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IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA
PATOGENICIDADE DE DIFERENTES ISOLADOS DE Fusarium spp. PARA O
CONTROLE DE Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE)

Autor: Simone Graziele Moio

Orientador: Carlos Frederico Wilcken

RESUMO

O percevejo bronzeado Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006
(Hemiptera: Thaumastocoridae), praga exdtica de Eucalyptus spp., foi relatado em 2008 no
Brasil e est4 distribuido em varios estados brasileiros. Os danos causados, por esse inseto,
sdo o prateamento, evoluindo para o bronzeamento das folhas e, em altas infesta¢des, pode
ocorrer desfolha. A alternativa de controle de 7. peregrinus ¢ o parasitoide de ovos
Cleruchoides noackae Lin & Huber, 2007 (Hymenoptera: Mymaridae) e fungos
entomopatogénicos. Esses microrganismos apresentam vantagens como infec¢do por via
oral, traqueal ou tegumento, variabilidade genética e permanéncia no ambiente. Os
objetivos desta dissertagdo foram: identificar e caracterizar fungos entomopatogénicos
coletados em epizootias em campo, realizar testes de patogenicidade; identificacdo
molecular dos fungos isolados a partir do sequenciamento de trés regides do genoma (ITS-
5.8S tDNA, B-Tubulina, a-elongase); realizar caracterizacdes culturais e morfologicas dos
isolados obtidos; acompanhar a coloniza¢do (externamente) dos fungos isolados quando
inoculados no percevejo bronzeado (tempos pré-determinados: 24, 48, 72 e 96 horas apds a
inoculagdo), através de técnica de microscopia de varredura e microscopia Optica de luz;
verificar a sensibilidade in vitro aos fungicidas usados comumente utilizados em plantios
de Eucalyptus e analisar a fitopatogenicidade dos isolados a diferentes culturas de
tomateiro, cana de agucar e mudas clonais de Eucalyptus spp. com importancia economica.
As espécies obtidas na identificacdo molecular foram: Fusarium proliferatum, Fusarium
tricinctum ¢ Fusarium equiseti. O teste de patogenicidade comprovou que os isolados
podem matar o percevejo bronzeado, sendo F. proliferatum (ISO-DPV-LCBPF004) e F.
equiseti (ISO-DPV-LCBPF009) os mais virulentos e, portanto, escolhidos para os demais
experimentos. Os fungicidas Azoxistrobina + Ciproconazol (Priori Xtra®), Trifloxistrobina

+ Tebuconazol (Nativo®) e Piraclostrobina (Comet®) foram testados no teste de



sensibilidade. Os isolados ISO-DPV-LCBPF004 ¢ ISO-DPV-LCBPF009 de Fusarium spp.
apresentaram maior sensibilidade aos fungicidas nas maiores concentragdes (1000ppm e
100ppm), o fungicida Trifloxistrobina + Tebuconazol foi o mais prejudicial ao crescimento
micelial dos dois isolados, seguido por Azoxistrobina + Ciproconazol, e Piraclostrobina. A
andlise de fitopatogenicidade foi feita com as plantas: tomateiro Lycopersicum esculentum
cultivar Santa Cruz Kada Gigante, cana de agucar Saccharum officinarum variedade RB 96
6928 e mudas clonais de FEucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla clone H-13. As
inoculagdes foram realizadas via raiz e via foliar. O teste de fitopatogenicidade comprovou
a seguranca dos isolados, os quais podem ser utilizados em campo sem riscos de causar

doencas ou mortalidade das plantas das plantas testadas.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, prote¢do florestal, micoinseticida, percevejo

bronzeado.



IDENTIFICATION, CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF THE
PATHOGENICITY OF DIFFERENT ISOLATES OF Fusarium SPP. FOR
CONTROL OF Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE). Botucatu, 2015. Dissertagdo  (Mestrado em
Agronomia/Prote¢do de Plantas) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade

Estadual Paulista.

Author: Simone Graziele Moio

Advisor: Carlos Frederico Wilcken

SUMMARY

The bronze bug Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae), invasive pest of Eucalyptus spp. (Myrtaceae) was reported in 2008 in
Brazil. The symptoms caused by this pest are leaf silvering, leaf bronzing and defoliation
in susceptible Eucalyptus species or clones. The main control strategies for 7. peregrinus
involve biological control with an egg parasitoid Cleruchoides noackae Lin & Huber, 2007
(Hymenoptera: Mymaridae), introduced from Australia and entomopathogenic fungi.
These microorganisms show advantages such as via oral, traqueal or tegument infection,
great genetic variability and remaining in the environment. The objective of this study
were: identifying and characterizing entomopathogenic fungi collected from field
epiziooties; running pathogenicity tests; molecular identification of fungi from sequencing
of three regions in the genome (ITS-5.8S rDNA, B-Tubuline, a-elongase); cultural and
morphological characterization of the isolates obtained; following up the colonization
(externally) of fungi isolates when inoculated on the bronze bug with scanning and optical
microscopy; verifying in vitro sensibility to fungicides normally used in eucalyptus
plantations; analysing the phytopathogenicity of isolates to diferent plant species (tomato,
sugarcane and FEucalyptus). The species obtained by molecular identification were:
Fusarium proliferatum, F. tricinctum and F. equiseti. Pathogenicity test has proved that the
isolates are letal to the bronze bug, being F. proliferatum (ISO-DPV-LCBPF004) e F.
equiseti (ISO-DPV-LCBPF009) the most virulent ones and therefore selected for the other
experiments. Fungicides Azoxystrobin + Cyproconazol (Priori Xtra®), Trifloxystrobin +
Tebuconazole (Nativo®) and Pyraclostrobin (Comet®) were tested to verify sensibility.

Isolates ISO-DPV-LCBPF004 e ISO-DPV-LCBPF009 of Fusarium spp. showed greater



sensibility to fungicides in higher concentrations (1000 ppm and 100 ppm), the product
Trifloxystrobin + Tebuconazole thwarted the most the micelial growth of the two isolates,
followed by Azoxystrobin + Cyproconazol, and Pyraclostrobin. The phytopathogenicity
analysis showed inoculations were of root and leaves caused no wilt symptoms in tested

plant species.

Keywords: entomopathogenic fungi, forest protection, mycoinsecticide, bronze bug.



1 INTRODUCAO

Espécies do Eucalyptus, nativo da Australia, s3o importantes para a
economia mundial por terem taxa rdpida de crescimento, ciclos curtos de rotacdo e
adequados para producdo em grande escala (SOUZA; LORENZI, 2005; PAINE;
STEINBAUER; LAWSON, 2011). Isto fez com que plantios de Eucalyptus fossem
estabelecidos em diferentes regides do mundo e insetos pragas nativos da Australia
também colonizaram os novos ambientes, causando problemas (PAINE; STEINBAUER;
LAWSON, 2011).

A produtividade do setor florestal brasileiro tem sido afetada por
fatores bidticos, como insetos pragas, nativos e exéticos. A implantagdo do cultivo do
eucalipto no Brasil favoreceu o aumento populacional de insetos nativos, muitos se
tornaram pragas como formigas, besouros e lagartas desfolhadoras (QUEIROZ, 2009;
ZANUNCIO et al., 1990; ZANUNCIO, 1993). Além disso, o deslocamento de pessoas e
do comércio mundial estd favorecendo o aumento do nimero de organismos invasores em
novos ambientes (MEYERSON; MOONEY, 2007).

Thaumastocoris  peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006
(Hemiptera: Thaumastocoridae), conhecido como percevejo bronzeado, foi detectado em
2008 em arvores de eucalipto em Jaguariuna, Sao Paulo e em Sao Francisco de Assis, Rio

Grande do Sul (WILCKEN et al., 2010a), Brasil. A rapida dispersao desse inseto levou a



sua presenca nos estados de S2o Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato
Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Bahia, Maranhao, Goias e Piaui
(BARBOSA et al., 2010; WILCKEN et al., 2010a; SAVARIS et al., 2011; PEREIRA et
al., 2013; Comunicacdo pessoal Soliman, 2014).

Os danos por T. peregrinus em plantas de eucalipto se devem ao
habito alimentar sugador deste inseto, que perfura as folhas para sugar a seiva, resultando
em prateamento (clorose) seguido do bronzeamento e secagem das folhas (WILCKEN,
2008; WILCKEN et al., 2010a).

O controle de T. peregrinus com inseticidas em plantagdes
florestais comerciais, requer um grande nimero de aplicagdes, no entanto nio ha
ingredientes ativos registrados. Além disso, pesticidas apresentam riscos ambientais e 0
Conselho de Manejo Florestal (Forestry Stewardship Council — FSC) proibe o uso de
alguns deles (NADEL; NOACK, 2012). Deste modo, é promissor ¢ pertinente o controle
biolégico, com o parasitoide de ovos Cleruchoides noackae Lin & Huber, 2007
(Hymenoptera: Mymaridae), importado da Australia (NADEL; NOACK, 2012) e com
fungos entomopatogénicos (LORENCETTI et al., 2011; MASCARIN et al., 2012; SAN
ROMAN et al., 2012; SOLIMAN, 2014). Microrganismos apresentam vantagens como a
forma de infec¢do, por via oral, traqueal ou pelo tegumento, além de alta variabilidade
genética e permanéncia no ambiente (ALVES, 1998).

Devido T. peregrinus ser relevante para a cultura do eucalipto € o
controle bioldgico ser uma perspectiva mais efetiva, esta dissertagdo teve como objetivos:
identificar e caracterizar fungos entomopatogénicos coletados em epizootias, realizar o
teste de patogenicidade com os fungos isolados do percevejo bronzeado coletado no campo
em insetos sadios; realizar a identificagdio molecular dos fungos isolados a partir do
sequenciamento de trés regides do genoma (ITS-5.8S rDNA, B-Tubulina, a-elongase);
realizar caracterizagcdes culturais e morfologicas dos isolados obtidos; acompanhar a
colonizag¢do (externamente e internamente) dos fungos isolados inoculados no percevejo
bronzeado (tempos pré-determinados: 24, 48, 72 e 96 horas apos a inoculac@o) através de
técnica de microscopia de varredura, verificar a sensibilidade in vitro aos fungicidas,
comumente utilizados em plantios de eucalipto e analisar a fitopatogenicidade dos isolados

a diferentes plantas de importancia economica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cultura do eucalipto no Brasil

O setor florestal é importante para a economia brasileira para
geracdo de emprego e renda e fornecimento de matéria prima e produtos para a exportagao,
que favorece a conservacao e preservagao dos recursos naturais (ABRAF, 2013).

