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SUSCEPTIBILIDADE DE Bemisia tabaci BIOTIPO B (GENN.) (HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) A FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

RESUMO - A susceptibilidade de Bemisia tabaci biétipo B (Genn.)
(Hemiptera: Aleyrodidae) aos isolados de Beauveria bassiana (IBCB18,
IBCB35, IBCB66 e JABO7), Lecanicilium muscarium (LCMAP3790) e
Metarhizium rileyi (NOM1950) foi avaliada em testes de patogenicidade e
viruléncia. A concentracédo discriminatéria de 108 conidios/ mL* foi utilizada
para bioensaios com ovos e ninfas de terceiro instar utilizando folhas de feijao
como substrato. Para cada tratamento foram utilizados 60 ovos e 60 ninfas,
distribuidos em trés repeticdes. A testemunha consistiu de agua destilada
esterilizada + Tween® 80 (0,05%). Para estimar a viruléncia dos isolados,
foram realizados bioensaios de estimativa da concentracdo letal (CLso). As
suspensdes dos isolados (1,0 x 103, 1,0 x 104, 1,0 x 10%, 1,0 x 10°, 1,0 x 10" e
1,0 x 108 conidios/mL?) foram pulverizadas sobre ovos e ninfas de terceiro
instar e avaliou-se o nimero de ovos e ninfas com mortalidade confirmada pelo
fungo. Todos os isolados testados foram patogénicos para ovos e ninfas de B.
tabaci. A mortalidade de ninfas e de ovos variou de 63,3 a 100,0 e 32,1 a
95,0%, respectivamente. Os isolados JABO7 e IBCB18 de B. bassiana e o
LCMAP3790 de L. muscarium foram os melhores para o controle de ninfas e
ovos de B. tabaci, sendo que o isolado JABO7 foi o mais virulento para ninfas e
ovos, com ClLso estimada de 0,006 e 0,012 x 103 conidios/mL™! para ovos e
ninfas de terceiro instar, respectivamente, sendo este o isolado mais indicado
para futuros testes a em casa de vegetacdo e campo para o controle de B.
tabaci.

Palavras-chave: Controle microbiano, patogenicidade, viruléncia, mosca-
branca.



SUSCEPTIBILITY OF Bemisia tabaci BIOTYPE B (GENN.) (HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) TO ENTOMOPATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT - The susceptibility of Bemisia tabaci biotype B (Genn.)
(Hemiptera: Aleyrodidae) to isolates of Beauveria bassiana (IBCB18, IBCB35,
IBCB66 and JABO7) Lecanicillium muscarium (LCMAP3790) and Metarhizium
rileyi (NOM1950) was evaluated using pathogenicity and virulence tests. The
1,0 x 108 conidia/mL™* discriminatory concentration was used for bioassays with
60 eggs and 3 instar nymphs in bean leaves as a substrate. For each
treatment was used 60 eggs and nynphs distribued in three replicates. The
control treatment consisted of distilled water + Tween 80 (0.05%). To estimate
the virulence of strains, lethal concentration (LCso) bioassays were performed.
Isolates suspensions (1,0 x 103, 1.0x10% 1.0x10° 1.0x10% 1.0x10’ and
1.0x108 conidia/mlt) were sprayed on eggs and 3™ instar nymphs and the
number of eggs and nymphs with mortality confirmed by the fungus was
evaluated. All isolates tested were pathogenic for B. tabaci eggs and nymphs.
The mortality rate of nymphs and eggs ranged from 63.3 to 100.0 and 32.1 to
95.0%, respectively. JABO7 and IBCB18 from B. bassiana and LCMAP3790 L.
muscarium isolated were the best for the control of B. tabaci nymphs and eggs,
JABO7 was the isolate most virulent for nymphs and eggs, with LCso estimated
0.006 and 0.012 x 102 conidia/mL* estimated for eggs and 3" instar nymphs,
respectively, this being isolated most suitable for future field trials for control of
B. tabaci.

Key words: Microbial control, pathogenicity, virulence, whitefl



1. INTRODUCAO

A mosca-branca, Bemisia tabaci (Genn.) biotipo B (Hemiptera:
Aleyrodidae), € uma das 100 pragas mais importantes do mundo, pois tem
como hospedeiros mais de 600 espécies vegetais cultivadas e silvestres
(OLIVEIRA; HENNEBERYRRY; ANDERSON, 2001). No Brasil, esta espécie
esta distribuida em todo o territério, causando perdas econdmicas estimadas
em 2 bilhdes de reais por ano em culturas de grande interesse econémico, tais
como, feijdo, soja, algoddo e tomate (FONTES; COLOMBO; LORENCAO
2012; OLIVEIRA et al., 2013). Tanto os adultos como as ninfas de B. tabaci
causam danos diretos através da succao da seiva da planta (BYRNE; MILLER,
1990) e, indiretos, pela transmissdo de mais de 100 virus (BROWN, 2000;
SINISTERRA et al., 2005; BARBOZA et al., 2011).

O controle desta praga é realizado basicamente através da utilizacdo
de inseticidas quimicos de elevada toxicidade e alta frequéncia de aplicagéo.
Estes fatores influenciam na pressdo de selecdo, acarretando em maior
namero de relatos de resisténcia, além de problemas relacionados a
contaminacdo ambiental e presenca de residuos de agrotéxicos em alimentos,
desequilibrio da biodiversidade e do agroecossistema, (YUAN et al.,
2012; BASIT et al., 2013; HOROWITZ; ISHAAYA, 2014). Esta espécie é a
terceira em relatos de resisténcia a inseticidas quimicos no mundo (436
produtos comerciais) (WYCKHUYS et al., 2013). Desta forma, a problematica
associada a mosca-branca tem alcancado niveis alarmantes frente a diversas

gquestdes mundiais propostas nos ultimos anos (QUINTERO et al. 2001).

Para minimizar este problema, a integracdo de outras taticas de
controle se fazem necessario para a reducéo populacional de B. tabaci biotipo
B nos diferentes cultivos agricolas. Uma alternativa viavel que vem sendo
utilizada € a utilizacao de fungos entomopatogénicos dentro dos programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP), tais como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.,
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., Isaria fumosorosea (Wize) Brown e
Smith e Lecanicillium muscarium (TIAN et al., 2015). Embora esses fungos
tenham alta eficiéncia no controle de outras pragas agricolas no campo (SHAH,;

PELL, 2003), a eficiéncia de controle da mosca-branca ainda é considerada



baixa (FARIA; WRAIGHT, 2007; GOETTEL et al., 2008; CUTHBERTSON et al.,
2009).

