afetar

organismos ndo alvo, como insetos benéficos, animais silvestres e de criacdo. Assim, o controle
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bioldgico se apresenta como uma Gtima alternativa, permitindo reduzir os danos causados pelo
inseto vetor, mantendo a viabilidade econdmica do sistema produtivo, sem causar impactos
negativos ao ambiente (SOUZA & REIS, 1986; PEREIRA et al., 2004).

Para o desenvolvimento de estratégias de manejo fitossanitario
eficientes se faz necesséria interacBes entre produtos quimicos e bioldgicos, com a
disponibilizacdo de produtos compativeis aos seus inimigos naturais, como 0s fungos
entomopatogénicos, pois alguns produtos fitossanitarios afetam o crescimento vegetativo, a
viabilidade e a conidiogénese destes agentes, ou até alterar sua composicdo genética,
acarretando modificagfes na sua viruléncia (BATISTA et al., 2003).

Diferentemente de outros agentes microbianos, os fungos séo
patdgenos de largo espectro, capazes de colonizar diversas espécies de insetos e de causar com
frequéncia, epizootias em condigdes naturais (ALVES et al., 2008). A grande variabilidade
genética destes organismos determinam diferencas no grau de viruléncia do patdgeno,
interferindo na eficiéncia de controle de insetos, sendo assim, a selecdo de isolados adaptados
as condigdes climéticas e de cultivo em cada regido torna-se necessaria, para que se conheca a
potencialidade dos diferentes materiais genéticos e se possa eleger os mais adequados para a
utilizacdo em programas de controle biologico (ALMEIDA et al., 1998; FERNANDES et al.,
2006).
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7. CONCLUSOES

= Todos os isolados de fungos foram patogénicos a ninfas e adultos de
Diaphorina citri;

= Os isolados IBCB 276 - Beauveria bassiana; IBCB 348 -
Metarhizium anisopliae; IBCB 425 - Metarhizium anisopliae; IBCB 616 - Lecanicillium
lecanii; IBCB 619 - Lecanicillium lecanii; IBCB 618 - Lecanicillium sp. foram os mais
promissores para o controle de ninfas de D. citri;

= Os isolado IBCB 425 - M. anisopliae e IBCB 276 — B. bassiana
apresentaram os menores tempos letais 50% (TLso);

= O produto Lorsban 480 BR afetou negativamente todos os isolados
analisados, sendo classificado como toxico;

= Os isolados IBCB 616 - L. lecanii e IBCB 618 — Lecanicillium sp.
foram aqueles com o maior nimero de produtos classificados como compativeis;

= O isolado IBCB 348 - M. anisopliae foi o mais afetado
negativamente pelos produtos avaliados.
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