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RESUMO

Com o objetivo de avaliar e comparar a eficiéncia dos fungos S.
insectorum, M. anisopliae, B. bassiana € Paecilomyces spp. no controle de Leptopharsa
heveae em diferentes concentracdes de aplicagdo e condi¢des climaticas, este trabalho foi
constituido de selecdo de isolados em laboratdrio, testes de producdo e viabilidade de
conidios em laboratorio e analises de eficiéncia em condi¢des de campo. Foram analisados
vinte e sete isolados procedentes de diversos hospedeiros e regides. A produgdo de
conidios dos patdgenos foi efetuada em placas de Petri contendo meio de cultura BDA.
Insetos de terceiro instar da praga foram entdo inoculados através de pulverizagdes com
suspensdo de conidios na concentragdo de 1 x 10° conidios/mL. Avaliagdes de mortalidade
foram efetuadas a cada dois dias e os valores de mortalidade confirmada contabilizados.
Neste experimento ocorreu grande variacdo na patogenicidade entre os isolados testados,
sendo que os mais patogénicos foram: 1189, E9, PL63, IBCB87 e 1225. Os dois isolados
padrdo, SJRC e 1200 nao atingiram resultados satisfatérios neste experimento. Os cinco
isolados mais patogénicos resultantes da selecdo de isolados, mais os dois tidos como
padrao, foram entdo submetidos aos testes de producdo, onde foram avaliados quanto ao
nimero de conidios viaveis produzidos. Para tanto, pré-matrizes em placas de Petri,
contendo meio de cultura BDA, foram preparadas. A partir destas placas, matrizes
contendo arroz como meio de cultura foram inoculadas com suspensdo de conidios
originaria das pré-matrizes na concentracio de 5 x 10’ conidios/mL. Concluido o
desenvolvimento dos patdgenos nas matrizes, sacos de polipropileno contendo canjica de
milho como meio de cultura foram inoculados com 40mL da suspensdo obtida a partir as
matrizes. Apos um periodo de incubag¢do de quinze dias, o conteudo das sacolas foi

avaliado quanto a produ¢do e viabilidade de conidios. O isolado 1200, de Paecilomyces



fumosoroseus, apresentou a maior quantidade de conidios vidveis produzidos/mL, tendo o
isolado 1189, de M. anmisopliae, apresentado os piores resultados para este quesito. Os
mesmos isolados resultantes da selecdo de isolados realizada em laboratério foram
encaminhados aos testes de eficiéncia em condi¢des de campo. Trés concentragdes de
aplicacdo da suspensdo fungica foram testadas para cada isolado: 1 x 10°,1x 10" e 1 x 10°
conidios/mL. Cada tratamento foi composto por trés mudas dentro de gaiolas teladas
dispostas distantes umas das outras no campo, tendo as mesmas sido pulverizadas por
suspensdo inoculante ajustada, apds terem sido infestadas por individuos de diversos
instares da praga L. heveae. Avaliagdes foram realizadas de cinco em cinco dias, visando
obter resultados de mortalidade confirmada para cada tratamento ao longo do tempo. Este
experimento foi instalado duas vezes, de modo a possibilitar a avaliacdo de interferéncias
climatoldgicas nos resultados. Houve diferencas significativas entre os resultados obtidos
no teste numero 1 e no teste nimero 2, evidenciando a importancia de se considerar em
estudos desta natureza varidveis como umidade relativa, temperatura e precipitacdo.
Concentragdes inferiores a 1 x 107 conidios/mL mostraram-se, em geral, ineficientes. Em
ambos os testes, o isolado PL 63 de Beauveria bassiana apresentou os melhores indices de

mortalidade confirmada.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, concentragdo, condigdes ambientais e

percevejo-de-renda.



ISOLATES ELECTION OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI FOR THE CONTROL OF
LEPTOPHARSA HEVEAE DRAKE & POOR (HEMIPTERA: HETEROPTERA,
TINGIDAE). Botucatu, 2006. 60p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Prote¢do de
Plantas) - Faculdade de Ciéncias Agrondomicas, Universidade Estadual Paulista.

Autor: ERICA ARAUJO RODRIGUES SILVA
Orientador: ANTONIO BATISTA FILHO

SUMMARY

With the objective to evaluate and compare the efficiency of the
fungi S. insectorum, M. anisopliae, B. bassiana and Paecilomyces spp. in the biological
control of Leptopharsa heveae, in different concentrations of application and climatic
conditions, this research was consisted by an election of isolates in laboratory, tests of
production and viability of conidia in laboratory, and analyses of efficiency in field
conditions. Twenty-seven isolates from different hosts and regions had been evaluated and
seven of them were elected. The pathogens production of conidia was made in Petri dishes
with BDA as the culture media. Nymphs from the third instar of the pest were then
inoculated through sprayings of the conidia suspension in the concentration of 1 x 10
conidia/mL. Evaluations of mortality had been done each two days and the values of
confirmed mortality registered. In this experiment, a great variation of pathogenicity
among the isolates was observed, but the most pathogenic were: 1189, E9, PL63, IBCB87
and 1225. The two standard isolates, SJRC and 1200 had not reached satisfactory results in
this experiment. The five more pathogenic isolates resultants from the election, plus the
two standards, had been submitted to production tests, where they were evaluated about the
number of viable conidia produced. With this objective, pre-matrices in Petri dishes with
BDA as culture media were prepared. From these cultures, matrices with rice as culture
media were inoculated with the original suspension of conidia obtained from the pre-
matrices in the concentration of 5 x 10 conidia/mL. After the development of the
pathogens in the matrices, polypropylene bags with maize as culture media were
inoculated with 40mL from the gotten suspension in the matrices. After an incubation
period of fifteen days, the content of the bags was evaluated about the production of
conidia and their viability. The isolate 1200, of Paecilomyces fumosoroseus, presented the

biggest amount of viable conidia produced/mL. The isolate 1189, of M. anisopliae,



presented the worse results in the same subject. The same isolates resultants from the
election in laboratory had been used for efficiency tests in field conditions. The treatments
were composed by three shoots inside of cages covered with specific cloth and placed
distant from each other in the field. Three different concentrations of the fungi suspension
were tested for each isolate: 1 x 106, 1 x 10" and 1 x 10’ conidia/mL. The shoots were then
sprayed with the adjusted suspension, after infestation with the lace bug in different instars.
Evaluations had been carried out each five days, aiming to get results of confirmed
mortality for each treatment throughout time. This experiment was installed two times, in
order to make possible some evaluation of weather interferences in the results. Significant
differences between the results gotten in the test number 1 and the test number 2 were
observed, evidencing the importance of considering weather changes in studies of this
nature. The concentrations lower than 1 x 10’ conidia/mL have revealed, in general,
inefficient. In both tests, the isolate PL 63 of Beauveria bassiana presented the best result

of confirmed mortality.