Devido a alta variabilidade genética dos fungos entomopatogénicos
(ALVES, 1998), se faz necessaria a busca por isolados que sejam mais
virulentos, como por exemplo Metarhizium rileyi, que é frequentemente relatado
na literatura como um agente de controle de lepidopteros pragas (RIZZO; LA
ROSSA, 1994; DEVI et al, 2003; SRISUKCHAYAKUL; WIWAT;
PANTUWATANA, 2005; MASCARIN; PAULI, 2010). No entanto, ndo ha
trabalhos avaliando o seu potencial de controle sobre B. tabaci, além disso,
ainda sao poucos o0s estudos com outras espécies e isolados de fungos
entomopatogénicos voltadas a reducdo populacional da referida praga. O
objetivo deste trabalho foi avaliar, em condicfes laboratoriais, a eficiéncia de
isolados de diferentes espécies de fungos entomopatogénicos a ovos e ninfas
de B. tabaci bi6tipo B.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bemisia tabaci (Genn.) (Hemiptera: Aleyrodidae)

Com o aumento do transito de vegetais devido a globalizacdo da
economia, espécies de insetos cuja importancia agricola era reduzida ou
esporadica tornaram-se importantes. Um exemplo disso, é a espécie
cosmopolita Bemisia tabaci, que tem origem no oriente médio (OLIVEIRA et al.,
2001) e atualmente encontra-se presente em todos os continentes, tanto em
regides temperadas quanto tropicais. Nas ultimas décadas, B. tabaci passou de
praga secundaria a primaria, ocasionando grande impacto pelos danos diretos
(succéo de seiva) e indireto, através da transmissdo de virus a varias culturas

de importancia econdmica, tais como, soja e feijao (VAZQUEZ et al., 2007).

A mudanca de status esta estritamente relacionada ao aumento da
monocultura na maioria das espécies cultivadas, as condi¢des dos sistemas
agricolas modernos, ao aumento da utilizacdo de agrotéxicos, e principalmente,
a sua grande facilidade de adaptacédo a diversos hospedeiros (MORALES et
al., 2006). Além das espécies de interesse agricola, as plantas daninhas

também podem ser hospedeiras de B. tabaci, podendo servir como abrigo para



esta praga, possibilitando a sobrevivéncia dos insetos na entressafra, sem a
interrupc¢édo no ciclo de vida (CAMPOS et al., 2009).

2.20rigem e Distribuicdo geografica

Esta praga encontra-se distribuida em todo o mundo, desde ambientes
tropicais até ambientes subtropicais (MARTIN; MIFSUD; RAPISARDA, 2000).
Alguns pesquisadores sugerem que B. tabaci pode ser originaria de Africa
tropical, local onde se dispersou para Europa e Asia; e posteriormente
introduzida as regides Neotropicais, devido ao transito de plantas entre os
paises (CAMPBELL CAMPBELL; STEPHEN-CAMPBELL; GILL, 1995). No
entanto, outros pesquisadores sugerem que esta espécie pode ser nativa da
india ou Pakistéo, locais com a maior diversidade de espécies de seus inimigos
naturais (MORALES, 2001).

Esta praga € conhecida vulgarmente como mosca-branca do algodao,
do tabaco ou da batata. Sua primeira descricéo foi feita na Grécia, com o nome
de Aleyrodes tabaci (GENNADIUS, 1889). A partir de 1936 foi descrita como
Bemisa tabaci e registrada no Brasil pela primeira vez em 1928 (PERRING,
2001).

2.3 Hospedeiros

A mosca-branca é uma das 100 pragas mais importantes do mundo,
tendo sido registrada em mais de 600 espécies de plantas hospedeiras,
incluindo plantas olericolas, ornamentais, culturas agricolas de interesse
agrondmico e espécies selvagens, sendo estas pertencentes a mais de 74
familias botanicas, como Brassicaceae, Cucurbitaceae, Solanaceae,
Leguminosae, entre outras (OLIVEIRA et al., 2001).

2.4. Biétipos de Bemisia tabaci

A existéncia de diferentes biotipos de B. tabaci foi proposta na década
de 1950, a partir da descoberta de populacdes morfologicamente semelhantes,

mas genética e biologicamente diferentes, com hospedeiros distintos e



diferente capacidade de transmisséo de virus (MANSARAY; SUNDUFU, 2009).
Bemisia tabaci representa um complexo de 41 populacdes diferentes,
separadas por técnicas de caracterizacdo molecular (SILVA et al., 2009).
Dentre os bibtipos conhecidos, o bidtipo B € considerado o mais nocivo, porque
tem ampla gama de hospedeiros e alta fecundidade, além da capacidade de
disperséo a longas distancias (UEDA; BROWN, 2006).

2.4 Descricao morfolégica e aspectos biolégicos

A mosca-branca pertence a ordem Hemiptera, subordem
Sternorrhyncha, familia Aleyrodidae e subfamilia Aleyrodinae. E um inseto
pequeno que apresenta metamorfose incompleta, passando por ovo, ninfa e
adulto; sendo que a fase de ninfa € subdividida em ninfa I, ninfa I, ninfa Ill e
ninfa IV, também chamada esta ultima de “pupa” ou “pseudopupa” (GALLO et
al., 2002). A reproducdo € sexual ou partenogenética, sendo que na
reproducdo sexual, a prole € constituida por machos e fémeas e na
partenogenética apenas por machos, dita partenogénese arrenétoca (LIU;
STANSLY, 2000).

Os ovos sao colocados preferencialmente na face abaxial da folha,
ficando presos por um pedicelo curto, inserido na abertura dos estdbmatos da
folha em uma fenda aberta pela fémea com seu ovipositor (VENDRAMIM,;
SOUZA; ONGARELLI, 2009). Dessa forma, sao dificilmente visiveis a olho nu e
facilmente confundidos com granulos de poeira ou tricomas das folhas. A forma
de oviposicdo pode ser feita isoladamente, em grupos irregulares,
ocasionalmente em semicirculo e até mesmo em circulos (LIMA; DOS
SANTOS; LARA, 2001). Uma substancia “glue-like” colocada na base do
pedicelo cimenta os ovos no local (Figura 1A). O pedicelo, por sua vez, atua
como condutor de agua da folha para o ovo protegendo-o da desidratacéo
(BUCKNER et al., 2002). Os ovos geralmente medem de 0,2 a 0,3 mm e
demoram de 5 a 15 dias para eclodirem, dependendo das condi¢des de clima e
da planta hospedeira (VILLAS BOAS; FRANCA; MACEDO , 2002). Podem
estar cobertos com uma substancia cerosa branca, possuem textura lisa e
formato ovalado, com a parte superior terminada em ponta, e a inferior

arredondada (Figura 1A). Quanto a coloracdo s&o inicialmente brancos



esverdeados, a medida que amadurecem tornam-se amarelos e proximos da
eclosdo das ninfas, assumem cor de café claro (VENDRAMIM; SOUZA;
ONGARELLI, 2009).

As ninfas, sdo de formato eliptico, ventralmente planas e dorsalmente
convexas em seu primeiro instar (Figura 1B), apresentam coloragdo amarela a
amarela palida e séo transliucidas (BUCKNER et al., 2002). No primeiro instar,
a ninfa é chamada de “crawler”, porque é movel, arrastando-se muito
lentamente a curta distancia, por algumas horas ou até por alguns dias,
testando o tecido vegetal para escolher o melhor local para introduzir o estilete
e fixar-se, dando inicio a alimentacdo por meio de succ¢édo de seiva do floema
(GALLO et al., 2002).