Em 2012, o setor florestal empregou aproximadamente 4,4 milhoes
de pessoas, incluindo empregos diretos, indiretos e resultantes do efeito-renda com area
plantada de 7,1 milhdes de hectares, sendo 71% de eucalipto, 21,7% de plantios de Pinus e
7,2% de espécies ndo convencionais, como Acdacia, Araucdria, Populus, Teca, Seringueira
e Paricad (ABRAF, 2013).

Também em 2012, 35,2% da madeira de florestas plantadas no pais
foi destinada para a produgdo de celulose, sendo que o Brasil ¢ o 3° maior produtor
mundial de celulose, e a producdo de painéis, serrados e compensados consumiram,
respectivamente, 7,1%, 16,4% e 2,7% do total de madeira produzida. Os 38,7% restantes
foram destinados a produgdo de carvao vegetal, lenha e outros produtos florestais
(ABRAF, 2013).

No setor economico, as florestas plantadas sdo importantes para o

desenvolvimento do pais, com um saldo de 5,5 bilhdes de ddlares, sendo os Estados



Unidos, Argentina, Alemanha e China os principais importadores de produtos florestais
brasileiros (ABRAF, 2013).

Espécies do género Eucalyptus, nativas da Australia, Indonésia,
Filipinas e Nova Guiné, sdo as mais plantadas no mundo e introduzidas no Brasil em 1904
(CHIPPENDALE, 1988; PENFOLD; WILLIS, 1961).

O eucalipto, por ser uma planta exdtica, tem preocupado o setor

brasileiro, devido a possibilidade de pragas exoticas entrarem no pais (DIAS, 2000).

2.2 Pragas exoticas do eucalipto

Espécies de Eucalyptus, amplamente utilizadas em todas as regides
do mundo, apresentavam poucos problemas com pragas, mas introducdes de insetos
australianos nas ultimas trés décadas tém causado danos nesses plantios (PAINE;
STEINBAUER; LAWSON, 2011).

A produtividade de plantios de eucalipto pode ser reduzida por
introducdes de pragas exoticas, como as brocas do eucalipto Phoracantha semipunctata
Fabricius, 1775 (Coleoptera: Cerambycidae) e Phoracantha recurva Newman, 1840
(Coleoptera: Cerambicidae), os gorgulhos-do-eucalipto Gonipterus platensis Marelli, 1926
(Coleoptera: Curculionidae) e Gonipterus pulverulentus Lea, 1897 (Coleoptera:
Curculionidae), o psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei Moore, 1964 (Hemiptera:
Psyllidae), a vespa da galha Leptocybe invasa Fisher & LaSalle, 2004 (Hymenoptera:
Eulophidae) e o percevejo bronzeado Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé,
2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae), que se disseminaram com danos diretos as plantas e
aumento de custos de produgdo nos principais estados produtores de eucalipto no Brasil
(BERTI FILHO; CERIGNONI; SOUZA JUNIOR, 1995; WILCKEN et al., 2002;
ANDRADE, 1928; FENILLI, 1982; WILCKEN et al., 2003; WILCKEN et al., 2008;
WILCKEN et al., 2010a).

Phoracantha recurva e P. semipunctata sdo pragas de eucalipto,
principalmente fora do habitat natural dessa planta. Na Australia, seu pais de origem, esses
insetos tem pouca importancia, atacando, apenas, arvores estressadas (danificadas ou
recém-abatidas), mas em areas onde foram introduzidas tem danificado plantas saudaveis
(FAO, 2007). Phoracantha semipunctata ¢ a principal coleobroca em plantios de eucalipto

no Brasil e detectada, pela primeira vez, no pais no estado de Rio Grande do Sul em 1956



(BIEZANKO; BOSQ, 1956) ¢ em 1994 em Sao Paulo em Eucalyptus citriodora (BERTI
FILHO; CERIGNONI; SOUZA JUNIOR, 1995). Phoracantha recurva foi relatada pela
primeira vez em 2001 no estado de Sdo Paulo, porém, através de levantamentos de
espécies nas cole¢des entomologicas da ESALQ/USP e FCA/UNESP foi verificado que
essa espécie ja havia ocorrido no Estado em 1994 ¢ 1999 (WILCKEN et al., 2002). Nao
existem recomendagdes para o controle de P. semipunctata e P. recurva no Brasil, mas
plantas atacadas por esse inseto devem ser cortadas e as toras descascadas no campo
(WILCKEN et al., 2002).

O género Gonipterus, nativo da Austrdlia e Tasmania, tem
distribuicio geografica extensa com espécies originadas na Africa, Asia, América do Norte
e do Sul e Europa (MALLY, 1924; EPPO, 2005). Gonipterus platensis (G. scutellatus) ¢ o
principal besouro desfolhador do eucalipto no mundial e esse inseto tem causado danos nas
diferentes regides em foi introduzido (WILCKEN et al., 2008). Esta espécie foi detectada
no Brasil pela primeira vez em 1979 no Parand, em 1982 no estado de Santa Catarina e,
ap0ds dez anos, esse coledptero foi registradado em Sao Paulo (FENILLI, 1982; ROSADO-
NETO, 1993). O controle dessa praga com parasitoide de ovos, Anaphes nitens Girault,
1928 (Hymenoptera: Mymaridae) e a utilizacdo de Beauveria bassiana tém sido as
melhores alternativas (WILCKEN et al., 2005; WILCKEN et al., 2008).

Glycaspis brimblecombei, o psilideo de concha, ¢ de origem
australiana, e seu nome popular se deve a presen¢a de uma concha de coloragdo branca que
serve de protecdo para suas ninfas (HALBERT et al., 2001). Essa espécie foi encontrada
pela primeira vez no Brasil em 2003 no Estado de Sdo Paulo e se disseminou nas principais
regides produtoras de eucalipto no pais (WILCKEN et al. 2003; SANTANA;
BURKHARDT, 2007). Os danos por esse hemiptero se devem a perda da coloragdo das
folhas, indu¢@o do aparecimento de fumagina, diminui¢do da area fotossintética, seca dos
ponteiros e atraso no desenvolvimento das plantas (WILCKEN et al., 2003; CARNE;
TAYLOR, 1984). O controle quimico dessa praga ndo ¢ recomendado, pois inseticidas de
contato sdo ineficazes contra suas ninfas, protegidas pela concha e os sistémicos sdo
inviaveis devido ao alto custo. Por isto, G. brimblecombei tem sido controlado com a
introducdo do parasitoide Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) de
origem australiana (FAO, 2012).

A vespa da galha, L. invasa, deve ter origem australiana, embora

sua distribui¢do na Australia tenha sido pouco estudada. Esse inseto encontra-se presente



10

na Africa, Asia, Europa, América do Norte e América Latina, incluindo o Brasil,
introduzida em 2007 (MENDEL et al., 2004; FAO, 2012; WYLIE; SPEIGHT, 2012). O
manejo de L. invasa em areas comerciais de plantios de eucalipto estd direcionado
principalmente para o estudo de materiais resistentes e estratégias ligadas ao controle
bioldgico (DITTRICH-SCHRODER et al., 2012), uma vez que o controle quimico &
considerado ineficiente, além de afetar os inimigos naturais (GOWDA et al., 2010). Nesse
contexto, as opgdes de controle mais viaveis para este inseto incluem a sele¢do de clones
de Eucalyptus spp. resistentes € o controle bioldgico com os Quadrastichus mendeli Kim
& La Salle, 2008 (Hymenoptera: Eulophidae), Selitrichodes kryceri Kim & La Salle, 2008
(Hymenoptera: Eulophidae), Selitrichodes neseri Kelly & La Salle, 2012 (Hymenoptera:
Eulophidae) e espécies dos géneros Aprostocetus e Megastigmus (DITTRICH-
SCHRODER et al, 2012; NYEKO et al, 2010; KIM et al., 2008; DITTRICH-
SCHRODER et al., 2014; FAO, 2012).

2.2.1 Percevejo bronzeado Thaumastocoris peregrinus Carpintero &

Dellapé, 2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae)

O percevejo bronzeado, T. peregrinus, tem causado danos em
plantagdes de eucalipto no Brasil desde 2008 (FAO, 2007; WILCKEN et al., 2010a). A
familia Thaumastocoridae inclui insetos pequenos fitéfagos, com 2 a 4,6 mm
(CARPINTERO; DELLAPE, 2006). O género Thaumastocoris, de origem australiana, tem
14 espécies descritas (NOACK; CASSIS; ROSE, 2011) e T. peregrinus é a Gnica espécie
desse género detectada no Brasil e considerada praga em plantios de eucalipto

(WILCKEN, 2010a; WILCKEN, 2011).

2.2.1.1 Distribuicio geografica e hospedeiros

Thaumastocoris peregrinus teve rapida e ampla disseminacio
mundial, presente no Brasil e em paises de diferentes continentes, como na Africa do Sul
(JACOBS e NESER, 2005), Zimbabue, Malaui ¢ Quénia (NADEL et al., 2010; HURLEY
et al., 2011), Argentina (NOACK; COVIELLA, 2006; CARPINTERO; DELLAPE, 2006),
Uruguai (MARTINEZ; BIANCHINI, 2010), Chile (IDE et al., 2011), Itdlia (LAUDONIA;
SASSO, 2012), Nova Zelandia (SOPOW et al., 2012) e Portugal (GARCIA et al., 2013).
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No Brasil, T. peregrinus foi relatado em maio de 2008 em Sao
Francisco de Assis, estado do Rio Grande do Sul e um més apods sua presenga foi
confirmada em Jaguaritna, estado de Sao Paulo (WILCKEN, 2010a).

O percevejo bronzeado, apos sua primeira deteccdo, se disseminou
rapidamente e encontra-se estabelecido em Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina, Bahia, Maranhdo, Goias e Piaui (BARBOSA
et al., 2010; WILCKEN et al., 2010a; SAVARIS et al., 2011; PEREIRA et al., 2013;
Comunicagdo pessoal Soliman, 2014).

O modo de introdu¢do de T. peregrinus no Brasil ndo foi
comprovado, mas isto pode ter ocorrido através de sua dissemina¢do naturalmente pelas
fronteiras dos paises vizinhos. No estado de Sdo Paulo, o percevejo bronzeado pode ter
chegado por avido, pois foi encontrado préximo aos aeroportos internacionais de
Viracopos, em Campinas e Guarulhos, em Sdo Paulo (WILCKEN et al., 2010a).