Key-words: entomopathogenic fungi, concentration, weather conditions and lace bug.



1 INTRODUCAO

O género Heveae pertence a familia Euphorbiaceae. Todas as espécies
sdo lenhosas, arboreas, em geral arvores medianas e até grandes; alguns exemplares podem
atingir até¢ 50m de altura na floresta alta. A seringueira (Hevea brasiliensis Muell Arg.) tem
como habitat natural a regido amazonica brasileira, onde existem dez espécies das onze
conhecidas (GASPAROTTO et al., 1997).

Trata-se da principal fonte de borracha natural produzida no mundo. E o
unico produto natural que possui elasticidade, plasticidade, resisténcia ao desgaste,
propriedade isolante de eletricidade, e impermeabilidade para liquidos e gases, sendo essencial
como matéria prima para o transporte, industria, etc. A borracha sintética obtida do petréleo
possui quase a mesma composi¢do quimica da natural, porém suas propriedades fisicas ficam
restritas a alguns manufaturados (TANZINI, 2002).

Ainda segundo o mesmo autor, o Brasil, apesar de ser o centro de

origem da seringueira, continua sendo grande importador de borracha natural. Em 1999, foram



importadas 98 mil toneladas de borracha natural, para um consumo nacional estimado em
170 mil toneladas. Nesse mesmo ano, o Brasil atingiu a producdo recorde de 70 mil
toneladas.

Atualmente, a produg@o de borracha natural no pais ¢ de 100 mil
toneladas por ano, no entanto, o consumo interno anual ¢ de cerca de 300 mil toneladas. A
Associagdo Paulista de Produtores e Beneficiadores de Borracha (Apabor) estima que, em
2030, a demanda brasileira deva alcangar 1 milhdo de toneladas
(www.anba.com.br/noticia.php?id=10992).

Diversas tentativas foram realizadas para tornar o pais auto-
suficiente nessa matéria-prima, como o Programa de Incentivo a Produgdo de Borracha
Natural (Probor I, II, IIT). Porém, o aparecimento de doengas e pragas nos seringais tem
tornado muito dificil a implantag¢do destas florestas.

Dentre as pragas que atingem a referida cultura esta a Leptopharsa
heveae, popularmente conhecida como percevejo-de-renda ou mosca-de-renda. Esta praga
vem merecendo destaque devido a sua ampla distribuicdo geografica e alta capacidade
reprodutiva, mas principalmente em funcdo dos prejuizos por ela causados. Seringueiras
atingidas por Leptopharsa heveae t€m a producgdo de latex reduzida e fenologia alterada, o
que provoca a troca precoce das folhas, num periodo que favorece o ataque de Microcyclus
ulei (WILCKEN et al., 1995).

A convivéncia com esta praga ¢, no entanto, inevitavel, pois se
encontra distribuida em grande parte do territério nacional, o que torna a escolha de seu
método de controle fator de suma importdncia. Em contra partida, as pesquisas de
seringueira no Brasil dirigem esforgos as areas de melhoramento genético e fitopatologia,
resultando na caréncia de informagdes disponiveis sobre artropodos e seu controle. Dessa
forma, a abundante e continua utilizagdo de pesticidas quimicos tem resultado em
problemas sérios com resisténcia, contaminagdo pessoal e ambiental.

O manejo integrado de pragas (MIP) é uma alternativa que, além de
favorecer varias op¢des para o controle de pragas, mantém as mesmas em niveis baixos,

mesmo com a diminui¢do do uso de defensivos quimicos (PAPECEK & SMITH, 1994).



Segundo Fonseca (2005), o controle bioldgico vem sendo usado por
empresas do ramo juntamente com a aplica¢do reduzida de defensivos quimicos. Dentre os
fungos entomopatogénicos, tem-se utilizado para tanto o Sporothrix insectorum.”

Este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar a eficiéncia dos
fungos Sporothrix insectorum, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, e
Paecilomyces spp. no controle de Leptopharsa heveae em diferentes concentracdes de
aplicacdo e condi¢des de umidade relativa e temperatura ambiente. As avaliagdes incluem
selecdo de isolados em laboratorio, andlises de eficiéncia em condig¢des de campo e testes

de producao e viabilidade de conidios.

* FONSECA, R.B. (Planta¢des E. Michelin Ltda.). Comunicagio pessoal, 2005.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cultura da seringueira

A partir da exploragdo de seringais nativos em 1841, a borracha ganhou
importante papel na economia nacional, com apogeu entre 1880 e 1910, quando constituiu o
segundo produto na pauta de exportagdes brasileiras (VIRGENS FILHO, 1983, citado por
GASPAROTTO et al, 1997). Com a expansdo da producgdo de borracha na Asia, em 1912, o
Brasil perdeu a hegemonia mundial por ndo conseguir competir com os precos praticados
pelos asiaticos. Em 1950, com o aumento da demanda de borracha natural, em virtude do
inicio da industria automobilistica, e com o declinio da produgdo, o Brasil passou a importador
(GASPAROTTO et al., 1997).

As regides de producdo comercial compreendem latitudes de 22° Norte
na China e 25° Sul no estado de Sdo Paulo, considerando-se tanto sua ocorréncia espontanea,
como os ecossistemas de culturas comerciais, a seringueira demonstra excepcionais condi¢des
de rusticidade e de capacidade de adaptagdo a grande variedade de padrdes climaticos e

edaficos (ORTOLANI, 1985).



2.2 Pragas da Seringueira

As tentativas de cultivo de seringueiras na regido Norte do Brasil ndo
foram bem sucedidas, principalmente devido a alta incidéncia de doencas e insetos-pragas nos
seringais, favorecidos por condi¢des de alta temperatura e umidade relativa do ar. Com isso, a
sua producdo foi incrementada nas chamadas areas de escape, em estados das regides centro-
oeste ¢ sudeste, onde as condigdes ambientais sdo favoraveis ao seu desenvolvimento € menos
favoraveis as doengas e insetos-pragas (PERREIRA et al., 2002).

No Brasil, a partir de 1987, a cultura da seringueira vem crescendo
principalmente nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Sdo Paulo, Bahia (regido Sul),
Goias e Espirito Santo.