Gegrine ‘4 '
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Figura 1. Ovos (A) e ninfas de B. taba(:| (B) (LIMA DOS SANTOS
LARA, 2001).

As ninfas de segundo instar tém forma ovalada, cor branca esverdeada
e duracdo de quatro dias, em meédia. As ninfas de terceiro instar sao
morfologicamente similares as de segundo instar e esta fase dura em média
5,5 dias (Figura 2). O quarto e ultimo instar apresenta holometabolia, uma vez
gue possui trés formas distintas. No inicio a ninfa é achatada e translucida e se
alimenta; a seguir torna-se branca e opaca e é mais larga e, por ultimo, exibe
coloragdo amarela e olhos vermelhos bem visiveis e a forma do corpo do
adulto pode ser percebida através do tegumento da ninfa. Nessa fase também
€ denominada como “pupa” e ndo se alimenta (LIMA; DOS SANTOS; LARA,
2001).

Para emergéncia do adulto ocorre o rompimento do tegumento pupal em

forma de “T” invertido (Figura 3), que vai da cabeca até a separacao do torax e



abdome, saindo por meio de movimentos de contracdo e expansao do corpo
com as asas enroladas sobre o mesmo deixando para trds um involucro

translucido que continua preso a folha (OLIVEIRA et al., 2001).

O adulto emergido, apresenta coloracdo amarela palida, mas, trés a
quatro horas depois assume a coloracdo branca; as asas membranosas séo
recobertas por uma substancia pulverulenta branca, enquanto que o corpo é
recoberto por uma cera extra cuticular de cor amarelada (SOUZA;
VENDRAMIM, 2000). Os adultos medem de 1 a 2 mm, sendo a fémea maior
que o macho (GALLO, et al, 2002). O aparelho bucal é do tipo sugador labial,
sendo usado para succionar a seiva do floema que passa pelos canais de
alimentacao até os 6rgéos digestivos do inseto (VILLAS BOAS et al., 1997). Os
adultos se alimentam minutos ap6s a emergéncia e o periodo de oviposicao
pode ter inicio 2 a 4 horas depois quando migram preferencialmente, na propria
planta, das folhas mais velhas para as mais jovens (OLIVEIRA et al., 2001).

Figura 2. Ninfas de segundo e terceiro instar de Bemisia tabaci biétipo B
(LIMA; DOS SANTOS; LARA, 2001).

Os adultos tém a habilidade de se locomever e de voar (LIU; STANSLY,
2000), podendo ser encontrados desde poucos metros até 7 km da planta
hospedeira, e desde 10 cm acima da superficie do solo até 300 m de altura

(GALLO et al.,, 2002). A duragédo do ciclo de vida varia de acordo com a



espécie, sendo a temperatura um dos fatores mais determinantes. O ciclo de B.
tabaci dura, aproximadamente 19 dias a 32°C, podendo chegar a 73 dias a
15°C. Em condi¢cbes favoraveis, esta praga pode apresentar de 11 a 15
geracdes por ano, podendo por cada fémea ovipositar de 100 a 300 ovos
durante o ciclo de vida (MANSARAY; SUNDUFU, 2009). Assim, sob condi¢des
Otimas de temperatura e umidade e em presenca de plantas hospedeiras
preferenciais, a mosca-branca tem potencial para crescer linearmente (LEITE
et al., 2002).

Figura 3. Orificio de saida do adulto em formato de "T” invertido (LIMA; DOS
SANTOS; LARA, 2001).

2.5 Danos e importancia econémica

No Brasil, esta espécie é polifaga, e esta distribuida em todo o territério
nacional, causando perdas econdmicas estimadas em 2 bilhdes de reais por
ano em culturas de grande interesse econdmico, tais como, feijao, soja,
algodao e tomate (FONTES et al, 2012; OLIVEIRA et al, 2013). O dano ao
cultivo se deve pela alimentagdo direta no floema, que induz desordens
fisiologicas, formacdo de fumagina, devido a excrecdo de honeydew, e
transmissao de fitoviroses (BERRY et al., 2004), que podem causar injurias

como murchamento das plantas, amadurecimento irregular dos frutos e até a



morte (OLIVEIRA et al., 2001). A fumagina pode impedir a luz solar de alcancar
a superficie foliar, reduzindo a fotossintese, além de prejudicar os frutos de
algumas cultivares, tornando-os nao comercializaveis (ISLAM; SHUNXIANG,
2007).

Um efeito indireto da alimentacdo das moscas-brancas € a transmissao
de fitovirus, muitos dos quais de importancia econémica (JONES, 2003). De
acordo com esse autor, B. tabaci € um excelente vetor de Geminivirus,
pertencentes ao género Begomovirus. Esses virus possuem alta plasticidade,
sendo capaz de se adaptar a um grande numero de espécies cultivadas e
selvagens (MORALES et al., 2001).

Dentre as viroses transmitidas por B. tabaci bidtipo B, destacam-se
“Tomato yellow leaf curl virus”, e “Tomato yellow vein streak virus” em
tomateiro (FIRMINO et al., 2009); e “Bean golden mosaic virus”, causador do
mosaico-dourado-do-feijoeiro, este Ultimo muito importante nas Américas do
Sul e Central (CUELLAR; MORALES, 2006). Os sintomas da infeccdo por
geminivirus estdo entre amarelecimento na base dos foliolos, clareamento de
nervuras, evoluindo para mosaico amarelo, reducao de tamanho e enrolamento
dos bordos da folha, seguido de reducdo da floracdo, paralisagdo no
crescimento, com consequente perda na producédo (MATOS et al., 2003).

2.6Manejo de B. tabaci

Os agrotoxicos nao tém conseguido resolver os problemas associados
mosca-branca. De forma contréaria, essa pratica tem provocado a eliminacao de
inimigos naturais da praga e rapido desenvolvimento de resisténcia de
populac6es do inseto aos principios ativos da maioria dos inseticidas quimicos,
aumentando assim o nivel de infestacdo do inseto nos cultivos (HILJE, 1998;
MORALES et al., 2006). Populacdes de B. tabaci desenvolveram resisténcia a
varias classes de inseticidas como organofosforados, piretroides e
neonicotindide (KARUNKER et al., 2008).

A capacidade de desenvolver resisténcia a diferentes inseticidas
sintéticos e a necessidade de melhorar o cuidado do ambiente tem

incrementado o interesse de estudar as alternativas biolégicas para o controle



desta praga, incluindo a utilizacdo de agentes microbianos, especialmente os
fungos entomopatogénicos (VAZQUEZ; LUIS, 2002). Os géneros mais
frequentemente encontrados em epizootias em B. tabaci sdo Aschersonia,
Isaria e Lecanicillium (RAMOS et al., 2004).