Thaumastocoris peregrinus tem como hospedeiros em nivel
mundial arvores de Eucalyptus globulus, E. grandis, E. camaldulensis, E. viminalis, E.
nicholli, E. scoparia, E. benthamii, E. maidenii, E. botryoides, E. dorrigoensis, E.
paniculata, E. saligna, E. smithii, E. syderoxylon, E. tereticornis, E. grandis X
camaldulensis e E. grandis x urophylla (CARPINTERO; DELLAPE 2006; BUTTON,
2007; FAO, 2007; MARTINEZ-CROSA, 2008; JACOBS; NESER 2005; NOACK;
COVIELLA 2006).

2.2.1.2 Caracteristicas do inseto

O percevejo bronzeado ¢ um inseto sugador, de corpo achatado
dorsoventralmente com comprimento de, aproximadamente, 3 mm. Seus adultos possuem
coloragdo marrom com 4areas mais escuras e genitdlia assimétrica para o macho
(CARPINTERO; DELLAPE, 2006). T. peregrinus pode ser distinguido pela morfologia do
pronoto, com um turbéculo em angulos anterolateral do lobo anterior, caracteristica que
corrigiu o fato de ter sido classificado como 7. australicus na Africa do Sul
(CARPINTERO; DELLAPE, 2006).

As ninfas desse inseto apresentam cinco instares, com periodo de
desenvolvimento em torno de 20 dias em temperaturas entre 17 a 20°C (NOACK; ROSE,

2007). A longevidade ¢ de 35 dias, mas, dependem da espécie e dos clones de eucalipto
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nos quais esse inseto se alimenta (SOLIMAN et al., 2012). O macho possui reproducio
sexuada, com suas fémeas ovipositando em média 60 ovos (MARTINEZ; BIANCHINI,
2010). Entretanto, no Brasil ja houve relatos de até 75 ovos por fémea em algumas
espécies de Eucalyptus (SOLIMAN et al., 2012).

Ovos dessa espécie apresentam cor preta e, normalmente, podem
ser encontrados agrupados nas folhas, caules ou frutos, em manchas escuras, o que pode
auxiliar o reconhecimento das plantas infestadas (JACOBS; NESSER, 2005;
CARPINTERO; DELLAPE, 2006). No Brasil, Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis
foram as espécies mais adequadas para a biologia de 7. peregrinus (SOLIMAN et al.,

2012).
2.2.1.3 Danos e controle

Os danos pelo percevejo bronzeado sdo relacionados ao seu habito
alimentar, que ocorre preferencialmente na face abaxial das folhas, perfurando e
introduzindo os estiletes nas regides proximas aos feixes de vasos condutores para sugar a
seiva e o conteudo celular, podendo danificar o parénquima lacunoso (BUTTON, 2007;
WILCKEN et al, 2008; WILCKEN et al., 2010a; MOIO et al., 2014). Os sintomas
apresentados pelas plantas sdo o prateamento, bronzeamento, queda das folhas e morte da

planta em casos severos (Figura 1) (WILCKEN et al., 2010a; JACOBS; NESER, 2005;

b

Figura 1. Escala de danos causados pela alimentacdo de Thaumatocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae) em folhas de Eucalyptus sp. (A- folha sadia; B- inicio do
prateamento; C- aumento do prateamento e sinais de bronzeamento; D- inicio do
bronzeamento; E- folha bronzeada).
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Métodos de controle de 7. peregrinus estdo, ainda em
desenvolvimento (MUTITU et al., 2013), mas a prevengdo e o controle de suas infestacdes
em estagios iniciais € a solucdo mais eficaz (SUMA; NUCIFORA; BELLA, 2014).

O inseticida sistémico imidacloprid, injetado no tronco das arvores,
¢ eficaz para o controle do percevejo bronzeado na Austrdlia, porém, trata-se de um
método € invidvel em grandes plantios florestais (NOACK et al., 2009).

A falta defensivos quimicos registrados e as exigéncias da
certificacdo do Conselho de Manejo Florestal (Forestry Stewardship Council — FSC)
aumentam as limitagdes do controle quimico do percevejo bronzeado (NADEL; NOACK,
2012).

A resisténcia de plantas apresenta reduzidas chances de uso no
manejo de T. peregrinus, pois esse inseto pode se alimentar de uma grande variedade de
espécies de eucalipto e essa tecnologia demanda longo periodo de estudos (NOACK;
CASSIS; ROSE, 2011).

Nao existem métodos eficazes, mas as pesquisas tem avangado no
controle biologico do percevejo bronzeado, com os parasitoides de ovos Cleruchoides
noackae (Hymenoptera: Mymaridae) e Stethynium sp. (Hymenoptera: Mymaridae) da
Australia, sendo C. noackae o de maior interesse (LIN et al., 2007; MUTITU et al., 2013).

A eficiéncia de C. noackae em controlar T. peregrinus tem sido
mostrada em diferentes paises como a Africa do Sul, Brasil ¢ Chile (TREE PROTECTION
CO-OPERATIVE PROGRAMME, 2008, TREE PROTECTION CO-OPERATIVE
PROGRAMME, 2010; VIVEIRO FLORESTAL, 2010; VIVEAGRO, 2010).

No Brasil, inimigos naturais generalistas, como Chrysoperla
externa Hagen, 1861 (Neuroptera: Chrysopidae), Aropozelus opsimus Elkins, 1954
(Hemiptera: Reduviidae) e Supputius cincticeps Stal, 1860 (Heteroptera: Pentatomidae)
predam o percevejo bronzeado e fungos entomopatogénicos infectam ninfas e adultos de T.
peregrinus no campo (WILCKEN et al., 2010b; LORENCETTTI et al., 2011; MASCARIN
et al., 2012; SAN ROMAN et al., 2012; SOUZA et al., 2012; SOLIMAN, 2014).
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2.3 Fungos entomopatogénicos no controle de pragas do eucalipto

Fungos sao patdgenos de largo espectro e capazes de atingir desde
insetos aquaticos a fitdfagos infectando diferentes estagios de desenvolvimento dos
hospedeiros (ALVES, 1998).

O controle microbiano de pragas com fungos entomopatogénicos
tem sido feito, principalmente, com aqueles da subdivisio Deuteromycotina:
Hyphomycetes, tais como os géneros: Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces,
Laecanicillium, Nomurae, Aschersonia, Aspergillus, Fusarium, Hirsutella, Sorosporella,
Tolypocladium e Sporothrix (ALVES, 1998).

No setor florestal, o controle microbiano com fungos
entomopatogénicos tem sido utilizado contra pragas exdticas, com estudos de espécies
entomopatogénicas de epizootias e produtos comerciais a base de fungos, como para
controle de G. scutellatus, G. brimblecombei ¢ T. peregrinus, com resultados satisfatorios
(DAL POGETTO et al., 2011; BERTI-FILHO et al., 1992; SAN ROMAN, 2012;
SOLIMAN, 2014).

O fungo B. bassiana ¢ o tnico produto registrado para o controle
de G. scutellatus (AGROFIT, 2014), entretanto, os fungos B. bassiana e Aspergillus sp.
foram encontrados em adultos de G. scutellatus no municipio de Itararé, Sdo Paulo
(BERTI-FILHO et al., 1992). O produto comercial Boveril®, a base de B. bassiana (cepa
B103) teve 100% de eficiéncia em laboratério contra G. scutellatus quando pulverizado ou
polvilhado (WILCKEN et al., 2005).

Ninfas de G. brimblecombei apresentaram alta suscetibilidade a
produtos comerciais a base de B. bassiana, M. anisopliae e Lecanicillium longisporum e,
portanto, o controle microbiano com fungos entomopatogénicos formulados pode ser uma
alternativa para o controle desse inseto (DAL POGETTO et al., 2011).

Zoophtora radicans foi relatada no Brasil, em 2009, infectando
naturalmente, ninfas e adultos de 7. peregrinus com até 100% de mortalidade, sendo que, a
umidade relativa de, até 82%, favoreceu estes niveis de mortalidade (MASCARIN et al.,
2012). A relacdo fungo-hospedeiro depende das condi¢des ambientais, como temperatura,
umidade, luz, radiagdo ultravioleta e da nutricdo e de suscetibilidade do hospedeiro
(ALVES, 1998). Entretanto, focos problematicos de insetos pragas muitas vezes ocorrem

em climas quentes, tais como aqueles comumente encontrados na América do Sul, Africa,
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Australia, China, México e nos Estados Unidos (FARIA; WRAIGHT, 2007). Supde-se
que, geralmente, ¢ improvavel a infec¢do de insetos por fungos em temperaturas acima do
limiar de crescimento do microrganismo ¢ em baixas umidades; mas, desde que o fungo
nao ¢ morto em tais condicdes, a infec¢do e desenvolvimento da doenga podem ocorrer em
periodos mais frescos do dia (RANGEL et al., 2010). Sendo assim, ¢ possivel determinar
estirpes com predisposi¢do para sobreviver potencialmente em campo sob altas
temperaturas (KEYSER et al., 2014).

No Brasil, em 2012, fungos entomopatogénicos dos géneros
Fusarium ¢ Paecilomyces foram relatados sobre individuos de 7. peregrinus em uma
epizootia em campo, quando F. proliferatum e P. cateniannulatus foram identificados. Isto
mostra a possibilidade de se controlar o percevejo bronzeado com organismos que ocorrem
naturalmente no pais (SAN ROMAN et al., 2012).

O género Fusarium compreende um grande grupo de espécies de
fungos filamentosos distribuidos no solo e associados com plantas, porém, esse género tem
espécies patogénicas e ndo patogénicas para plantas (LESLIE; SUMMERELL, 2006;
KURUVILLA; JACOB, 1979a; 1979b; 1980). Esse género ¢ de grande importancia para o
controle de pragas, por ter ampla gama de insetos hospedeiros, incluindo espécies de
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera e Lepidoptera (TEETOR-BARSCH;
ROBERTS, 1983; HUMBER, 1992).

Espécies de Fusarium spp. sdo promissores para o controle
bioldgico de insetos, por serem de fécil cultivo e producdo massal, bastante especificos e
considerados patdgenos facultativos com excelente sobrevivéncia no campo (ARANTES;
CORREIA, 1999).

Em 2014, cadéaveres de T. peregrinus foram encontrados aderidos a
folhas de eucalipto em Araraquara/SP, caracterizando uma epizootia. O reisolamento dos
fungos permitiu a identificagdo de Botryosphaeria sp., Alternaria sp., Nigospora sp.,
Davidiella tassiana, Cladosporium sp. € Aspergillus sp., os ultimos géneros com relatos de
patogenicidade a insetos (SOLIMAN, 2014).