A seringueira sofre diversos tipos de agressdes durante sua vida
produtiva. Através da sangria, grande parte de suas reservas nutricionais s@o retiradas e pouco
se oferece para sua reposi¢cdo. Fatores ambientais, tais como a influéncia do clima (ventos,
chuvas, temperaturas, etc.) agregados as condi¢des desfavoraveis relacionadas a sangria sdo
responsaveis pela exposicdo direta da planta aos mais diversos tipos de patogenos e pragas.

As pragas que atacam a cultura da seringueira podem ocorrer em todos
os estagios da cultura, desde as mudas em formagdo nos viveiros até as plantas adultas, em
sangria.

Em uma lista de organismos associados a seringueira e as plantas de
cobertura em todo o mundo, Brasil (1971) citado por Vendramin (1986) relacionou cerca de
275 espécies de animais, as quais sdo responsaveis pela perda de 5% de borracha. Perfazendo
cerca de 80% desse total, 218 espécies pertencem a classe Insecta, estando distribuidas em dez
ordens (VENDRAMIN, 1986). Deste total, segundo o mesmo autor, 38 espécies ja foram
referidas no Brasil, sendo as mais importantes relacionadas a parte aérea da planta.

Os maiores problemas com pragas em seringueira tém sido verificados
principalmente na Amazonia e¢ Bahia, sendo no estado de Sao Paulo mais baixas as
infestagoes.

As principais pragas da seringueira sdo o Mandarova (Erinny ello e E.
alope), o acaro (Calacarus heveae) e o percevejo de renda (Leptopharse heveae).

Naturalmente, a importancia de cada uma delas estd diretamente relacionada ao local de
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cultivo da seringueira, bem como as condi¢des ambientais nele encontradas, podendo ter como
pragas também as formigas, vaquinhas, mosca-branca, cochonilhas, cupins, paquinhas,

coleobrocas, etc.

2.3 O Percevejo de renda

L. heveae tornou-se praga dos seringais primeiramente no municipio de
Mosqueiro/PA, em 1977, onde a infestagdo ocorreu em viveiros e seringais jovens de cinco
anos de idade (RODRIGUES, 1977, citado por TANZINI, 1998). Na regido Centro-Oeste,
Kuftner (1986), citado pelo mesmo autor, relatou ocorréncia da praga no estado do Mato
Grosso. Mais recentemente, na regido Sudeste do estado de Sdo Paulo, Batista Filho et al.
(1995) observaram a presenca desse inseto no municipio de Buritama.

Estudos realizados por Batista Filho et al. (1995), concluiram que a
populagdo de ninfas e adultos de Lepfopharsa heveae concentra-se entre os meses de
novembro a marco, sendo agosto o més de menor incidéncia do inseto. O ciclo bioldgico deste

inseto foi estudado por Tanzini & Lara (1996) e Fonseca (2001).

2.3.1 Aspectos bioecologicos

O Percevejo-de-renda ¢ um inseto da familia Tingidae, e, como outras
espécies da mesma familia, ¢ monofago, apresentando como unico hospedeiro a seringueira.

Segundo Tanzini (1996), este inseto apresenta postura endofitica,
fecundidade média de 89 ovos/fémea, postura didria de 2,66 — 2,83 ovos/fémea; periodo de
incubacgdo de 12 a 15 dias; periodos ninfais com duracdo de 2,13; 2,83; 3,44; 3,32; 3,32 dias
para os cinco instares respectivamente; longevidade dos adultos tenerais de 3,50 dias e dos
adultos de 17,02 dias. Ainda de acordo com o mesmo autor, o percevejo-de-renda ataca as
folhas de seringueira enviveiradas, em plantios jovens e em plantios produtivos.

Segundo Moreira (1985), tanto as formas jovens de percevejo-de-renda,
quanto os adultos, se localizam na face abaxial das folhas, sugando a seiva, destruindo o
parénquima e dificultando a funcdo clorofiliana da planta, além de produzir lesdes que

favorecem o aparecimento de microrganismos.
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O sintoma ocasionado pela praga, segundo Wilcken (1999), citado por
Scomparin (2000), € a perda do brilho das folhas, sendo as baixeiras com colorag@o prateada e
pontuagdes brancas, com um grande nimero de insetos na parte inferior da folha. Segundo
Tanzini (1997) citado pelo mesmo autor, o percevejo de renda ¢ um inseto de pequeno porte
(até¢ Smm de comprimento), de coloragdo esbranquicada e com asas reticuladas, que suga as
folhas da seringueira provocando o aparecimento de pontuagdes brancas. Com o ataque
intenso, a folhagem perde o brilho e fica com aparéncia prateada, em seguida encarquilha,

seca e cai precocemente.

2.3.2 Danos e prejuizos causados

Os adultos e ninfas de L. heveae permanecem na pagina inferior das
folhas jovens e adultas, sugando a seiva e destruindo o parénquima, reduzindo a atividade
fotossintética e produzindo lesdes que predispdem a planta ao ataque de microrganismos nos
seringais. Nas regides onde a seringueira renova a folhagem no periodo mais seco e mais frio
do ano (4areas de escape as doencgas foliares), o percevejo de renda provoca a senescéncia
precoce, ou queda anormal das folhas, for¢ando a planta a renovacdo de folhagem em periodos
quentes e umidos, favorecendo assim o ataque epidémico de doengas que incidem somente em
folhas jovens, como o mal das folhas (Microcyclus ulei) e a mancha aureolada (Thanatephorus
cucumeris) (TANZINI, 1998).

Os prejuizos causados pelo ataque deste inseto foram calculados por
Moreira em 1985 e citados por Tanzini (1998). Comparando-se o desenvolvimento de plantas
infestadas e ndo infestadas por L. heveae, o autor constatou que ha redugdo de 27,7% no
crescimento em altura e 43,5% no didmetro do colo das plantas.

Trabalhos desenvolvidos por Tanzini, porém nio publicados, mostraram
que mudas infestadas com 2, 4 e 8 insetos/foliolo, comparando-se com a testemunha,
apresentaram reduc¢do no crescimento de 12, 60 e 64%, respectivamente, sendo que com 2
insetos/foliolo ndo houve diferenga significativa para com a testemunha apos 30 dias de
infestacdo. Noutro ensaio de avaliacdo de influéncia na produg¢do com os clones IAN 863,
RRIM 527, PB 235 e GT 1 foi observada redug@o na producdo em relagdo a area ndo atacada
de 30% em média (SCOMPARIN, 1997).
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Portanto, além dos danos diretos referidos, o ataque deste inseto
aumenta os custos operacionais devido a necessidade de intenso combate, o que deixa o Brasil
em desvantagem quanto ao custo de producdo de borracha seca frente aos paises asidticos,

maiores produtores mundiais.