2.7 Controle Microbiano
2.8.1 Historico e Aspectos Gerais

O uso de microrganismos para o controle de insetos-praga nao € novo e
vem sendo empregado em grande escala, principalmente apés os anos 1970,
devido a problemas advindos da utilizacdo dos inseticidas quimicos. Assim,
virus, fungos e bactérias sdo empregados com sucesso no controle de diversos
tipos de pragas e outros varios sao pesquisados para futura utilizagcdo (MELO;
AZEVEDO, 1998). O elevado numero de relatos de populacdes resistentes de
B. tabaci em consequéncia ao uso intensivo de inseticidas quimicos tem
estimulado a utilizacdo de estratégias de manejo em que o controle biolégico
desempenham um papel significativo, tais como, predadores, parasitdides e
microrganimos patogénicos a este inseto-praga (CAMPBELL; STEPHEN-
CAMPBELL; GILL, 1995; HEINZ; NELSON, 1996; GERLING et al.,, 2001;
NARANJO, 2001).

Um grande numero de patdgenos capazes de causar doenca em B.
tabaci sdo conhecidos e podem ser utilizados como forma de controle para esta
praga, tais como rickétsias, virus, bactérias, protozoarios, nematoides e fungos.
No entanto, a forma de alimentacdo da mosca-branca que suga seiva
diretamente dos feixes vasculares das plantas, faz com que este inseto nao
seja muito suscetivel a uma gama muito ampla de agentes patogénicos, como
bactérias e virus, que é normalmente transmitido através de alimentacdo da
folha do hospedeiro contaminada com o patégeno (LACEY; FRANSEN;
CARRUTHERS; 1996). Por outro lado, a maioria dos fungos
entomopatogénicos possuem a capacidade de penetrar diretamente no
tegumento de seus hospedeiros, devido a uma acdo combinada de presséo

mecanica e acao de enzimas. Desta forma, a producdo de enzimas e toxinas €
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um importante fator de viruléncia dos fungos entomopatogénicos e assim

aumentam as chances de causar patogenicidade a esta praga (ALVES, 1998).

Pesquisas tém revelado que os fungos entomopatogénicos sao 0s
inimigos naturais mais importantes para mosca-branca, e varias espécies tém
sido relatados para o seu controle (FARIA; WRAIGHT, 2007). Dentro dos
programas de controle de mosca-branca em todo o mundo, as espécies de
fungos que mais se destacam sao: Beauveria bassiana (Bals.) Vuill,
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., Isaria fumosorosea (Wize) Brown e
Smith, Lecanicillium muscarium (Zimm.) Gams e Zare, Paecilomyces
fumosoroseus (Wize) Brown e Smith e Lecanicillium lecanii, dentre estas
espécies, B. bassiana e M. anisopliae sdo 0s que possuem maior quantidade
de produtos comerciais formulados em todo o mundo (BOLCKMANS et
al.,1995; KNAUF; WRIGHT, 1994; TIAN et al., 2015). Para selecionar fungos
patogénicos para o controle de B. tabaci € necessario selecionar isolados que
possua as melhores caracteristicas possiveis para matar o inseto alvo, por
exemplo, alta capacidade de producdo massal e alta producéo de conidios em
meios de cultura artificiais (MEEKES; FRANSEN; VAN LENTEREN, 2002).

O controle de B. tabaci com fungos entomopatogénicos tém sido
bastantes relatado na literatura embora com potencial de sucesso variavel
(GINDIN et al.,, 2000; FARIA; WRAIGHT, 2007; GOETTEL et al., 2008,
CUTHBERTSON et al. 2009). Entre as vantagens que os fungos possuem se
destaca a sua grande versatilidade, através de um mecanismo de infeccao
especializado, sendo capazes de infectar B. tabaci em diferentes estagios de

desenvolvimento.

Em determinadas condi¢fes, epizootias de fungos entomopatogénicos
podem causar alta mortalidade de B. tabaci (LOURENCAO; YUKI; ALVES,
1999). Lourengédo, Mirnada e Alves (2001) registrou uma epizootia de V. lecanii
em B. tabaci biotipo B em cultura de soja na cidade de Balsas, Estado do
Maranh&o. De acordo com este autor, este fenomeno ocorreu devido a um forte
periodo de precipitacdo, onde a umidade relativa passou de 45% para 90% e
auséncia de ventos. Esta epizootia levou a niveis extremamente baixos a
populacdo de mosca-branca da area. No entanto, de modo geral, epizootias

naturais ndo sdo formas confidveis de controle, porque poucas espécies de
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fungos tém a capacidade de causar altos niveis de mortalidade. Além disso, 0
desenvolvimento de epizootias naturais depende de varios fatores ambientais e
culturais (FARIA; WRAIGHT, 2001).

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae ndo séo
considerados reguladores naturais de popula¢cées de mosca-branca. Contudo,
algumas pesquisas referem-se a Bemisia spp. infectados com estes fungos,
qguando aplicados diretamente como uma suspensao concentrada de conidios
(WRAIGHT et al., 1998). Varios estudos tém procurado investigar o potencial
de acéo destes fungos sobre mosca-branca com o objetivo de selecionar os
isolados mais virulentos para esta praga. Em pesquisa realizada em laboratério
por Ramos (2001), a porcentagem de mortalidade de ninfas infectadas por B.
bassiana variou de 2 a 70%, sendo o isolado ESALQ 447 o mais eficiente.
Estudos demonstram o significativo potencial do uso de alguns isolados
selecionados desse fungo em laboratério, casa-de-vegetacdo e campo
(FRANSEN, 1990).

Em outro estudo realizado por este mesmo autor o fungo M. anisopliae
causou mortalidade em B. tabaci entre 34 a 90%, sendo o isolado ESALQ E9 o
mais eficiente. A partir do 3° dia de inoculagdo do fungo, ele ocasionou
aproximadamente 30% de mortalidade, sendo o pico da mortalidade observado
ao quinto dia. A suscetibilidade das ninfas a isolados de M. anisopliae foi
evidente nos experimentos, sendo essa espécie de fungo promissora para o
controle de ninfas. A velocidade de morte Bemisia tabaci causado por M.
anisopliae é uma caracteristica muito importante e altamente desejavel, devido
a alta capacidade que esta espécie possui na transmissao de virus, como € o
caso do bidtipo B, tornando-se necessario o controle imediato da praga (HILJE,
1998).

Segundo Kleespies e Zimmermann (1994), a patogenicidade de B.
bassiana e M. anisopliae pode variar sobre ninfas. Estes autores atribuem esta
variacdo principalmente pela alta variabilidade genética das linhagens dos
fungos, producao de enzimas, toxinas, aderéncia ao hospedeiro, velocidade de
germinacao dos conidios e consequente penetracdo na cuticula das ninfas e
capacidade de colonizacdo dos isolados. Além disso, de acordo com ALVES
(1998) a producdo de conidios e a viruléncia dos fungos podem ser afetadas
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por diversos fatores, tais como umidade relativa, temperatura, isolado
selecionado, hospedeiro, tempo e a composi¢cao do meio de cultura.

2.8.2 Modo de Acéao

Ao contrério dos virus e bactérias que frequentemente requerem que o
inseto ingira 0 microrganismo para infeccdo de seu hospedeiro, os fungos
entomopatogénicos infectam via penetragéo cuticular. A viruléncia de um fungo
entomopatdégeno envolve cinco etapas: adesdo, germinacao, diferenciacdo e
de penetracdo e colonizacdo. Cada um destes passos € influenciado por uma
série de fatores intrinsecos e externos que atuam de forma integrada (SHAHID
et al., 2012).