Fungos apresentam mais vantagens que outros grupos de inimigos
naturais, como a forma de infeccdo por via oral, traqueal ou pelo tegumento, grande
variabilidade genética e a permanéncia no ambiente e, por isso, considerados promissores

no controle de pragas (ALVES, 1998).
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2.4. Compatibilidade de microrganismos a produtos quimicos

O manejo integrado de pragas visa otimizar o controle dos
individuos que causam danos nas culturas pelo uso de multiplas taticas garantindo
resultados favoraveis em termos econdmicos, ecoldgicos e sociais (LUCKMANN;
METCALF, 1994; PROKOPY; KOGAN, 2009). Entretanto, as taticas empregadas para a
protecdo de plantas devem ser selecionadas em funcdo das caracteristicas do sistema de
cultivo e das exigéncias do mercado consumidor (ZALAF et al., 2008).

Dentro do contexto do manejo integrado de pragas, os
microrganismos e outros agentes de controle biolégico podem atingir o seu maior potencial
de acdo quando associados a produtos compativeis, como agrotoxicos ou fertilizantes
(ZALAF et al., 2008).

Os defensivos agricolas exercem um importante papel na
agricultura, pois previnem perdas de produtividade devido ao ataque de alguns organismos
como insetos praga, fungos, dentre outros (FERMAM; ANTUNES, 2009). Porém,
pressdes de grupos ambientalistas, da comunidade cientifica e de partes da sociedade
levaram a uma mudanga de paradigma, para modelos menos agressivos, aos conceitos de
manejo integrado de pragas e de agricultura sustentavel (NARDO; MORAES; SA, 1998).

Dependendo do produto quimico utilizado, podem ser observados
efeitos deletérios sobre os fungos entomopatogénicos, como, inibicdo do crescimento
vegetativo, reproducdo, germinacdo, diminuicdo da viruléncia e mutagdes do patdgeno
(ALVES et al., 1998; ZALAF et al., 2008).

Entretanto, no setor florestal o uso de fungicidas para controlar
doencas € necessario e legalizado pelo Ministério da Agricultura, pois, doencas como a
ferrugem do eucalipto chegam a causar perdas de até 30% e representa uma das principais
causas de danos e prejuizos em plantios de eucalipto no Brasil (FERREIRA, 1989;
ALFENAS et al., 2009; FURTADO, et al., 2009; AGROFIT, 2014). Puccinia psidii,
agente etioldgico da ferrugem do eucalipto, ¢ um fitopatogeno causador de uma doenca
foliar em espécies arboreas da familia Myrtaceae, e seu controle ¢ recomendado com os
fungicidas a base de Azoxistrobina + Ciproconazol e Trifloxistrobina + Tebuconazol
(FERREIRA; MILANI, 2002; AGROFIT, 2014).

Além da ferrugem, a cultura do eucalipto também sofre com a

ocorréncia de Cylindrocladium candelabrum que frequentemente causa doencgas em
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viveiros no Brasil (ALFENAS et al., 2009). Entretanto, E. benthamii, espécie florestal
plantada na regido Sul do Brasil devido a sua resisténcia a geada, tem como principal
doenga de campo a mancha foliar causada por C. candelabrum, que pode restringir seu
plantio nessa regido (SCHULTZ, 2010). E para o controle dessa doenca recomenda-se o
uso de fungicida a base de Piraclostrobina (AGROFIT, 2014).

Testes de seletividade e compatibilidade sd3o importantes e
necessarios, quando o assunto ¢ controle bioldgico. Pois, os testes in vitro de produtos
quimicos com os microrganismos expdem os agentes de controle a todos os possiveis
efeitos negativos ou positivos que possam sofrer quando aplicados em associacido;
auxiliando entdo na escolha de agroquimicos pouco prejudiciais a atuagdo dos patégenos

(ZALAF et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Informacgdes gerais do estudo

3.1.1 Local de desenvolvimento do trabalho

O estudo foi realizado no Laboratério de Controle Bioldgico de
Pragas Florestais e no Laboratério de Patologia Florestal da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de

Botucatu (FCA/UNESP).

3.1.2 Criacio de Thaumastocoris peregrinus

Adultos de T. peregrinus foram coletados em areas de plantio de
eucalipto da FCA/UNESP, de arvores clonais de Eucalyptus saligna com 5 anos de idade e
transferidos para o Laboratdério de Controle Biologico de Pragas Florestais para a criagdo
(Figura 2), que consistiu em “buqués” com ramos de Eucalyptus urophylla var. platyphylla
coletados em arvores com 2 anos de idade em erlenmeyers com 4gua e acondicionados em
gaiolas plasticas de 32 cm de altura x 30 cm de largura x 48 cm de comprimento com a

abertura superior vedada com “voil” para aeragao.
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Folhas de eucalipto com posturas de 7. peregrinus foram
recortadas, esterilizadas em solu¢@o de hipoclorito de sédio a 0,2 % por 5 min., lavadas em
agua destilada e acondicionadas sobre discos foliares de eucalipto em placas de Petri (11
cm de didmetro x 2 ¢cm de altura) com papel de filtro umedecido. Apds a eclosdo das
ninfas, os discos foliares eram mantidos por dois dias em novos ramos de eucaliptos para

facilitar a transferéncia das ninfas para as folhas. A criacdo ocorreu em sala climatizada a

25,0 £2 °C, umidade relativa de 60,0 £ 10 % e fotofase de 12 h (BARDDAL, 2009).

- y

Figura 2. Adultos de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) em
folhas de Eucalyptus sp. em sistema de criacdo em laboratdrio.

3.2 Isolamento e caracterizacao dos isolados

3.2.1 Obtencao dos isolados

Para os bioensaios utilizaram-se nove isolados de fungos
entomopatogénicos do género Fusarium obtidos da colecdo da FCA/UNESP (Tabela 1).
Os isolados estavam acondicionados ha dois anos em frascos de vidros lacrados com um
disco de cada fungo em meio BDA (coldnias monospoéricas) e agua destilada e
autoclavada, ou seja, conservagdo em método de Castellani.

Os isolados dos fungos foram obtidos em novembro de 2011, nos
plantios de eucalipto, na regido de Alegrete, Rio Grande do Sul. 7. peregrinus oriundos
epizootias e com presenga de micélio no corpo foram coletados na copa das arvores, sendo
esta caracteristica utilizada na escolha das amostras. Os insetos mortos eram
acondicionados em cdmara umida para esporulacdo dos fungos nos corpos de ninfas e
adultos. Apds 24 horas, realizou-se a desinfeccdo do material coletado com hipoclorito de

sodio, alcool 70% e dgua esterilizada e apos isso acondicionou-os em placas de Petri com
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meio agua-agar para isolamento do fungo. As colonias obtidas sofreram no maximo 2
repicagens em meio BDA (batata-dextrose-agar) e apds isso, preservou-as em método de

Castellani.

Tabela 1. Isolados oriundos de epizootia em campo nas populagdes de Thaumastocoris

peregrinus (T. peregrinus)

Isolado Hospedeiro Coletor Local Data

ISO-DPV-LCBPF001 T. peregrinus  C.F. Wilcken  Alegrete, RS  Nov/2011

ISO-DPV-LCBPF002 T. peregrinus  C.F. Wilcken = Alegrete, RS  Nov/2011
ISO-DPV-LCBPF003 T. peregrinus  C.F. Wilcken = Alegrete, RS  Nov/2011
ISO-DPV-LCBPF004 T. peregrinus  C.F. Wilcken  Alegrete, RS  Nov/2011
ISO-DPV-LCBPF005 T. peregrinus  C.F. Wilcken = Alegrete, RS  Nov/2011
ISO-DPV-LCBPF006 T. peregrinus  C.F. Wilcken  Alegrete, RS  Nov/2011
ISO-DPV-LCBPF007 T. peregrinus  C.F. Wilcken = Alegrete, RS  Nov/2011
ISO-DPV-LCBPF008 T. peregrinus  C.F. Wilcken = Alegrete, RS  Nov/2011
ISO-DPV-LCBPF009 T. peregrinus  C.F. Wilcken = Alegrete, RS  Nov/2011

Para reativag@o da viruléncia e garantia da viabilidade do fungo os
isolados eram colocados em meio BDA para crescimento e as colonias obtidas repicadas
também em meio BDA. Apds isso, ocorreram pulverizagdes desses isolados em insetos
adultos de 7. peregrinus em boas condigdes sanitarias da criagdo em laboratorio. Utilizou-
se torre de Potter para a pulverizagdo dos isolados na concentragdo 1 x 10® esporos/mL
(diluido com 4gua destilada autoclavada) a pressdo de 15 Ib/pol®. Uma folha de Eucalyptus
urophylla var. platyphylla desinfestada em cada placa de Petri compds a alimentagdo dos
insetos.

Apds a pulverizagdo dos isolados sobre 7. peregrinus, as placas
permaneceram em camara tipo BOD com temperatura de 25°C e fotofase de 12 horas para
a inoculagdo. Realizou-se avaliagdes didrias e os insetos os mortos eram retirados e
colocados em camara umida (algodao estéril umidecido com agua destilada e esterelizada)
para reisolamento dos fungos e a estruturas fungicas transferidas para meio BDA para

crescimento da colonia e identificacdo do fungo.
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3.2.2 Obtencio de isolados monosporicos

As coldnias obtidas dos isolamentos passaram por lavagens com
agua destilada e esterilizada e as concentragdes das suspensdes de esporos padronizadas
para aproximadamente 10” esporos/mL para a obtencdo de culturas monospéricas. Um
total de 100 pl da suspensdo de esporos foram colocados por placa com meio dgua/agar
acrescido de 0,005% de oxitetraciclina. Os esporos eram individualizados e transferidos
com alfinete entomoldgico para meio BDA para formagdo das colonias com auxilio de um

microscopio optico.

3.2.3 Caracterizacido molecular dos isolados

Extraiu-se 0 DNA dos isolados conforme o método desenvolvido
por Murray e Thompson (1980), modificado. Macerados de trés discos de micélio com
1000 pL de tampao de extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M NaCl; 0,02 M
EDTA; 2 % CTAB:; 0,2 % B-mercaptoetanol) foram colocados por tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL., incubados a 65°C por 30 minutos. A seguir, adicionou-se 500 puL de solugdo de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v/v) em cada tubo misturado manualmente, por
agitacdo, durante 10 minutos e centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa
foi removida para novos tubos com isopropanol. Centrifugou-se a mistura por 15 minutos a
12.000 rpm e o “pellet” obtido foi lavado com 500 uL de etanol 70% e submetido a uma
nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o
precipitado, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 100 pL de dgua com DEPC
(Dietilpirocarbonato).