2.3.3 Controle

O controle quimico dessa praga tem oferecido resultados satisfatorios,
mas o alto custo, e, somado ao elevado nimero de pulverizacdes requeridas para seu controle,
tém induzido produtores a desistirem de seus seringais.

Ainda, o controle quimico apresenta-se bastante oneroso devido ao porte
das arvores de seringueira. Quando comparado ao método bioldgico, mostra-se em
desvantagem também devido aos riscos de contaminag¢do ao ambiente e ao homem, além de
possibilitar que pragas tidas como secundarias tornem-se primarias por ocasido do exterminio
de seus inimigos naturais.

Quanto ao controle bioldgico pelo uso de predadores, Scomparin (1997)
realizou levantamento das espécies de crisopideos que ocorrem no agro ecossistema da
cultura, encontrando 39 espécies, sendo as mais abundantes Chrysoperla externa,
Ceraochrysa claveri, Ceraochrysa cincta e Ceraochrysa cubana. Neste trabalho, o autor
observou que C. cincta foi a espécie mais abundante e a que permaneceu na copa das arvores
por mais tempo, com longevidade de 54 dias e fecundidade de 353 ovos/fémea. A capacidade
de predagdo de uma larva desse inseto foi de 124 adultos e 2812 ninfas de 1° instar do
percevejo de renda. Tem-se realizado estudos sobre modos de liberagdo e criagdo desse
predador, sendo a forma mais economica até o momento a utilizagdo de cartelas de cartolina

de 1pol® com 50 ovos de C. cincta cada.
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2.4 Fungos como agentes de controle biologico

O controle biologico de pragas por fungos entomopatogénicos tem sido
relatado por diversos autores, como Alves (1998), Faria & Magalhdes (2001), Junqueira et al.
(1999) e Rangel (2000).

O interesse pelos programas de controle bioldgico de pragas tem
crescido consideravelmente no mundo, em fun¢do do novo direcionamento internacional da
producdo agricola de favorecer a conservagdo e o uso sustentavel dos recursos biologicos.

Politicas internacionais demandam fortemente alternativas para os
agrotoxicos, ¢ a utilizacdo de entomopatégenos contra pragas ¢ uma alternativa promissora.
Entre os fungos utilizados como agentes no controle microbiano de insetos, estdo Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Sporothrix insectorum, Paecilomyces spp. e diversos outros.

No entanto, a eficiéncia de um entomoparasita no controle de uma praga
¢ influenciada tanto por fatores bidticos como abidticos. Entre os fatores biodticos, Alves
(1998) relatou que, para haver uma epizootia, ¢ necessario que a populacdo da praga esteja
elevada para favorecer a disseminacdo do parasita na planta¢do; haja dispersdo do inseto
contaminado na area; o patégeno apresente alta viruléncia, alta capacidade de reprodugdo e
capacidade de sobrevivéncia no ambiente.

Entre os fatores abidticos, temperatura, umidade relativa do ar e
radiagdo solar no ambiente s3o os que mais influenciam na eficiéncia de um parasita no
controle bioldgico de um inseto-praga qualquer.

Para o controle microbiano do percevejo-de-renda poucos trabalhos
foram realizados, entretanto, autores como Celestino Filho & Magalhdes (1986) relatam ser o
fungo Sporothrix insectorum o entomopatégeno mais promissor para este controle. O fungo
Sporothrix insectorum Hoog & Hevans, um inimigo natural de adultos e ninfas do percevejo-
de-renda, foi constatado no Amazonas (CELESTINO FILHO et al., 1986) e testado no campo
pela primeira vez por Junqueira et al. (1987 e 1988), citados por Junqueira et al. (1999) em
seringais de cultivo no estado do Amazonas, e introduzido no estado do Mato Grosso, em
1987, nos municipios de Poconé, Pontes e Lacerda, Barra do Bugres, Canarana, Sao José do
Rio Claro e Itiquira (Fazenda Michelin), e mais recentemente nos estados de Sdo Paulo e

Goias.
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Em experimento realizado por Junqueira et al. (1999), S. insectorum
reduziu em 90% a populacdo de L. heveae, quando esta atingiu seu nivel maximo de
infestacdo e as condi¢cdes ambientais eram favordveis, indicando alta eficiéncia biologica do
inimigo natural. Em surtos ocorridos no Centro Nacional de Pesquisa da Seringueira e Dendé,
em Manaus, foi utilizado este microrganismo, chegando ao controle de 93% das ninfas e 73%
de adultos em arvores com copas densas (CELESTINO FILHO & MAGALHAES, 1986;
citados por TANZINI, 1998). O fungo mostrou-se eficiente agente no controle do percevejo de
renda, mas sua eficiéncia esta diretamente ligada as condi¢des ambientais. Com a utilizagdo
desse fungo, o controle pode variar de 25,5% a 93,5% do periodo mais seco ao mais imido,
respectivamente, apresentando, portanto, baixo indice de parasitismo e eficiéncia em periodos
de umidade relativa baixa, segundo o mesmo autor citado. Ainda, de acordo com Tanzini
(1998), defensivos agricolas como Benomil e Paratiom Metilico inibem completamente o
desenvolvimento do fungo, enquanto o monocrotofés ndo interfere em sua eficiéncia e
Abamectin acresce o controle em 27% .

O género Metarhizium ¢ um deuteromiceto da familia Moniliaceae
(ALVES, 1998). Segundo o mesmo autor, o primeiro trabalho de controle microbiano usando
um fungo entomopatogénico foi realizado pelo zoologista e patologista russo Ilya Metchnikoff
em 1879, que aplicou M. anisopliae para o controle de larvas de um curculionideo, importante
praga da beterraba. De acordo com Alves (1998), a partir dessa época, as variedades e as
diversas racas de M. anmisopliae vém sendo estudadas sobre muitas espécies de insetos.
Acredita-se que esse patdgeno ocorra naturalmente sobre mais de 300 espécies de insetos das
diferentes ordens, incluindo pragas importantes.