Uma infeccdo bem-sucedida é alcancada pela ligagdo ou adesao de
esporos ao hospedeiro. A adesdo € necessaria e normalmente € conseguida
através da secrec¢do de mucilagem. No entanto, enzimas, lectinas, bem como
forcas hidrofébicas e eletrostaticas também desempenham um papel
importante neste processo (BOUCIAS; FARMERIE; PENDLAND, 1998). Apoés a
adesdo, o proximo fator de viruléncia de uma estirpe fingica sao as enzimas
gue hidrolisam a epiderme do inseto. As enzimas mais importantes secretados
pelos fungos sé&o lipases, proteases e quitinases, que sao produzidos
sequencialmente, refletindo a ordem dos substratos que se deparam (SMITH;
PEKRUL; GRULA, 1981). A expressao dessa variedade de enzimas hidroliticas
promovem a germinacdo e o crescimento do fungo por toda a superficie do
hospedeiro e a penetracdo das camadas cuticulares. Durante este processo, 0
fungo produz uma alta quantidade de estruturas especializadas de infeccao
que podem incluir cavilhas de penetracdo e/ou apressorios que permitem o
crescimento de hifas que penetram no tegumento do hospedeiro (XIAO et al.,
2012; ZHENG et al., 2011).

As enzimas produzidas pelos fungos que hidrolisam a quitina e as
proteinas presentes na cuticula do inseto sédo consideradas vitais para o
processo de infec¢cdo. Varios estudos de fungos entomopatogénicos
engenheirados para superexpressar uma variedade de proteases, quitinases

tém resultado em estirpes que exibem um consideravel aumento da viruléncia
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guando comparados com estirpes selvagem (FAN et al., 2007; ZHANG et al.,
2008; FANG et al.,, 2009). A importancia destas enzimas é ainda mais
destacada devido a diversidade de genes (em especial proteases) encontrados

nos genomas destes organismos.

Apbs a adesado o fungo deve ser capaz de produzir um alto numero de
conidios através da germinacdo de seus esporos. Uma ampla variedade de
fatores tais como a agua, ions, acidos graxos e nutrientes na superficie da
cuticula e proprios estado fisiologico do hospedeiro influenciam neste processo
(HASSAN; CHARNLEY, 1989). Uma germinacdo bem-sucedida exige a
assimilagcdo dos nutrientes utilizaveis e uma determinada toleréncia a qualquer
composto téxico presente na superficie (LATGE et al., 1997). Apés a
germinacao, os apressorios aparecem no final do tubo germinativo ou sobre os
ramos laterais (St. LEGER et al., 1988).

A penetracdo na cuticula do inseto é realizada pelos tubos germinativos
ou pela formacédo de um opressorio que se afixa a cuticula (WRAIGHT et al.,
1998). A penetracdo é uma mistura simultdnea de uma forca mecanica e um
processo enzimatico (St. LEGER et al., 1988). A maior parte dos patdogenos
terrestres sao conhecidos por penetrar diretamente na cuticula, raramente via
feridas, O6rgdos de sentidos ou espirdculos. Uma variedade de enzimas
degradantes de cuticula também € produzida durante a penetracdo no
hospedeiro (GILLESPIE; BATEMAN; CHARNLEY, 1988). Apés isso, ocorre a
colonizacéo de todo o corpo do hospedeiro, 0 comeca a se alimentar de novas
células e ocorre a reproducao dos conidios com a transformagé&o do corpo hifal

e 0s esporos produzidos.

2.8.3 Produtos Comerciais

Os produtos biolégicos a base fungos entomopatogénicos sao
considerados pecas fundamentais nos programas atuais de MIP e um grande
namero de produtos comerciais esta ocupando lugar de destaque no mercado
fitossanitario mundial. De acordo com MASCARIN e PAULI (2010) 171
produtos a base de fungos entomopatogénicos foram desenvolvidos nas

Gltimas trés décadas, apresentando como ingrediente ativo 12 espécies ou
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subespécies de diferentes fungos com destaque para B. bassiana (33,9%), M.
anisopliae (33,9%), I. fumosorosea (5,8%) e Beauveria brongniartii (4,1%).
Porém, a grande maioria desses produtos (75%) ainda esta em fase de
registro. De acordocom este autor, cerca de 43% dos micopesticidas
produzidos sdo comercializados na América Latina, com destaque para o

Brasil.

Os fungos entomopatogénicos estdo entre os principais agentes de
controle microbiano de pragas no Brasil e em outros paises, principalmente
devido ao seu largo espectro de hospedeiros devido a sua ampla diversidade
natural; capacidade de causarem epizootias em condi¢cdes naturais; alta
capacidade de disseminacdo entre os individuos da populacdo da praga e
apresentam mecanismos de sobrevivéncia que permitem sua maior
persisténcia no ambiente (CAPALBO et al., 2008).

A eficiéncia de inseticidas microbiolégicos para controle de B. tabaci sob
condicBes de campo € em geral, ndo tdo bom como em estufas. Normalmente
isto esta atribuido, em alguns casos, a condi¢cdes climaticas rigorosas e até a
limitacbes econdmicas. O valor relativamente mais baixo da maioria das
culturas de campo as vezes ndo suportam métodos de aplicacdo mais
eficientes e altas taxas de aplicacdo recomendada para as culturas de estufa.
De acordo com FARIA; WRAIGHT (2001) ndo é recomendado a utilizagcdo em
larga escala de inseticidas microbioldgicos para controle de B. tabaci em
culturas de baixo valor agregado. No entanto, recomendacdes podem ser feitas
para algumas hortalicas (especialmente cucurbitaceas). Em testes realizados
por Wraight et al. (2000), P. fumosoroseus e B. bassiana foram aplicadas
contra ninfas infestando meldo, pepino e abobrinha. Os niveis de controle de
86-98% foram obtidos com os dois patdgenos com 3-5 aplicacdes de baixa a
altas taxas de conidios (1,25X10'3 e 5X10* conidios/ha) em intervalos de 4-7

dias usando um pulverizador portatil air-blast.

Em busca realizada para produtos comerciais para controle de B. tabaci
Bidtipo B para cultura da soja (cultura mais importante economicamente no
Brasil), no portal AGROFIT do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), foram encontrados apenas cinco produtos

hY

microbioldgicos registrados. Todos os produtos eram a base de fungos



15

entomopatogénicos, sendo que todos eles tém como ingrediente ativo alguma
estirpe de B. bassiana: Ballvéria® (Ballagro Agro Tecnologia Ltda), Beauveria
JCO® (JCO Industria e Comércio de Fertilizantes Ltda.), Bouveriz Biocontrol®
(Biocontrol Ltda.), Bovebio® (Biofungi Ltda.) e Granada® (Laboratorio de
Biocontrole Farroupilha Ltda.).