Os fungos foram identificados e analisados baseado em uma regido
do DNA. Isto foi feito com oligonucleotideos utilizados para amplifica¢do da regido ITS-
5.8S rDNA foram os seguintes: ITS1 (5' TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3'") e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3"). O DNA dos isolados obteve sequenciamento no
Centro de Genoma da USP e estas sequéncias utilizadas para analise de variabilidade

genética dos fungos.
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3.2.4 Caracterizacio biologica das culturas dos isolados

A caracterizagdo bioldgica dos nove isolados foi baseada na
velocidade de crescimento micelial, cor da colonia e estruturas produzidas em meio de
cultura BDA. Discos de micélio com 6 mm de didmetro obtidos das bordas de uma colonia
cultivada em meio de cultura BDA eram transferidos para o centro de novas placas de Petri
com o mesmo meio. Apds a repicagem, os isolados permaneceram incubados a
temperatura de 25+1°C e fotofase de 12 h em camara tipo BOD. O didmetro perpendicular
das colonias foi obtido diariamente, com régua milimétrica (Figura 3), quando a velocidade
de crescimento micelial era avaliada. O delineamento foi inteiramente casualizado, com

cinco repetigdes, tendo cada parcela uma placa.

Figura 3. Metodologia para caracterizagdo bioldgica dos isolados. Mensura¢do dos
diametros das colonias com régua milimétrica.

3.2.4 Caracterizacio morfolégica dos isolados

Avaliou-se o tamanho e os tipos de esporos dos isolados em
laminas semi-permanentes com lactofenol utilizando-se sistema de video-cdmara Opton,
modelo TA-0124XS em microscopio dptico. A imagem foi transmitida para computador e
analisada com o programa EDN-2. Sendo utilizada uma ldmina micrografada (Carl

Zeiss®) para calibracdo do equipamento. Para cada isolado mediu-se o comprimento e a
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largura de cinquenta esporos, sendo a média das dimensdes utilizadas para a comparacdo

com as descri¢des cientificas.

3.3 Controle microbiano de Thaumastocoris peregrinus

3.3.1 Teste de patogenicidade em Thaumastocoris peregrinus

Os bioensaios para os testes de patogenicidade foram feitos com
insetos adultos de 7. peregrinus em boas condi¢des sanitarias da criagdo em laboratdrio.
Cada parcela experimental correspondeu a uma placa de Petri (6 cm de didmetro) com a
tampa vazada (2 cm de diametro) e fechada com tecido voil para impedir a saida dos
insetos e permitir trocas gasosas. Uma camada de gel agricola, na propor¢do de 1g de gel
para 400 ml de agua, foi colocada sob cada folha de E. urophylla var. platyphylla para
evitar o ressecamento, as folhas mediam cerca de 16,5 cm? e sobre elas eram colocados 10
adultos de T. peregrinus por placa em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes (Figura 4 — A e B). Os nove isolados dos fungos (Tabela 2) foram pulverizados
em torre de Potter na concentracio 1 x 10° esporos/mL (diluido com é4gua destilada
autoclavada) (LAZO, 2012) a pressdo de 15 Ib/pol® (Figura 4 — D). A testemunha, teve,
somente, agua destilada autoclavada pulverizada.

Apos inoculagdo, as parcelas foram colocadas em camara tipo BOD
a temperatura de 25°C+1°C e fotofase de 12 horas (Figura 4 — C). Avaliagdes didrias
foram realizadas, quando os insetos mortos foram retirados e contados. Os insetos mortos
foram colocados em camara umida (placa de Petri contendo um algodao estéril umedecido
com agua destilada e esterelizada), apds 24 horas eram tranferidos para uma placa de Petri
contendo meio agar e apds o crescimento do fungo os micélios eram transferidos para
novas placas de Petri contendo meio BDA, esse reisolamento dos fungos visava a
confirmagdo da mortalidade causada pelos isolados. Os fungos com elevada taxa de
viruléncia foram selecionados para os testes seguintes.

Os dados de mortalidade foram submetidos andlise de varidncia
fatorial e as médias comparadas entre si pelo Teste de Tukey (p<0,01) ou (p<0,05) com
auxilio do software SISVAR 4.6 e foram também corrigidas pela formula de Abbott
(1925).
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Para a andlise estatistica dos dados da mortalidade acumulada os
dados foram transformados em +/%+ 0,5. Na mortalidade corrigida os dados foram

transformados em ARCSEN Ilﬁ

Tabela 2. Isolados utilizados na pulverizacdo em Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:

Thaumastocoridae) por local (Local) e data (Data) de aplicacdo

Isolados Espécies Concentracao Local Data
8
ISO-DPV-LCBPF001  Fusarium proliferatum Ix10 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF002 Fusarium proliferatum Ix10 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF003 Fusarium proliferatum Ix10 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF004 Fusarium proliferatum Ix10 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF005 Fusarium proliferaum >0 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF006 Fusarium proliferaum >0 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF007  Fusarium proliferaum >0 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF008  Fusarium tricinctum EX 107 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL
8
ISO-DPV-LCBPF009  Fusarium equiseti IX 107 UNESP/FCA Ago/2013
esporos/mL

Figura 4. Metodologia para estudar a patogenicidade dos isolados aos adultos de
Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae). A- Detalhe da folha de
Eucalyptus urophylla var. platyphylla recortada. B- Placa de Petri com gel agricola diluido
sob a folha de Eucalyptus urophylla var. platyphylla e adultos do percevejo bronzeado. C-
Parcelas experimentais em camara tipo BOD, com temperatura de 25 °C e fotofase de 12
horas. D- Torre de Potter.
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3.3.2 Colonizacgao de Fusarium proliferatum e Fusarium equiseti no corpo

de Thaumastocoris peregrinus

Complementou-se o estudo de patogenicidade por meio da
avaliagdo da coloniza¢do do corpo do inseto pelos fungos selecionados (Tabela 3). Os dois
isolados de espécies diferentes utilizados nesse experimento foram aqueles com maior
capacidade de causar mortalidade dos insetos um menor espago de tempo. Uma suspensio
com 1 x 107 esporos/mL dos isolados foi pulverizada diretamente sobre os insetos vivos e
agua destilada autoclavada na testemunha. Cada tratamento era composto por 10 insetos.

Os insetos tratados foram coletados em intervalos de tempo pré-
determinados (24, 48, 72 e 96 horas) e fixados em solu¢do de Karnovsky (glutaraldeido
2,5%, paraformaldeido 2,0%, tampao fosfato 0,05M, pH 7,2) (Figura 5), por periodo
minimo de 24 h. apos a inoculagdo conforme metodologia do teste de patogenicidade.

As amostras com insetos inoculados foram retiradas do fixador
Karnovsky, submetidas ao vapor de OsO4 por 24 h. e colocadas em silica gel para
completar a secagem durante duas horas. A seguir, as amostras foram montadas em “stubs”
com fita de carbono dupla face para aderéncia e cobertas com 20 nm de ouro em aparelho
Baltec SCD 050.

As andlises microscdpicas foram preparadas e observadas no

Centro de Microscopia Eletronica, localizado na ESALQ/USP.

Tabela 3. Isolados pulverizados em Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) para estudo da colonizagdo do fungo no hospedeiro

Local da Data da

Isolados Espécies Concentragdo Aplicaciio Aplicaciio
7
ISO-DPV-LCBPF006 Fusarium proliferatum Ix10 UNESP/FCA  Jul/2014
esporos/mL
7
ISO-DPV-LCBPF009  Fusarium equiseti Ix10 UNESP/FCA  Jul/2014

esporos/mL
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Figura 5. Ependorfs com amostras de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) apds 24, 48, 72 e 96 horas da inocula¢do dos isolados e fixadas em
solucdo de Karnovsky.

3.4 Aspectos de compatibilidade

3.4.1 Compatibilidade de Fusarium proliferatum e Fusarium equiseti a

fungicidas

A compatibilidade dos fungos entomopatogénicos foi avaliada com
a incorporacdo dos fungicidas ao meio de cultura (adaptada de CALDARI JUNIOR, 1998)
nas concentragdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm dos fungicidas foram adicionadas diretamente
no meio de cultura. Os fungicidas testados foram: Azoxistrobina + Ciproconazol (Priori
Xtra®), Trifloxistrobina + Tebuconazol (Nativo®) e Piraclostrobina (Comet®).

Discos de micélio, com 5 mm de diametro, obtidos das bordas de
colonias de ISO-DPV-LCBPF006 (F. proliferatum) ¢ ISO-DPV-LCBPF009 (F. equiseti)
cultivadas em meio BDA por uma semana, foram transferidos para o centro das placas com
meio de cultura e fungicida. Estas colonias permaneceram incubadas a 25+1°C sob
fotoperiodo de 12 horas. As avalia¢des didrias ocorreram até o primeiro contato de uma
das coldnias com a borda da placa, através da mensuragdo de didmetros perpendiculares de
cada uma. Além disso, a produgdo dos conidios foi avaliada através da contagem dos
mesmos (Figura 6).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeti¢cdes, sendo cada parcela uma placa de petri. Os dados de
crescimento da colonia em meio BDA com os fungicidas incorporados foram submetidos a
analise de varidncia fatorial e as médias comparadas si pelo teste de Tukey (p <0,01) com o

software SISVAR 4.6.
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O fator de compatibilidade dos fungicidas foi definido com a
férmula de Alves, Moino e Almeida (1998): T = [(20 x (CV) + 80 x (ESP))/100], onde: T -
valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulagdo para a classificagdo do produto;
CV - porcentagem de crescimento vegetativo em relagdo a testemunha; e ESP -
porcentagem de esporulagdo em relagdo a testemunha. Os valores calculados de “T” foram
comparados com os seguintes limites estabelecidos: 0-30 = muito toxico, ou, altamente
téxico (AT); 31-45 = téxico (T); 46-60 = moderadamente toxico (MT); e > 60 =
compativel (C).

Figura 6. Metodologia para estudar a compatibilidade de Fusarium proliferatum e
Fusarium equiseti com os fungicidas a base de Azoxistrobina + Ciproconazol (Priori Xtra),
Trifloxistrobina + Tebuconazol (Nativo) e Piraclostrobina (Comet). A- Placa de Petri com
crescimento micelial da colonia de ISO-DPV-LCBPF006 em meio BDA contendo
Azoxistrobina + Ciproconazol a 1ppm; B- Tubo contendo esporos lavados de cada placa
com 10 ml de 4gua destilada; C- Preparacdo do hemacitémetro (Camara de Neubauer) para
contagem de esporos ¢ D- Contagem dos esporos produzidos em Camara de Neubauer.