O género Beauveria ¢é parasito de um grande niimero de artropodos,
ocorrendo em mais de 200 espécies de insetos e acaros, incluindo carrapatos (ALVES, 1998).
O autor relata ainda ser Beauveria bassiana a espécie mais freqiiente sobre insetos e em
amostras de solo, onde pode subsistir por longo tempo em saprogénese. Segundo Alves
(1998), em condic¢des de laboratdrio, o fungo pode colonizar a maioria dos insetos, sendo que
em campo ocorre de forma enzodtica e epizodtica em coledpteros, lepiddpteros, hemipteros e
em ocorréncias enzoodticas sobre dipteros, himenopteros e ortdpteros. Beauveria bassiana,
segundo Murphy & Moore (1990), foi observado em muitos paises atacando a broca-do-café,

Hypothenemus hampei, e é considerado por alguns autores o mais eficiente agente de controle
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microbiano para esta praga. Estudos em laboratdrio indicam que esse fungo tem potencial para
ser utilizado, desde que exista suficiente potencial de indculo para induzir o processo
infeccioso no campo (FERNANDES et al., 1985).

Segundo Alves (1998), o género Paecilomyces reune diversas espécies
entomopatogénicas, tendo uma delas sido observada provocando epizootias sobre a populagdo
de lagartas de um dalcerideo, praga de eucalipto no Espirito Santo. Também ¢ muito comum a
ocorréncia do género causando epizootias em populacdes de lagartas dos coqueiros do género
Brassolis no Sudeste do Brasil. Paecilomyces sp. ja foi observado sobre lepidopteros,

coledpteros, homopteros e ortdpteros.

2.5 Selecao de isolados

A selecdo de isolados de fungos entomopatogénicos ¢ de extrema
importincia para o uso destes microrganismos em programas de controle bioldgico, pois sdo
agentes com alto grau de variabilidade genética dentro das espécies.

De acordo com Almeida & Batista Filho (2001), a selecdo de isolados
de fungos entomopatogénicos para o controle bioldgico de uma praga ¢ uma das etapas mais
importantes para a determinagdo da viruléncia, aspectos reprodutivos e producdo em meio de
cultura artificial, para a posterior utiliza¢do como bioinseticida.

Segundo Paccola-Meirelles & Azevedo (1990) e Kleespies &
Zimmermann (1994), a variabilidade genética dos isolados resulta em diferengas na producao
de enzimas (amilase, protease, lipase) e toxinas, na velocidade de germinagdo dos conidios, na
atividade mecanica de penetragdo na cuticula e na capacidade de colonizagdo dos isolados.

Moino Junior (1993) estudou a patogenicidade de 72 isolados do fungo
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae a trés espécies de pragas de graos armazenados
(Cucurlionidae). O autor encontrou uma grande variacdo na mortalidade, obtendo isolados

ineficientes e outros com 100% de mortalidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecéo de isolados

Esta etapa do trabalho teve por objetivo medir e comparar, em
laboratério, a patogenicidade de isolados dos fungos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Paecilomyces spp., € Sporothrix insectorum ao percevejo de renda (Leptopharsa
heveae) da seringueira.

Nos bioensaios foram utilizados isolados de Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Paecilomyces sp., € Sporothrix insectorum provenientes da Micoteca
de fungos do Laboratério Agro-Bioldgico das Plantacdes E. Michelin Ltda. e da Colecdo de
Microrganismos Entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu” do Laboratério de Controle
Biolodgico do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. Foram testados 27 isolados procedentes de

diversos hospedeiros e regides (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolados de fungos entomopatogénicos utilizados nos bioensaios com ninfas de

Leptopharsa heveae.

Isolado Patogeno Procedéncia Hospedeiro
969 Beauveria bassiana Piracicaba - SP Blatella germanica
1196 Beauveria bassiana Corumb4 - MS Solo
307 Beauveria bassiana Araras - SP Diatrea saccharilis

PL 63 Beauveria bassiana Guaira - SP Atta sp.
447 Beauveria bassiana Cuiabé - MT Solenopsis invicta

IBCB66 Beauveria bassiana S. J. do Rio Pardo/SP Hypothenemus

hampei

IBCBS87 Beauveria bassiana Goiania - GO Cosmopolites

sordidus
IBCB330 Beauveria bassiana Guaraniagu - PR Mata nativa
E9 Boca da Mata — AL | Mahanarva posticata
Metarhizium anisopliae
E6 Metarhizium anisopliae Pernambuco Diatrea saccharalis
1149 Metarhizium anisopliae
RJC Metarhizium anisopliae Desconhecido Deconhecido
1189 Metarhizium anisopliae Corumba - MS Solo
1175 Metarhizium anisopliae Corrego Rico - SP Solo
IBCB425 Metarhizium anisopliae Iporanga - SP Lagarta
1200 Amélio Rodrigues/BA | Mahanarva posticata
Paecilomyces fumosoroseus
IBCB148 | Paecilomyces fumosoroseus Limeira - SP Solo
IBCB124 | Paecilomyces fumosoroseus Campinas - SP Solo
1205 Paecilomyces farinosus Santa Fé do Sul — SP Bemisia tabaco
IBCB108 Cosmopolis - SP Solo
Paecilomyces farinosus
SJ1S
Sporothrix insectorum
CPACS Sporothrix insectorum
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SJIRC Sporothrix insectorum
IBCB79 Sporothrix insectorum Itiquira - MT Leptopharsa heveae
IBCBS88 Sporothrix insectorum Curitiba - PR Leptopharsa heveae
1225 Sporothrix insectorum S.J. do Rio Claro/MT | Leptopharsa heveae
1226 Sporothrix insectorum Itiquira - MT Leptopharsa heveae

Todos os isolados foram previamente revigorados a partir do proprio
inseto.

A produgdo de conidios dos patdgenos foi efetuada em placas de Petri
com meio de cultura BDA (200g de batata, 20g de dextrose, 15g de dgar ¢ 1000mL de agua),
em camara climatizada a 26 +/- 0,5°C e fotofase de 12 horas. Apds dez a doze dias de
incubagdo, os conidios foram colhidos com espatula para a preparacdo da suspensdo
inoculante.

Insetos de 3° instar foram coletados no seringal das Planta¢des E.
Michelin Ltda., em Itiquira/MT. O bioensaio foi constituido de 28 tratamentos (27 isolados e 1
testemunha), com 5 repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida por 10 insetos em placa de
Petri.

Cada placa teve a superficie interna revestida por papel filtro umedecido
e folhas de seringueira. Dez insetos por placa foram colocados com o auxilio de um pincel n°0,
visando minimizar os danos mecénicos aos mesmos. Em seguida, realizou-se a inoculagdo
destes insetos nas placas com suspensio do patogeno na concentragio de 1 x 10° conidios/mL
e volume de ImL por placa. Apds a inoculagdo, os recipientes com os insetos foram vedados e
mantidos em camara climatizada a 26 +/- 2°C e fotofase de 12 horas durante todo o periodo
experimental. Para o tratamento testemunha, o mesmo procedimento foi efetuado,
substituindo-se a suspensdo inoculante por agua destilada.