De uma forma geral, ha poucos relatos publicados de testes em campo
de produtos comerciais com outros vegetais contra B. tabaci. Poprawski (1999)
relataram 65% controle de B. tabaci em couve apdés 5 aplicacbes semanais da
estirpe GHA de B. bassiana. Wraight e Bradley (1996) relataram o controle de
75% das moscas brancas em brécolos a partir de P. fumosoroseus em
comparacdo com apenas 38% de B. bassiana. De forma contraria, Liu e
Stansly (2000) observaram redu¢des numero de ninfas em tomates e berinjelas

tratada com Mycotrol®, a base B. bassiana.

L. muscarium e outras espécies de Lecanicillium tém sido utilizados
comercialmente como bioinsecticidas contra a mosca-branca em todo o mundo,
com variados niveis de sucesso (GINDIN et al, 2000; FARIA; WRAIGHT, 2007;
Goettel et al., 2008). No entanto, resultados indicam que isolados brasileiros de
L. muscarium foram comparativamente menos eficazes contra a B. tabaci
bi6tipo B. Cuthbertson et al. (2009) também verificaram uma baixa eficacia (20-
40% de mortalidade) de um isolado comercial de L. muscarium (Mycotal®,
Koppert Biological Systems Ltda.) contra diferentes estagios de vida de B.

tabaci.

De uma forma geral, o controle de B. tabaci com produtos biolégicos
vém aumentando nos ultimos anos, principalmente devido aos problemas
enfrentados com os inseticidas quimicos, como por exemplo, o surgimento de
ragas resistentes a maioria dos ingredientes ativos. No entanto, para que novos
produtos comerciais sejam desenvolvidos e utilizados pelos produtores varias
barreiras devem ser transpostas, tanto no ambito da pesquisa, como por
exemplo, novas formulagbes, como no ambito politico, no que se refere ao
registro do produto, que ainda € um processo oneroso e requer melhorias nos
processos, todos estes fatores devem ser imperativos para o desenvolvimento

e 0 sucesso dos inseticidas microbiologicos.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Controle Microbiano de
Artropodes Pragas (LCMAP) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), Departamento de
Fitossanidade, Campus de Jaboticabal, SP. Em uma sala climatizada a 25 + 1°

C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 horas.
3.1. Criacdo de B. tabaci bi6tipo B

A identificacdo e caracterizagdo da populacéo de B. tabaci usada nos
bioensaios foi fornecida pelo Departamento de Entomologia do IAC (Instituto

Agrondmico de Campinas) que foi identificada como biotipo B.

A criacdo dos insetos foi mantida em plantas de couve (Brassica
oleracea var. acephala) semeadas em copos de 500 mL* de plastico com terra,
areia, e esterco na proporcéo de (3: 2: 1:) (Figura 4A). Para evitar a infestagéo
de outros insetos e organismos as plantas de couve com aproximadamente 20
cm de altura germinadas nos copos foram protegidas por gaiolas de plasticos
(50 de comprimento x 50 de largura x 80 cm de altura), apos isso, insetos
adultos de B. tabaci foram acondicionados com o auxilio de um sugador
manual (ver figura 4B). As plantas com posturas foram transferidas para outra

gaiola iniciando assim novamente o ciclo da praga.

Foto: D. J. L. Espinosa

Figura 4: Criacéo de B. tabaci. (A) plantas semeadas, (B) plantas em gaiolas

de plasticos.
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3.2. Isolados de fungos entomopatogénicos

Os isolados de L. muscarium e M. rileyi do banco de entomopatdgenos
do LCMAP (Tabela 1) foram armazenados em tubos de ensaio a - 4°C e
multiplicados em placas de Petri (9 cm de diametro) em meio de esporulacao
Sabouraud Dextrose Agar com Extrato de Levedura (SDAY) e para o fungo B.
bassiana foi utilizado Sabouraud Dextrose Agar (SDA) de acordo com a
metodologia proposta por ALVES et al. (1998) respectivamente. Depois 0s
fungos inoculados foram levados para uma camara incubadora tipo Biological
Oxigen Demand (B.O.D.), regulada a 28+1°C, UR de 70 + 10% e fotoperiodo
de 12:12 horas, durante oito dias para estimular crescimento vegetativo e a

esporulacéo.

Apos a formacao das colbnias, foram obtidos os isolados. Em seguida,
os conidios foram suspensos em 10 mL* de agua destilada esterilizada +
Tween® 80 (0,01%) e agitados em vértex durante um minuto, sendo a
suspensdo quantificada em camara de Neubauer, e padronizada na
concentragdo de 102 conidios/mL! para os ensaios de patogenicidade (JAMES;
BUCKNER; FREEMANC, 2003).

Tabela 1. Isolados de fungos entomopatogénicos utilizados nos bioensaios.

Fungo Isolado Origem
IBCB1 . L,
CB18 Laboratério de Controle Biolégico do Centro
IBCB35 Experimental do Instituto Biolégico, Campinas (SP)
B. bassiana IBCB66 P gico. P
JABO7 Laboratério de Microbiologia do Departamento de

Producéo Vegetal (FCAV/UNESP), Jaboticabal (SP)

Colegéo de fungos entomopatogénicos do
M. rileyi NOM1950  Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), Ithaca, NY, EUA.

Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes

L. LCMAP3790 Pragas (LCMAP) da Universidade Estadual Paulista
muscarium (FCAV/UNESP), Departamento de Fiossanidade,

Jaboticabal, SP.

3.3. Patogenicidade dos isolados contra ovos e ninfas de B. tabaci

Para a avaliacdo da patogenicidade dos isolados, cada tratamento foi
composto por cinco foliolos de feijdo com 20 ninfas de terceiro instar de B.

tabaci. Para a obtencéo de ninfas de mesmo instar, foram selecionadas mudas
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de feijdo com foliolos de aproximadamente 15 cm2 (Figura 5B). Em cada gaiola
foram confinados 60 individuos adultos de B. tabaci isolados, confeccionados
com tecido voil de 12 x 20 cm na parte de cima da gaiola (Figura 5A). Apoés 24
horas, os adultos foram retirados e apos 15 dias, 5 folhas foram destacadas da
planta. As ninfas de terceiro instar foram utilizadas para os bioensaios por
serem imdveis, permitindo a sua manipulagdo (JAMES; BUCKNER,;
FREEMANC, 2003).

Foto: D. J. L. Espinosa

Figura 5: (A) gaiola confeccionada, (B) mudas de feijao.