3.4.2 Analise da fitopatogenicidade de Fusarium proliferatum e Fusarium

equiseti em diferentes culturas de importiancia econémica

A fipatogenicidade dos isolados ISO-DPV-LCBPF006 e ISO-DPV-
LCBPF009 de F. proliferatum e F. equiseti, respectivamente, foi avaliada em casa de
vegetacdo em temperatura média de 25°C para o tomateiro Lycopersicum esculentum
cultivar Santa Cruz Kada Gigante, cana de agucar Saccharum officinarum variedade RB 96
6928 e mudas clonais de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla clone H-13 plantadas

. J ~ 7
em solo autoclavado. Esses isolados foram utilizados nas concentracdes de 1 x 10
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esporo/ml com 25 ml em cada repeti¢cdo. As inoculagdes foram realizadas via raiz e foliar
com cinco repeti¢des (plantas) em delineamento experimental inteiramente casualizado.
Uma ferida foi aberta com tesoura na raiz € uma suspensdo de esporos dos isolados
adicionada ao solo. A inocula¢do via foliar foi realizada por aspersdo da suspensdo de
esporos nas folhas da planta que permaneceram em camara umida por 24 horas (Figura 7).
A testemunha teve, apenas, dgua esterilizada. Sintomas que se assemelhassem com os
causados por doengas de Fusarium spp. foram observados, diariamente, por 30 dias, nas

plantas.

Figura 7. Metodologia para estudar a fitopatogenicidade de Fusarium proliferatum e
Fusarium equiseti em diferentes culturas de importdncia econdmica. A- Plantas de
tomateiro cultivar Santa Cruz Kada Gigante com inoculagdo de suspensdo de F. equiseti
via raiz; B- Plantas de eucalipto clone H-13 com inoculagdo de suspensdo de F.
proliferatum via raiz; C- Planta de cana de agucar var. RB 96 6928 com inoculacdo de
suspensdo de F. equiseti via raiz; D- Plantas de tomateiro cultivar Santa Cruz Kada
Gigante com inoculacdo de suspensdo de F. equiseti via foliar em camara umida; E-
Plantas de eucalipto clone H-13 com inoculag¢do de suspensdo de F. equiseti via foliar em
camara umida; F- Plantas de cana de agucar var. RB 96 6928 com inoculagdo de suspensio
de F. proliferatum via foliar em cdmara imida; G- Experimento sobre mesa suspensa em
casa de vegetagdo e H- Vista externa da casa de vegetagdo UNESP/FCA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizacao dos isolados

4.1.1 Caracterizacdo molecular dos isolados

O sequenciamento do ITS-5.8S rDNA permitiu a identificacdo dos
fungos, sendo trés espécies do género Fusarium, coletados em epizootia em campo (Tabela
4). Epizootias em populagdes de insetos representam um fendmeno natural com varios
fatores interagindo, principalmente as caracteristicas do inseto hospedeiro, patéogeno e
ambiente (TANADA, 1963; CARRUTHERS et al., 1991). Espécies de Fusarium j& foram
relatadas no Brasil de forma enzodtica em Hymenoptera e Coleoptera e epizodtica em
Hemiptera (ROBERTS, 1962; ALVES, 1992). O género Fusarium ¢ abundante na natureza
e associado com plantas e animais, principalmente com insetos (TEETOR-BARSCH;
ROBERTS, 1983). Espécies desse género constituem um importante grupo de fungos
deuteromicetos, como F. proliferatum, F. equiseti e F. tricinctum cuja fases sexuadas sdo
conhecidas por Gibberella intermedia, Gibberella intricans e Gibberella tricincta,
respectivamente (GUPTA et al., 1991; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O maior numero de isolados que causaram a morte de 7. peregrinus

foram identificados como F. proliferatum. Apesar, dessa espécie ser mais relacionada a
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doencas de plantas, como ocorre na cultura do milho, onde causa a deterioragdo de
sementes, morte e tombamento de plantula, podriddo de radiculas, de colmo, da espiga e
dos graos (SOUZA et al., 2007), neste caso esta relacionado a mortalidade de T. peregrinus
(SAN ROMAN et al., 2012). A variabilidade genética natural entre isolados de uma
mesma espécie de fungo entomopatogénicos € bastante conhecida e relatada (TANZINI;
ALVES; SETTEN, 2002), explicando o fato dessa espécie ser fitopatogé€nica para alguns
isolados e entomopatogénica para outros. Espécies de Fusarium podem causar alta ou
moderada mortalidade dos hemipteros Orthezia praelonga Douglas, 1891 (Hemiptera,
Ortheziidae) e Nilaparvata lugens Stal, 1854 (Hemiptera: Delphacidae). (MORQUER;
NYSTERAKIS, 1944; GONCALES, 1964; KURUVILLA; JACOB, 1979a;
KURUVILLA; JACOB, 1980). Além disso, podem se comportarem como saprofitas,
colonizando hospedeiros facultativos como Lepidoptera e Coleoptera (TREMBLAY, 1968;
MOORE, 1970; MOORE, 1973; NAYAK; SRIVASTAVA, 1978; TEETOR-BARSCH;
ROBERTS, 1983; DRAGANOVA et al., 2013).

Tabela 4. Levantamento de espécies de fungos entomopatogénicos isolados de
Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) (7. peregrinus) encontradas

no Estado do Rio Grande do Sul.

Isolados

Espécies

Hospedeiros

Local

Data Coleta

ISO-DPV-LCBPFO001
ISO-DPV-LCBPF002
ISO-DPV-LCBPF003
ISO-DPV-LCBPF004
ISO-DPV-LCBPF005
ISO-DPV-LCBPF006
ISO-DPV-LCBPF007
ISO-DPV-LCBPF008
ISO-DPV-LCBPF009

Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium tricinctum

Fusarium equiseti

T. peregrinus
T. peregrinus
T. peregrinus
T. peregrinus
T. peregrinus
T. peregrinus
T. peregrinus
T. peregrinus

T. peregrinus

Alegrete, RS
Alegrete, RS
Alegrete, RS
Alegrete, RS
Alegrete, RS
Alegrete, RS
Alegrete, RS
Alegrete, RS
Alegrete, RS

Nov/2011
Nov/2011
Nov/2011
Nov/2011
Nov/2011
Nov/2011
Nov/2011
Nov/2011
Nov/2011
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4.1.2 Caracterizacio biologica e morfologica dos isolados

4.1.2.1 Fusarium proliferatum

Sete isolados de F. proliferatum na temperatura de 25+1°C
apresentaram crescimento micelial médio de 9,6 mm/dia tocando a borda da placa no
sétimo dia. A velocidade de crescimento didrio para colonias de F. proliferatum durante
trés dias a 25°C e 30°C foi de, de respectivamente, 10 mm/dia e 9,5 mm/dia (BURGESS et
al. 1994, LAZO, 2012). Essa espécie apresentou grande variacdo de cores em suas
coldnias, como branca, amarela, roxa e violeta (Figura 9 - Al, A2; B1, B2; CI1, C2; DI,
D2; El, E2; G1, G2; 11, 12). Essas colonias apresentaram macroesporos com comprimento
de 7 um e largura de 2,1 um (Tabela 5) e trés ou quatro septos. Isto confirma o descrito

para 70 espécies do género Fusarium (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

4.1.2.2 Fusarium tricinctum

O isolado de F. tricinctum na temperatura de 25+1°C teve
crescimento micelial médio de 10,1 mm/dia tocando a borda da placa no sétimo dia. O
crescimento micelial didrio nas temperaturas de 25°C e 30°C de F. tricinctum foi maior na
menor temperatura, 11,33 mm/dia, confirmando os dados de presente estudo, e para 30°C,
2,83 mm/dia, mostrando sensibilidade desse fungo a altas temperaturas (BURGESS et al.,
1994). Suas coldnias apresentaram colorag@o branca evoluindo para a roxa com o passar do
tempo (Figura 9 - F1, F2). Essa espécie apresentou macroesporos com quatro septos € com
comprimento médio de 8,4 um e largura média de 2,1 um (Tabela 5), semelhantes ao que

ja foi relatado para essa espécie de fungo (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

4.1.2.3 Fusarium equiseti

Fusarium equiseti na temperatura de 25+£1°C apresentou velocidade
média de crescimento micelial de 9,8 mm/dia tocando a borda da placa no sétimo dia e
coloragdo predominante marrom (Figura 9 - HI, H2). Essa espécie teve, apenas,

macroesporos com cinco septos com comprimento de 6,6 um e largura de 2 um (Tabela 5),
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assemelhando a descri¢do para esse fungo, especialmente pela auséncia de microesporos e
coloracdo marrom pélido ao marrom escuro em BDA (LESLIE E SUMMERELL, 2006). O
crescimento micelial em meio BDA foi de 13,33 mm/dia a 25°C e de 12 mm/dia a 30°C
(BURGESS et al. 1994). Portanto, F. equiseti ndo demonstra sensibilidade a temperatura

de 30°C, carateristica positiva para uso no Brasil.

Tabela 5. Largura e comprimento (um) dos macroesporos dos isolados de Fusarium
proliferatum (F. proliferatum), Fusarium tricinctum (F. tricinctum) e de Fusarium equiseti

(F. equiseti).

LARGURA COMPRIMENTO
ISOLADOS Média Minima-Maxima Média Minima
ISO-DPV-LCBPF001 F. proliferatum 1,9 1-2,7 7,6 5,2-10,2
ISO-DPV-LCBPF002 F. proliferatum 2,2 1,1-3,6 6.6 4-9.6
ISO-DPV-LCBPF003 F. tricinctum 2,1 1,1-3,1 8,4 5,1-11,7
ISO-DPV-LCBPF004 F. proliferatum 1,9 1-3,2 5,9 3,7-8,3
ISO-DPV-LCBPF005 F. proliferatum 2,1 1,4-3,2 7,3 5-11,2
ISO-DPV-LCBPF006 F. proliferatum 2 1,3-3,1 6,9 4,7-9,3
ISO-DPV-LCBPF007 F. proliferatum 2,1 1,2-3,4 7,4 5-10,5
ISO-DPV-LCBPF008  F. proliferatum 2,2 1,3-3,4 7,3 4,8-10,5
ISO-DPV-LCBPF009 F.equiseti 2 1,2-3,2 6,6 4-8,6

Figura 9. Crescimento micelial aos sete dias dos nove isolados de fungos em meio de
cultura BDA, frente (1) e reverso (2) da placa de Petri. Al e A2- ISO-DPV-LCBPF006:
Fusarium proliferatum; Bl e B2- ISO-DPV-LCBPF002: F. proliferatum; C1 e C2- ISO-
DPV-LCBPFO003: F. proliferatum; D1 e D2- ISO-DPV-LCBPFO005: F. proliferatum; E1 e
E2- ISO-DPV-LCBPF007: F. proliferatum; F1 e F2- ISO-DPV-LCBPFO008: Fusarium
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tricinctum; Gl e G2- ISO-DPV-LCBPFO001: F. proliferatum; H1 e H2- ISO-DPV-
LCBPFO009: Fusarium equiseti ¢ 11 e 12- ISO-DPV-LCBPF004: F. proliferatum.