As avaliagdes foram realizadas a cada dois dias, registrando-se o
numero de insetos vivos e mortos. Para confirmac¢do da mortalidade pelo patogeno, os insetos
mortos foram lavados em alcool 70% por 10 segundos e enxaguados em agua destilada por 20

segundos para descontaminacdo externa. Em seguida, foram acondicionados em placas de
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Petri com cdmara umida por 15 dias, tornando possivel a visualizacdo da extrusdo e
reproducdo do patdgeno (confirmagdo da morte), ou ndo.

Os cadaveres foram observados e aqueles que confirmaram morte pelo
fungo foram anotados, perfazendo os dados de mortalidade confirmada. Os cinco isolados que
apresentaram mortalidade confirmada superior a 80% até o sexto dia apds inoculagdo foram
selecionados para a etapa seguinte do trabalho (testes de produtividade e avaliacdes de
desempenho em campo), além dos dois isolados tidos como padrdo por empresas do ramo:
SIRC (Sporothrix insectorum) e 1200 (Paecilomyces fumosoroseus).

Foram calculados os dados de mortalidade confirmada e mortalidade
total (mortalidade independente da causa), até que a testemunha atingisse 100% de

mortalidade.

3.2 Producio e viabilidade de conidios

Com base na sele¢do de isolados realizada previamente entre os fungos
Sporothrix insectorum, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae € Paecilomyces spp.,
foram realizados testes de produtividade e viabilidade de conidios, objetivando a identificacdo
daqueles que, além de mais patogénicos em laboratdrio, fossem capazes de produzir os
maiores nimeros de conidios viaveis dentro de um prazo pré-estabelecido.

Neste estudo, cada isolado representou um tratamento, totalizando 7
tratamentos compostos por 5 repetigdes.

Os isolados PL63, IBCB87, SJRC, 1225, 1189, E9 e 1200 foram
repicados em placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram incubadas durante dez dias
em camara climatizada a 26 +/- 2°C e fotofase de 12 horas para promover o desenvolvimento
dos fungos, estas placas foram chamadas de pré-matrizes. Apds dez dias os conidios foram
retirados com o auxilio de uma al¢a metélica e uma suspensdo fungica na concentragdo de 5 x
107 conidios/mL foi preparada pra ser inoculada nas matrizes.

Para as matrizes utilizou-se arroz como meio de cultura, sendo este
colocado na quantidade de 100g em frasco Erlenmeyer de 1000mL acrescido de 50mL de agua
destilada e acido citrico na concentragdo de 0,3gL™". O frasco foi lacrado com papel aluminio e

levado a autoclave por 30 minutos com temperatura de 120°C.
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Em cdmara de fluxo laminar, procedeu-se a inoculacdo dos frascos
Erlenmeyers (matrizes) adicionando-se 20 mL da suspens@o de conidios preparada. Estes
foram entdo lacrados com papel aluminio e fita crepe para serem agitados de modo a
possibilitar uma boa distribui¢cdo do indculo. Prontas as matrizes, estas permaneceram em sala
de germinagdo climatizada a 26 +/- 2°C e fotofase de 12 horas por 12 dias.

A partir das matrizes foram produzidas as sacolas, que correspondem a
forma como estes fungos sdo produzidos em escala industrial. Em cdmara de fluxo laminar, as
matrizes foram raspadas com o auxilio de espatula de metal esterilizada, tendo seu conteudo
sido transferido para Becker de 2000mL contendo 750 mL de &gua esterilizada. A suspensdo
resultante foi passada por peneira de 0,84mm e acrescida de uma cépsula de tetraciclina.

No preparo das sacolas, fez-se uso de 5 sacos plasticos de popropileno
para cada tratamento, nas dimensdes de 30 X 15 cm, contendo 400g de canjica de milho e
200mL de solucdo de 4gua mais acido citrico a 0,3gL”. As sacolas foram lacradas com
grampos metalicos e autoclavadas por 40 minutos a 120°C. Apds esfriarem, foram inoculadas
com 40mL da suspensdo obtida a partir das matrizes, utilizando-se para tanto uma seringa de
vidro de 20mL. Prontas, as 35 sacolas obtidas (5 repeticdes para cada tratamento) foram
identificadas e transferidas para sala de germinagdo climatizada a 26 +/- 2°C e fotofase de 12
horas por 15 dias. Ressalta-se aqui que todas as etapas de produgdo foram realizadas de forma
intercalada, permitindo que as avaliagdes respeitassem rigorosamente o periodo de incubag@o
de 15 dias para cada tratamento.

Para verificacdo da concentragdo e viabilidade dos conidios apds o
periodo de incubagdo de 15 dias, o conteudo de cada sacola, separadamente, foi diluido em
1000mL de agua destilada, homogeneizado e peneirado. A esta suspensdo de conidios foi
adicionado espalhante adesivo Tween a 0,1%. A suspensdo foi diluida 3 vezes e o numero de
conidios quantificado em camara de Neubauer. Para cada tratamento foram feitas 3 diluigdes,
1 por sacola, correspondendo ao nimero de repetigdes.

Para leitura da viabilidade foram preparadas trés ldminas recobertas com
meio de cultura BDA por tratamento, tendo as mesmas sido previamente marcadas com um
circulo na face inferior. Sobre o meio de cultura foi inoculado, na area delimitada, 0,5mL de
suspensdo fingica com 10° conidios/mL. Estas laminas, acondicionadas individualmente em

placa de Petri com algoddo umedecido e esterilizadas, permaneceram incubadas na auséncia
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de luz por 15 horas em camara climatizada a 26 +/- 2°C. A seguir, representadas pela Figura 1,
estdio 3 placas de Petri utilizadas para os testes de viabilidade do isolado 1200 de
Paecilomyces fumosoroseus.

Apos este periodo, foi colocada uma gota do corante azul de Arman
sobre a area do circulo para deter a germinagdo e facilitar a visualiza¢do dos conidios. Foram
quantificados 100 conidios na area pré-delimitada das ld&minas em microscdpio Optico com
objetiva de 400X. Anotou-se o nuimero de germinados e ndo germinados para posterior

definicdo da porcentagem de germinagio.

Figura 1: Teste de viabilidade do isolado 1200.

3.3 Avaliacéio de eficiéncia em condicdes de campo

Com base na seleg¢do realizada entre os fungos Sporothrix insectorum,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ¢ Paecilomyces spp., um grupo de 5 isolados foi
considerado superior. Ao grupo, foram adicionados os isolados 1200 de Paecilomyces
Jumosoroseus e SIRC de Sporothrix insectorum, por serem utilizados com sucesso em escala
industrial por empresas do setor, perfazendo um grupo de 7 isolados.