Para os bioensaios com ovos de B. tabaci, apds o periodo relacionado
a oviposicdo, os adultos foram retirados das gaiolas, sendo os foliolos
destacados das plantas de feijdo e, com auxilio de um microscopio
estereoscopico, 0s ovos de mosca-branca foram selecionados através de
marcacdes realizadas ao lado de cada ovo, de acordo com metodologia
proposta por Vicentini, Faria e Oliveira (2001). As ninfas presentes nas folhas
de feijdo foram selecionadas com o auxilio de microscépio estereoscopico e
realizadas marcacdo ao lado de cada uma ((JAMES; BUCKNER; FREEMANC,
2003; VICENTINI; FARIA; OLIVEIRA, 2001). Para os tratamentos com fungos,
5 foliolos de feijao de 8 cm? foram mergulhados por 10 segundos em uma
suspensdo contendo o fungo na concentragdo de aproximadamente 108
conidios/mLt. Da mesma forma no controle, os foliolos foram imersos em uma

solugdo de 10 mL* de 4gua autoclavada + Tween® 20 (0,05%).
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Posteriormente, os peciolos das folhas de feijao foram imersos em
agar-agua (1,5%) no interior de recipiente (9,5 cm de diametro x 10 cm de
altura) para manter a turgidez (POTRICH et al., 2011). Todo o experimento foi
feito em triplicata. Os recipientes foram mantidos sob condi¢cdes de controladas
(25+1°C de T; UR 70+£10% e fotoperiodo de 12:12 horas). As avaliacbes de
mortalidade foram realizadas diariamente por sete dias, sendo as ninfas mortas
caracterizadas inicialmente pela flacidez do tegumento e também pela
coloracdo esbranquicada (LANDA et al., 1994; JAMES; BUCKNER;
FREEMANC, 2003) (Figura 6). As mortalidades dos ovos foram confirmadas
pelos ovos micosados, necrosados e os que nao eclodiram (GINDIN et al.,
2000).

Foto: D. J. L. Espinosa

Figura 6. Ninfas de B. tabaci mortas com sintomas de infeccdo por fungos

entomopatogénicos

3.4 Estimativa da CLso dos isolados de fungos entomopatogénicos

Para avaliacdo da viruléncia dos isolados foi feita a estimativa da
concentragdo letal (CLso) dos isolados de fungos entomopatogénicos. Foram
considerados os isolados que causaram mortalidade acima de 80% dos ovos e
ninfas de B. tabaci. Os bioensaios de estimativa de CL50 foram conduzidos da
mesma forma como descrito anteriormente acima, utilizando seis suspensdes
de conidios nas concentracdes de 103, 104, 10°, 105, 107 e 108 conidios/mL™?, a

fim de estimar a curva de dose-resposta de cada isolado (QUESADA et al.,
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2006). Para cada concentracdo foram utilizadas 60 ninfas de 3° instar de B.
tabaci. A mortalidade dos ovos e ninfas foi avaliada sete dias apds inoculacéo
do fungo. Para confirmacédo da mortalidade provocada pelo fungo, os ovos e
ninfas fixas nas folhas de feijao, foram mantidas uma placa de Petri (9 cm de
didmetro) contendo papel filtro levemente umedecido com &agua destilada,
vedados e acondicionados em camara climatizada (26 = 1°C, fotoperiodo de
12:12 e UR de 70 £ 10%).

3.5 Andlises Estatisticas

Os resultados de mortalidade de ovos e ninfas de B. tabaci foram
previamente corrigidos pela férmula de Abbott (1925) em relacdo a mortalidade
natural observada no controle. Todos os resultados foram previamente
verificados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro e Wilk (1965) e
homogeneidade pelo teste de Barlett, sendo posteriormente ajustados ao
modelo binomial com a funcado de ligacdo Probit. Os resultados expressos em
propor¢cdes foram previamente submetidos a transformacédo de arcoseno para
porterior andlise de variancia (teste F). As médias estatisticamente diferentes,
foram comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Para a
estimativa da CLso foi utilizado o método de regressé@o de Probit (P<0,05). As
estimativas de CLso foram comparadas com base na sobreposicdo dos
intervalos de confianca a 5% de significancia. Todas as analises foram
realizadas no software SAS, verséo 9.1 (SAS, 2002).

4. RESULTADOS

Todos os isolados testados foram patogénicos para ovos e ninfas de B.
tabaci (Fig. 1). O estagio de desenvolvimento influenciou na mortalidade de B.
tabaci, sendo que a fase ninfal foi mais susceptivel aos isolados de fungo
entomopatogénicos (F = 39,535. P < 0,0001). Os isolados IBCB66, NOM1950 e
LCMAP3790 apresentaram maior mortalidade para a fase de ninfa comparada

a fase de ovo.

A mortalidade de ovos variou de 32,1 a 95,0% apdés 7 dias de
avaliacdo. Os isolados IBCB35, IBCB18, JABO7 e LCMAP3790 causaram as
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maiores taxas de mortalidade sobre os ovos de B. tabaci, diferindo
estatisticamente dos demais isolados (F = 246,051; P < 0,0001), com excecéo
do isolado LCMAP3790 que nao diferiu do IBCB18. O isolado IBCB66 causou a

pior taxa de mortalidade dos ovos (32,1%).

A mortalidade das ninfas variou de 63,3 a 100,0% apo6s 7 dias de
avaliacdo. Os isolados JABO7, IBCB18, LCMAP3790 e NOM1950 causaram
maior mortalidade, diferindo significativamente dos demais isolados (F =
28,963; P<0,0001), no entanto, somente os trés primeiros foram letais para
ninfas de B. tabaci. Os isolados JABO7 e LCMAP3790 causaram as mais altas
taxas de mortalidades em ninfas de 3° instar de B. tabaci no primeiro dia de
avaliacdo, diferindo significativamente dos demais isolados (77 e 65%,
respectivamente) (F = 55,57; P > 0,0001).

HEE Ovos * *% **
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o a a
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Fig. 1. Mortalidade (% + EP) de ovos e ninfas de Bemisia tabaci biétipo B
apos aplicacdo de seis isolados de fungos entomopatogénicos: Metarhizium
riley (NOM1950), Beauveria bassiana (IBCB35, IBCB66, IBCB18 e JABQ7) e
Lecanicillium muscarium (LCMAP3790) na concentracdo de 108 conidios/mL-
1. Colunas seguidas de mesma letra mailscula e minlscula nédo diferem

estatisticamente para a taxa de mortalidade causada pelos isolados nos ovos e
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ninfas, respectivamente. Isolados com um asterisco nao diferiram entre a

mortalidade de ninfas e de ovos pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Para os resultados de viruléncia foi observado que o isolado JABO7 de
B. bassiana possui potencial de causar mortalidade de 50% de ovos e ninfas
com a menor concentracdo de conidios (Tabelas 2 e 3), sendo este 0o mais
virulento dentre os isolados testados, possuindo uma CLso estimada de 0,006 e
0,012 x 102 conidios/mL™? para ninfas de 3° instar e de ovos, respectivamente,
diferindo estatisticamente dos demais.
Tabela 2. Estimativa da concentracdo letal (CLso) de isolados de fungos

entomopatogénicos aplicados sobre ninfas de 3° instar de Bemisia tabaci
biétipo B apods sete dias de avaliacao.

Fungo Isolado n  CLso (x10%con.mL?) IC 95%*¢ Slope+EPP X2¢

L. muscarium LCMAP3790 300 0,023 0,018-0,030 0,31+0,09 0,15
B. bassiana IBCB18 300 0,084 0,062 -0,115 0,23+0,05 49,81
B. bassiana JAB 07 300 0,006 0,002 -0,012 0,20+0,05 22,04
M. riley NOM1950 300 0,217 0,098 -0,428 0,14+0,02 3,41

2 Intervalo de confianga com limite de fidelidade a 95% de probabilidade

b Coeficiente angular + Erro padréo;

¢ X2=qui-quadrado (p<0,05);

dintervalos de confianca de 95% de probabilidade que ndo se sobrepde indicam
diferencas estatisticamente significativas entre valores de CLso.