4.2 Controle microbiano de Thaumastocoris peregrinus
4.2.1 Teste de patogenicidade em Thaumastocoris peregrinus

Os fungos aplicados na concentracdo 1 x 10° esporos/ml
apresentaram patogenicidade aos adultos de 7. peregrinus comprovada pelo reisolamento
dos isolados obtidos em meio BDA (Figura 11). Fusarium proliferatum correspondeu a
espécie causadora de maior mortalidade, mas, foi possivel notar que mesmo entre os
isolados dessa mesma espécie houve diferengas na viruléncia dos isolados (Tabela 6 ¢
Figura 10). Através de andlises filogenéticas realizadas a uma escala global, incluindo
isolados de F. proliferatum de diferentes origens geograficas e de diferentes hospedeiros
foi encontrada uma alta variabilidade intraespecifica para essa espécie (JURADO et al.,
2010).

Grande parte dos isolados causou a mortalidade acima de 50% dos
insetos, porém, com velocidades diferentes. O isolado ISO-DPV-LCBPF006, de F.
proliferatum, se destacou causando 50% de mortalidade em menos de 72 horas apos a
aplicacdo, por isso foi elegido para os demais testes (Tabela 6 e Figura 10 e 12-A). Esse
fungo, proveniente de individuos mortos de 7. peregrinus, causou mortalidade de 40%
desse inseto a 10° esporos/mL em 24 horas ap6s a inoculacdo (LAZO 2012), porém isto,
ndo foi comprovado a 10® esporos/ml, o que foi atribuido a perda de sua patogenicidade
devido as sucessivas repicagens em meio de cultura (SOLIMAN, 2014). Sucessivas
repicagens de fungos em meios de cultura podem reduzir sua viruléncia de fungos.
Metarhyzium anisopliae teve decréscimo de viruléncia, além de modifica¢des
morfoldgicas, apds oito repicagens em meio de arroz cozido (ALVES, 1998).

Em relagdo as espécies, foi possivel concluir que além de F.
proliferatum, a espécie F. equiseti também obteve um bom desempenho no decorrer do
bioensaio, onde foi capaz de causar aproximadamente 34% de mortalidade dos insetos
apods 6 dias da inoculagdo (Figura 12-B), diferente de F. tricinctum que atingiu no maximo
12,5 % de mortalidade de 7. peregrinus apds 6 dias da inoculagdo (Tabela 6). Esse estudo
foi o primeiro a testar a patogenicidade de F. equiseti e F. tricinctum a T. peregrinus.

Fusarium equiseti e F. tricinctum retardaram o desenvolvimento de larvas de Tenebrio
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molitor (DAVIS et al., 1975). E, além disso, F. equiseti pode causar a morte de
Matsucoccus matsumurae (Hemiptera: Coccoidea: Matsucoccidae), espécie exdtica na
China que causa danos em Pinus tabulaeformis e Pinus massoniana (WEIMIN et al.,
2014).

A capacidade dos fungos F. proliferatum, F. tricinctum e F.
equiseti de causar a mortalidade em 7. peregrinus pode ter relagdo com a produgdo de
micotoxinas. Fungos, na natureza, podem produzir micotoxinas, como por exemplo, a
beauvericina, por alguns fungos como B. bassiana e Fusarium spp. (HAMILL et al., 1969;
LOGRIECO et al., 1998). A beauvericina ¢ uma micotoxina com propriedades inseticidas
e que pode induzir apoptose em células de mamiferos. Apesar da importancia toxicoldgica
dessa micotoxina para o homem e animais, a beauvericina possui uma abordagem voltada
para a capacidade dos fungos entomopatogenicos em produzi-la (LOGRIECO et al., 1998).

Fusarium proliferatum e F. tricinctum quando pulverizados sobre
T. peregrinus foram capazes de causar perturbagdes no comportamento desse inseto, pois,
ocorreram inquietagdes. Muitas espécies de Fusarium produzem a beauvericina e outras
micotoxinas, como fumosinas, fusaproliferina e moniliformina (KOMMEDAHL,;
WINDELS, 1981; BOTTALICO, 1998; LESLIE; SUMMERELL, 2006; GLENN, 2007).
O primeiro relato da produgdo de beauvericina foi para fungos entomopatogénicos como B.
bassiana e Paecilomyces fumosoroseus e, mais tarde, foi detectada em Fusarium spp.
(HAMILL et al., 1969; GUPTA et al., 1991). Micotoxinas, relatadas na literatura e que
causam efeito toxico em animais € a saude humana sio exclusivamente associadas com o
consumo de alimentos, como o milho, contaminado por Fusarium fitopatogénicas

(BOLGER et al., 2001; MARASAS, 2001).
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Tabela 6. Mortalidade confirmada acumulada para adultos de Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae) com fungos entomopatogénicos na concentragio 10°

conidios/ml (Temperatura de 25 + 3°C e fotofase de 12h).

Numero de insetos mortos

Tratamentos
1 DAA 2 DAA 3 DAA 4 DAA
Testemunha 0,33+0,19a 0,67+0,38a 0,67+0,38ab 2,00+1,15ab
ISO-DPV-LCBPF001 0,000a 033+0,19a 0,67+0,38ab 2,67+ 1,54ab
ISO-DPV-LCBPF002 0,00£0a 0,33+0,19a 2,00+1,15ab 3,00+1,73 ab
ISO-DPV-LCBPF003 0,00+0a 0,00+0a 0,00+0a 1,00 £0,58 a
ISO-DPV-LCBPF004 3,66 +2,11b 2,67+1,54a 6,00+3,46¢ 6,00+3,46b
ISO-DPV-LCBPF005 0,67+0,38a 1,67+096a 333+1,92ab 4,33+2,50ab
ISO-DPV-LCBPF006 0,00£0a 0,67+038a 1,33+0,77ab 3,33+1,92ab
ISO-DPV-LCBPF007 0,00£0a 033+0,19a 1,00+0,58ab 2,33+1,35ab
ISO-DPV-LCBPF008 0,00+0a 0,00+0a 0,67+ 0,38ab 1,33+0,77 ab
ISO-DPV-LCBPF009 0,33+0,19a 0,67+£0,38a 0,67+0,38ab 3,00£1,73 ab
F 4.32 0.68 6,64 1,98
P 0,004 0,7179 0,0003 0,1033
CV (%) 34,82 52,79 26,80 28,45

Obs. DAA = dias apdés a aplicagdo; Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente (P<0,05).

Continuagao...
Tratamentos 5 DAA 6 DAA 7 DAA
Testemunha 3,67+2,12a 4,00£231 a 4,67 = 2,69 ab
ISO-DPV-LCBPF001 7,33+4,23 a 8,33+481a 8,33 +£4,81 ab
ISO-DPV-LCBPF002 6,33 +£3,66 a 7,33 +423 a 8,00 = 4,62 ab
ISO-DPV-LCBPF003 5,33+3,08a 6,00 +3,46 a 7,33 +4,23 ab
ISO-DPV-LCBPF004 6,67 +3,85a 7,00 +£4,04 a 7,33 +£4,23 ab
ISO-DPV-LCBPF005 7,67+443 a 8,67+5a 9,00+5,20b
ISO-DPV-LCBPF006 5,00+2,89 a 6,00+ 3,46 a 6,00 £+ 3,46 ab
ISO-DPV-LCBPF007 433+25a 5,67+327a 5,67 +3,27 ab
ISO-DPV-LCBPF008 2,00+ 1,15a 2,67+ 1,54 a 3,33+1,92a
ISO-DPV-LCBPF009 5,67+3,27 a 7,67+4,43 a 8,33 £4,81 ab
F 1,33 1,94 2,23
P 0,28 0,111 0,0706
CV (%) 25,11 19,87 15,76

Obs. DAA = dias apds a aplicagdo; Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente (P<0,05).
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Figura 10. Mortalidade corrigida para adultos de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) com fungos entomopatogénicos na concentragio 10° conidios/ml

(Temperatura de 25 + 3°C e fotofase de 12h).
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Obs. DAA = dias apds a aplicagdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente (P<0,01).

Figura 11. Colonias em meio BDA obtidas do reisolamento do fungo a partir de insetos
mortos no teste de patogenicidade. A- ISO-DPV-LCBPFO006 (Fusarium proliferatum); B-
ISO-DPV-LCBPF003 (Fusarium proliferatum), C- ISO-DPV-LCBPFO007 (Fusarium
proliferatum); D- ISO-DPV-LCBPF002 (Fusarium proliferatum); E- 1SO-DPV-
LCBPFO008 (Fusarium tricinctum); F- ISO-DPV-LCBPF001 (Fusarium proliferatum); G-
ISO-DPV-LCBPF004 (Fusarium proliferatum); H- 1SO-DPV-LCBPF005 (Fusarium
proliferatum) e I- ISO-DPV-LCBPFO009 (Fusarium equiseti).
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Figura 12. Adultos de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae)
provenientes da camara imida colonizados pelos fungos: A- Fusarium proliferatum (1SO-
DPV-LCBPF006) e B- Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009).