Os 7 isolados foram testados em trés concentragdes distintas de
aplicacdo, 1x10°, 1x10" e 1x10® esporos/mL, totalizando 22 tratamentos, incluida a
testemunha. Cada tratamento foi composto por trés repeti¢des, portanto, 66 parcelas, cada uma
representada por uma folha.

O estudo foi desenvolvido utilizando-se 22 gaiolas teladas (1 para cada

tratamento), nas dimensdes de 1,m x 1,5m x 1,5m, onde foram colocadas 3 mudas
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provenientes de sementes com aproximadamente Im de altura. Foram liberados no interior de
cada gaiola cerca de 150 insetos em diferentes instares da praga L. heveae.

O experimento foi instalado no centro da parcela 211, quadra “A” do
Campo de Clones 1 da fazenda pertencente a Plantagcdes E. Michelin em Itiquira/MT. Trata-se
de uma parcela onde ndo ha qualquer tipo de tratamento fitossanitario, portanto, livre de
interferéncias desta natureza.

Em laboratdrio, preparou-se a suspensdo de esporos na concentragio
adequada para cada tratamento e procedeu-se a pulverizagdo das mudas engaioladas. Foi
considerado o fato de os esporos perderem viabilidade se deixados em repouso por periodo
excessivo, sendo assim, a cada suspensdo preparada, a pulverizag@o era prontamente realizada.
Um pulverizador costal com capacidade para 5L foi utilizado no experimento, tendo sido a ele
acoplado um bico regulador de pressdo para que esta se mantivesse constante ao longo das
pulverizagdes. O volume de calda utilizado por gaiola foi de 35mL, volume este definido
através de testes prévios objetivando o ndo encharcamento da muda, mas sim uma cobertura
uniforme e total. As pulverizagdes foram realizadas de baixo para cima, j4 que a praga em
questdo tem preferéncia pela face abaxial das folhas e as pulverizagdes em campo sdo feitas
neste sentido, girando a haste em torno das mudas.

Apos a pulverizacdo, 15 folhas por gaiola (tratamento) foram envolvidas
por tecido voal, isolando os insetos nelas presentes. Este procedimento possibilitou a marcagao
prévia das repeticdes a serem avaliadas em cada tratamento, bem como a garantia da
permanéncia dos insetos nas mudas pulverizadas.

As avaliagdes foram realizadas em intervalos de cinco dias, verificando-
se o numero de insetos vivos e mortos nas folhas marcadas. Insetos mortos foram
acondicionados em placas de Petri para verificagdo da possivel extrusdo do patdgeno apds 15
dias, processo para confirmag¢do da causa de morte, como descrito no item 3.1.

Visando fidelidade as condigcdes climaticas do periodo, cada
pulverizacdo teve seus efeitos acompanhados por 25 dias. Ao final do periodo, o experimento
foi remontado, ou seja, gaiolas foram higienizadas, mudas trocadas, novos insetos
introduzidos, nova pulverizacdo realizada e folhas novamente envoltas por tecido voal. O

processo descrito se repetiu por duas vezes ao longo dos meses de outubro e novembro de
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2006. Os dados climatoldgicos de temperatura, umidade relativa e precipitagdo foram
acompanhados durante todo o periodo experimental através de estacdo climatoldgica digital.

Ressalta-se que as mudas utilizadas foram irrigadas a cada dois dias e
que as gaiolas foram dispostas no campo de forma desalinhada e distantes umas das outras, de
forma a evitar derivas nas pulverizagdes, conforme Figura 2.

A comparagdo dos resultados obtidos nos diferentes tratamentos,
confrontados com os dados climatolégicos do periodo, possibilitou a definicdo do
entomopatdégeno mais eficiente para o controle do percevejo de renda, bem como sua

concentrac¢do ideal de aplicacgdo.

Figura 2: Disposicao desalinhada dos tratamentos em campo.

3.4 Processamento dos dados

Os dados foram processados no programa computacional SAEG. Para
determinar as diferengas significativas entre tratamentos empregou-se os testes de
agrupamento Scott-Knott ou Tukey, de acordo com cada situa¢do, para um nivel de

significancia de 5%, além de andlises de varidncia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao de isolados

Para facilitar a compreensao dos resultados, os nomes dos isolados estdo
apresentados acompanhados das iniciais do fungo a que se referem, sendo: Bb = Beauveria
bassiana; Ma = Metarhizium anisopliae; Si = Sporothrix insectorum; Pf = Paecilomyces
Jfumosoroseus e Pfa = Paecilomyces farinosus.

Neste experimento ocorreu grande variacdo na patogenicidade entre os
isolados testados.

Foram considerados eficientes nesta selecdo, e estdo apresentados na
Tabela 2, os isolados que atingiram porcentual de mortalidade confirmada superior a 80% até
o sexto dia apds aplicacdo da suspensdo fungica. O teste de agrupamento Scott-Knott, Tabela
3, confirma a selecdo realizada, que pdde ser validada estatisticamente pela andlise de
variancia para o fator mortalidade confirmada (apéndice I), porém, Scott-Knott evidencia que
muitos tratamentos obtiveram mortalidade inferior a da testemunha em alguns momentos, o
que pode ser justificado pela sensibilidade do inseto ao estresse ocasionado pelo manuseio e
que ndo interfere nos resultados, uma vez que o mesmo se baseia em valores de mortalidade

confirmada



Tabela 2: Isolados considerados eficientes.

Isolado | Mortalidade confirmada (%)
Metarhizium anisopliae | 1175 82
Metarhizium anisopliae E9 94
Metarhizium anisopliae | 1189 90
Beauveria bassiana PL 63 88
Beauveria bassiana | IBCB 87 88
Beauveria bassiana 307 82
Sporothrix insectorum 1225 84

24
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Tabela 3: Porcentagem de mortalidade média confirmada e total de L. hevea até o sexto dia

apds aplicagdo da suspensdo flngica.