Tabela 3. Estimativa da concentracdo letal (CLso) de isolados de fungos
entomopatogénicos aplicados sobre ovos de Bemisia tabaci biétipo B apos
sete dias de avaliagéo.

Fungo Isolado n Clso (x10°con.mL™?) IC 95%*¢ Slope+*EPP X2°¢
L. muscarium LCMAP3790 300 0,229 0,120-0,408 0,15+0,02 10,59
B. bassiana IBCB18 300 0,244 0,110-0,484 0,14+0,02 1,78
B. bassiana JABO7 300 0,012 0,003-0,031 0,14+0,02 8,76
B. bassiana IBCB35 300 0,223 0,099 -0,446 0,14+0,02 0,98

@ Intervalo de confianga com limite de fidelidade a 95% de probabilidade

b Coeficiente angular + Erro padréo;

¢ X?=qui-quadrado (p<0,05);

d Intervalos de confianca de 95% de probabilidade que ndo se sobrepde
indicam diferencgas estatisticamente significativas entre valores de CLso.
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5. DISCUSSAO

Todos os isolados foram patogénicos para ovos e ninfas de B. tabaci
biétipo B. De uma forma geral, foi observada maior susceptibilidade na fase de
ninfa comparado a fase de ovo, sendo significativos nos isolados IBCB66,
NOM1950, JABO7 e LCMAP3790, apenas o isolado IBCB35 causou maior
mortalidade de ovos comparada as ninfas. Estd menor susceptibilidade dos
ovos pode estar relacionada a barreira fisica da estrutura do cérion que impede
a penetracdo dos esporos ou por compostos antifungicos presentes nesta
estrutura que inibem a germinacdo do tubo germinativo (ORTIZ-URQUIZA;
NEMAT, 2013). Este resultado é corroborado por estudos prévios que
relataram baixa susceptibilidade de ovos de B. tabaci a outros isolados de B.
bassiana e L. muscarium bem como a outros fungos entomopatogénicos
(GINDIN et al., 2000; RAMOS et al., 2000; ESPINEL; TORRES; COTES, 2009).

O isolado LCMAP3790 de L. muscarium causou 100% de mortalidade
das ninfas e 92,1% dos ovos de B. tabaci. Este isolado alcangou esta taxa de
mortalidade no quarto dia de avaliacdo, sendo o mais rapido dentre os isolados
testados. Geralmente, a velocidade de morte do inseto estd relacionada a
germinacgdo dos conidios sobre o hospedeiro e aos indices de crescimento do
entomopatdégeno (ABDEL-BAKY; ARAFAT; ABDEL-SALAM, 2002), os quais
variam enormemente de espécie para espécie e de isolado para isolado
(LANDA et al., 1994; MASCARIN et al., 2013). De forma contraria, estudos em
campo usando outros isolados de L. muscarium revelaram baixa eficiéncia de
controle de ninfas de B. tabaci (GINDIN et al., 2000; FARIA; WRAIGHT, 2007;
GOETTEL et al., 2008, CUTHBERTSON et al., 2009). Em laboratério,
MASCARIN et al. (2013) também observou baixa eficiéncia de controle (<60%)

isolados de L. muscarium comparados a Isaria fumosorosea e B. bassiana.

Dos isolados testados, o IBCB35 de B. bassiana demonstrou possuir
alta atividade ovicida contra B. tabaci. Ao contrario do observado para outros
isolados, o IBCB35 causou maior mortalidade na fase de ovo a fase de ninfa
(85 e 63%, respectivamente), embora essa diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa. Esta caracteristica € economicamente relevante
pois consegue realizar o controle da praga antes de sua emergéncia e impedir

danos diretos ou indiretos a cultura.
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Neste estudo JABO7 e IBCB18 de B. bassiana também apresentaram
bons resultados no controle de ninfas (100%) e ovos (>80%) de B. tabaci
(Tabelas 2 e 3). Os isolados aqui estudados possuem melhor controle de ninfas
do que os previamente estudados (<80%) e um controle de ovos muito superior
ao relatado por Al-deghairi (2008) de apenas 8%. Varios estudos confirmam o
potencial de B. bassiana para o controle de mosca-branca, sendo esta a
espécie com maior quantidade de produtos formulados em todo o mundo para
esta praga (WRAIGHT et al.,, 1998, RAMOS et al., 2000; VICENTINI; FARIA;
OLIVEIRA, 2001; QUESADA- MORAGA et al., 2006; CABANILLAS; JONES,
2009), por ser facilmente cultivada em meio de cultura artificial e compativel
com diferentes tipos de formulacdo (FARIA; WRAIGHT, 2007; JACKSON;
DUNLAP; JARONSKI, 2010).

De acordo com os resultados de viruléncia (Tabela 2), o melhor
isolado, tanto para ninfas quanto para ovos, foi o JABO7 de B. bassiana, que
produziu os menores valores estimados de CLso para estas duas fases de
desenvolvimento de B. tabaci. Estes valores também foram menores do que os
observados para outros isolados destes fungos (MASCARIN et al., 2013).
Surpreendentemente, enquanto os relatos prévios envolvendo outros isolados
de L. muscarium demonstraram baixa eficiéncia, o utilizado neste estudo foi
mais virulento do que as outras espécies testadas. De maneira geral, o
mecanismo de infeccdo fungica utiliza proteases, lipases e quitinases para
degradar o tegumento da ninfa, facilitando a entrada do fungo (MONZON,
2001). Além disso, proteinas toxicas, como as bauvericinas, produzidas por B.
bassiana, sdo determinantes para a alta viruléncia deste entomopatdégeno
(GOMEZ, 1998; VARGAS, 2003).

O isolado de M. rileyi apresentou alta atividade contra ninfas de B.
tabaci (88% de mortalidade), assim como ja relatado para outros lepidépteros
(DEVI et al., 2003; RIZZO; LA ROSSSA, 1994; SRISUKCHAYAKUL; WIWAT;
PANTUWATANA, 2005). Além dos valores estimados de CLso serem maiores
do que os obtidos para os outros fungos aqui estudados, o M riley é altamente
sensivel as condi¢cbes nutricionais e ambientais, o que limita a sua producéo
massal, formulacdo e comercializagdo (TRUMPER; EDELSTEIN; LECUONA,
2004; SONG et al., 2013).
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6. CONCLUSAO

Os isolados JABO7 e IBCB18 de B. bassiana e o LCMAP3790 de L.
muscarium foram os isolados que causaram as mais altas taxas de mortalidade
de ninfas e ovos de B. tabaci. Dentre estes, JABO7 foi o isolado mais virulento
para ovos e ninfas, podendo assim ser indicado para futuros testes a campo

para o controle de B. tabaci.
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