4.2.2 Colonizac¢ao de Fusarium proliferatum e Fusarium equiseti no corpo

de Thaumastocoris peregrinus

A microscopia eletronica de varredura permitiu a visualizagdo dos
fungos F. proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006) e F. equiseti (ISO-DPV-LCBPF009) se
desenvolvendo e colonizando, principalmente, o térax, abdome e cabega de 7. peregrinus.
O ISO-DPV-LCBPF006 mostrou crescimento micelial no aparelho bucal e nas regides
intersegmentares (Figura 13- Al, A2, A3 e A4) e o ISO-DPV-LCBPFO009 nas regides
intersegmentares, coxa e trocanter desse inseto (Figura 12- B1, B2, B3 e B4). Os dois
isolados mostraram germinag¢do apds 24 horas da inoculagdo, com presenga de tubo
germinativo (Figura 13- Al e B1) e esporulagdo ap6s 72 horas da inoculagdo (Figura 13-
B3). Fungos entomopatogénicos iniciam o processo quando esporos vidveis entram em
contato com o tegumento e encontram condicdo favordvel para emissdo do tubo
germinativo para facilitar a entrada em insetos hospedeiros (JONES, 1994; HAJEK, 1997).
A germinacdo dos esporos € iniciada por expansdo do tubo germinativo favorecida por alta
umidade, acima de 70%, durante 14 h; processo desencadeado por mensageiros,
geralmente, carboidratos, na cuticula do inseto (HEGEDUS; KHACHATOURIANS, 1995;
KHACHATOURIANS, 1996). Entomopatogenos do género Fusarium sdo promissores por
poderem colonizar todas as fases do inseto, incluindo os ovos, embora poucos fungos
tenham essa caracteristica (MORQUER; NYSTERAKIS, 1944; AKBAR; HAQUE;
ABBAS, 1958; FEDDE, 1971; KURUVILLA; JACOB, 1979).
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Figura 13. Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae): colonizacdo do
inseto pelo isolado Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006) apos 24h (Al), 48h
(A2), 72h (A3) e 96h (A4) da inoculagdo e colonizagdo do inseto pelo isolado Fusarium
equiseti (ISO-DPV-LCBPF009) apds 24h (B1), 48h (B2), 72h (B3) e 96h (B4) da
inoculagdo. Al e B2- Vista ventral do abdome do inseto com formagdo de hifas e tubo
germinativo nas regides intersegmentares; A2- Vista ventral do térax com formagdo de
hifas e tubo germinativo nessa regido; A3 e A4- Vista ventral da cabeg¢a com colonizagdo
do fungo no aparelho bucal; B1 e B4- Vista ventral do abdome e do térax com formagao de
hifas e tubo germinativo no trocanter e na coxa do inseto ¢ B3- Vista ventral do abdome
com esporulacdes e formagao de hifas e do tubo germinativo nas regides intersegmentares.
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4.3 Aspectos de compatibilidade

4.3.1 Compatibilidade de Fusarium proliferatum e Fusarium equiseti a
fungicidas

O crescimento das coldnias dos isolados ISO-DPV-LCBPF006 e
ISO-DPV-LCBPF009, apds seis dias da inoculagdo, mostrou que os fungicidas
Trifloxistrobina + Tebuconazol e Azoxistrobina + Ciproconazol foram os que mais
influenciaram no crescimento das colonias, quando estavam nas concentragdes 100ppm e
1000ppm, reduzindo o crescimento dos dois fungos entomopatogé€nicos, entretanto,
Trifloxistrobina + Tebuconazol também reduziu o crescimento da colonia do isolado ISO-
DPV-LCBPF009 quando estava a 10ppm. O fungicida Piraclostrobina foi o que menos
influenciou no crescimento micelial dos isolados nas concentragdes testadas, exceto para a
concentragdo 1000ppm (Tabela 7) (Figuras 14, 15 e 16). Fungicidas, sio normalmente
relacionados como ndo seletivos a fungos em testes realizados in vitro (ZALAF et al.,
2008).

A produgdo de conidios, apds doze dias da inoculagdo, mostra que
todos os fungicidas reduziram a esporulacdo de F. proliferatum e F. equiseti, sendo
classificados em todas as concentragdes como altamente toxico (AT) (Tabela 8). A reducéo
do crescimento micelial dos isolados de F. proliferatum e F. equiseti pela Trifloxistrobina
+ Tebuconazol concorda com o antagonismo desse fungicida para uma linhagem de M.
anisopliae nas concentragdes de 1250ppm, 650ppm, 350ppm, 150ppm, 70ppm e 40ppm
(DAMIN et al., 2011). Porém, o tebuconazol ndo foi eficiente para reduzir a incidéncia do
fungo Fusarium graminearum (fitopatogeno) em sementes de trigo (GARCIA JUNIOR et
al., 2008). A compatibilidade de fungos com agroquimicos ¢ importante, pois estes
produtos podem melhorar o potencial do fungo no controle bioldgico, pois substincias
sintéticas nos produtos formulados podem atuar como estressantes, facilitando a infeccio e

a rapida proliferagdo da doenga (DAMIN et al., 2011).
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Tabela 7. Crescimento (cm) aos seis dias apos a inoculacdo, das colonias de Fusarium
proliferatum e Fusarium equiseti em meio de cultura contendo diferentes concentracdes de
Azoxistrobina + Ciproconazol (Priori Xtra), Trifloxistrobina + Tebuconazol (Nativo) e

Piraclostrobina (Comet)(Temperatura de 25 &+ 2°C e fotofase de 12h)

Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006)

~ Trifloxistrobina + . . Azoxistrobina +
Concentragdo Piraclostrobina .
Tebuconazol Ciproconazol
0 85d 85d 85d
1 4,15¢ 5,33b 5,24 ¢
10 2,48 b 59¢ 3,77b
100 0,22 a 531D 24a
1000 0a 342a 0,22 a
F 874,7 2945 774.,9
P 0 0 0
CV (%) 8,58 4,18 6,20
Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009)
~ Trifloxistrobina + . . Azoxistrobina +
Concentracao Piraclostrobina .
Tebuconazol Ciproconazol
0 8,35¢ 8,35¢ 8,35d
1 3,75b 342a 4,33 ¢
10 0,7a 4,6b 2,87 b
100 0a 4,86 b 0,59 a
1000 Oa 25a Oa
F 271,6 67,28 248,54
P 0 0 0
CV (%) 19,02 12,79 14,73

M¢édias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente (P<0,10).
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Figura 14. A, B e C- Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006): Crescimento didrio
nos diferentes fungicidas. D, E e F- Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009):
Crescimento diario nos diferentes fungicidas.
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ISO-DPV-LCBPF009 x Trifloxistrobina + Tebuconazol
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Figura 15. Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPFO006): curva resposta do crescimento
final nas cinco concentragdes dos diferentes fungicidas (A, B e C). Fusarium equiseti
(ISO-DPV-LCBPF009): curva resposta do crescimento final nas cinco concentragdes dos

diferentes fungicidas (D, E e F).
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Figura 16. Crescimento micelial de Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006) (1) e
Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009) (2) em meio de cultura contendo 1, 10, 100 e
1000ppm (colunas) dos fungicidas Trifloxistrobina + Tebuconazol (linha A),
Piraclostrobina (linha B) e Azoxistrobina + Ciproconazol (linha C).
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Tabela 8. Efeito das concentragdes dos fungicidas na esporulagdo das colonias de
Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006) e Fusarium equiseti (ISO-DPV-
LCBPF009) em meio de cultura (Temperatura de 25 + 2°C e fotofase de 12h).

Tratamento ?{F;ﬁjgg:zig? Cl.  Piraclostrobina  CI. Aé?grigtcrgf;zlgr CL
FP FE FP/FE FP FE FP/FE FP FE FP/FE
1000 0 0 AT/AT 156 11,29 AT/AT 1,74 0 AT/AT
100 0,52 0 AT/AT 18,6 19,3 AT/AT 7,66 236 AT/AT
10 8,5 4,08 AT/AT 20,85 18,84 AT/AT 1596 10,95 AT/AT
1 17,11 17,33 AT/AT 2037 16,52 AT/AT 21,02 17,57 AT/AT

AT = Altamente toxico, FP = Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006); FE =
Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009); CI = Classificagao.

4.3.2 Analise da fitopatogenicidade de Fusarium proliferatum e Fusarium

equiseti em diferentes culturas de importincia econdmica

Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006) e F. equiseti (ISO-
DPV-LCBPF009) nao foram fitopagé€nicos para as plantas testadas (Figura 17 - A ¢ B;
Figura 18 - A e B e Figura 19 - A e B), pois mesmo com condi¢des favoraveis ndo causou
doenca, demonstrando ser um grupo distinto de outras espécies de Fusarium. Isto indica
que possa ser utilizado no campo sem riscos as culturas de tomate, cana de aclcar e
eucalipto. Outro isolado de F. proliferatum, proveniente de 7. peregrinus, também nao

causou doencas nessas plantas e no milho (LAZO, 2012).
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Figura 17. A- Inoculagdo via foliar em cana de agucar var. RB 96 6928: 1- Isolado
Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009); 2- Testemunha e 3- Fusarium proliferatum
(ISO-DPV-LCBPF006). B- Inoculagdo via raiz em cana de actcar var. RB 96 6928: 1-
Isolado Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009); 2- Testemunha e 3- Fusarium
proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006).

Figura 18. A-Inoculagdo via foliar em Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (clone
H-13): 1- Isolado Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009); 2- Testemunha e 3- Fusarium
proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006). B- Inoculag¢do via raiz em Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla (clone H-13): 1- Isolado Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009);
2- Testemunha e 3- Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006).

Figura 19. Inoculagdo via foliar em tomateiro cultivar Santa Cruz Kada Gigante (A):
Isolado Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009) (1), Testemunha (2), Fusarium
proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006) (3). Inoculacdo via raiz em tomateiro cultivar Santa
Cruz Kada Gigante (B): Isolado Fusarium equiseti (ISO-DPV-LCBPF009) (1);
Testemunha (2); Fusarium proliferatum (ISO-DPV-LCBPF006) (3).
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5 CONCLUSOES

Fusarium proliferatum, F. equiseti e F. tricinctum sdo patogénicos
a T. peregrinus;

Os isolados ISO-DPV-LCBPF006 (F. proliferatum) e 1SO-DPV-
LCBPFO009 (F. equiseti) demonstram maior viruléncia;

Os isolados ISO-DPV-LCBPF006 (F. proliferatum) ¢ 1SO-DPV-
LCBPFO009 (F. equiseti) apresentaram crescimento micelial principalmente nas regides do
térax (inser¢@o das pernas), abdome (regides intersegmentares) e cabega (aparelho bucal).

Trifloxistrobina + Tebuconazol, Azoxistrobina + Ciproconazol e
Piraclostrobina sdo altamente tdéxicos para os isolados ISO-DPV-LCBPF006 (F.
proliferatum) e ISO-DPV-LCBPF009 (F. equiseti).

Os isolados ISO-DPV-LCBPF006 (F. proliferatum) e 1SO-DPV-
LCBPFO009 (F. equiseti) ndo sdo fitopatogenicos as plantas de tomateiro Lycopersicum
esculentum cultivar Santa Cruz Kada Gigante, cana de agucar Saccharum officinarum
variedade RB 96 6928 ¢ mudas clonais de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
(clone H-13).
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