DIAS APOS APLICAGAO

ISOLADOS 2 4 6
Mcon Mtot Mcon Mtot Mcon Mtot
E9 Ma 46 52 94 100 94 a 100
1189 Ma 60 68 90 100 90 a 100
PL63 Bb 12 22 76 86 88 a 100
IBCB87 Bb 12 12 78 84 88 a 98
307 Bb 20 28 82 90 85a 100
1225 Si 26 30 82 92 84 a 94
1175 Ma 48 66 76 94 82a 100
1226 Si 26 32 70 89 80 a 94
IBCB124 Pf 62 76 76 90 80 a 96
1200 Pf 50 74 70 96 74 a 100
IBCB330 Bb 10 11 62 94 66 b 100
E6 Ma 30 50 52 84 64 b 96
IBCB66 Bb 10 28 40 74 62b 96
IBCB108 Pfa 52 78 58 90 62 b 96
1149 Ma 40 60 60 100 60 b 100
1205 Pfa 34 68 48 96 60 b 98
SJ1S Si 16 18 52 84 56 c 96
SJRC Si 32 62 42 72 50c 86
CPACS5 Si 30 74 42 88 46 ¢ 96
IBCB88 Si 38 84 44 92 44 c 92
1196 Bb 22 48 38 90 40¢c 100
IBCB425 Ma 12 22 36 48 40 ¢c 60
IBCB79 Si 24 74 32 82 38¢c 90
969 Bb 20 36 30 80 32c 94
RJC Ma 12 26 28 56 32c 70
IBCB148 Pf 18 74 24 78 32¢c 92
447 Bb 20 56 24 78 24 ¢ 84
TEST 25 45 60

Mcon = mortalidade confirmada ~ Mtot = mortalidade total
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
de agrupamento Scott - Knott
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De acordo com os resultados expostos nas Tabelas 2 e 3, verificou-se
que Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae foram os fungos mais eficientes no controle
de L. heveae, apresentando maior numero de isolados selecionados, enquanto que Sporothirx
insectorum mostrou-se mediano, com apenas 1 representante. Tanzini (2002), observou
valores de mortalidade confirmada de L. heveae variando entre 25% e 90% quando inoculados
por isolados de Sporothirx insectorum. Em experimentos de laboratério Scomparin (2000)
relata eficiéncia de controle de 100% do S. insectorum sobre L. heveae apds oito dias de
pulverizagio da suspensdo fingica nas concentragdes de 1x10°, 1x10’, 1x10° e 1x10°
conidios/mL.

Paecilomyces sp. pdde ser considerado o fungo de pior desempenho,
uma vez que sua maxima eficiéncia foi conferida pelo isolado IBCB 124, que atingiu
mortalidade confirmada de 80% ao sexto dia apos aplicagdo da suspensdo fungica, seguido
pelo 1200, com 74%. Tanzini (2002), em experimento semelhante, observou valores de 80%
de mortalidade confirmada para L. heveae quando inoculado com o isolado 1200. Resultados
semelhantes também foram observados por Wraight et al. (1998), que testou isolados de
Paecilomyces spp. para o controle de Bemisia argentifolii. Em casa de vegetagdo, P.
Jfumosoroseus causou 70% de mortalidade em B. argentifolii (VIDAL et al., 1998).

Atualmente, algumas empresas vém praticando o controle microbiano
contra Leptopharsa heveae através da utilizacdo dos fungos Sporothrix insectorum e
Paecilomyces sp. Estas empresas multiplicam industrialmente os isolados 1200 e SJRC,
pulverizando-os em suas plantacdes e obtendo sucesso no controle da praga. Ambos os
isolados fizeram parte deste estudo e alcangaram resultados insatisfatérios, entretanto, tornou-
se importante a sua inclusdo na etapa seguinte do trabalho, visando confirmag@o dos testes de
laboratério e maior embasamento para possivel recomendag@o de substitui¢do dos isolados na
producdo de fungos das empresas. Dessa forma, para as proximas etapas do estudo, os
isolados selecionados 307 Bb e 1175 Ma, ambos com mortalidades confirmadas de 82%,
foram substituidos pelos isolados padrdo: 1200 de Paecilomyces fumosoroseus ¢ SJRC de
Sporothrix insectotum.

Os isolados encaminhados para a etapa de avaliagdes de produtividade e

patogenicidade em campo foram: PL63 e IBCB87 - Beauveria bassiana, 1189 e E9 -
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Metarhizium anisopliae, SIRC e 1225 - Sporothrix insectorum e 1200 - Paecilomyces

fumosoroseus.

4.2. Producio e viabilidade de conidios

A patogenicidade de isolados é um fator de extrema importancia para o
sucesso do controle microbiano de pragas, tendo sido utilizada como primeiro fator de sele¢ao
neste estudo. Entretanto, o potencial de utilizacdo destes microrganismos em escala industrial
esta intimamente ligado a sua capacidade de producao.

Os cinco isolados definidos anteriormente como mais patogénicos (PL
63, IBCB87, 1189, E9 e 1225), mais os dois incluidos como padrdo (SJRC e 1200), foram
avaliados quanto a produtividade de conidios, considerando-se o fator viabilidade
determinante nesta selecdo.

A Figura 3 apresenta os resultados de produ¢do média de conidios/mL
obtidos. A analise de varidncia para o mesmo fator pode ser observada no apéndice II.

Verifica-se através da Figura 3 que o isolado 1200 de Paecilomyces
fumosoroseus apresentou maior producdo de conidios (13,92 x 10’conidios/mL) quando
comparado aos demais. Em seguida estdo PL63 de Beauveria bassiana com 9,5 x
10’conidios/mL, 1225 de Sporothrix insectorum com 7 X 10’conidios/mL e, com 5,67 x
10’conidios/mL, o isolado IBCB87 de B. bassiana. Dentre os analisados, o pior desempenho
foi do isolado 1189 de Metarhizium anisopliae, com produgdo de 1,92 x 10’conidios/mL. Os
resultados de produtividade média de conidios foram submetidos ao teste de Tukey e estdo
apresentados na Tabela 4, onde ¢ confirmada a superioridade do isolado 1200, diferindo-se
estatisticamente dos demais.

Resultados de produtividade de conidios para estes fungos ja foram
estudados por outros pesquisadores, com resultados semelhantes, variando em decorréncia de
metodologias distintas entre os trabalhos. Neves & Hirose (2005), em estudo de seleg¢do de
isolados de Beauveria bassiana para o controle da broca do café, obtiveram produgdes de
conidios/mL em torno de 2,5 x 10°, enquanto Loureiro et al. (2005), estudando a producdo de
conidios de diversos isolados de Metarhizium anisopliae, observou valores superiores aos

encontrados neste estudo, pois variam de 1,75x10° a 2,30x10® conidios/g de arroz pré-cozido
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pelo método da bandeja, e tem viabilidade média superior a 90%. Essa diferenca pode ser
devida ao método de produgdo, que, no estudo de Loureiro, foi bifasico, ja que a esporulacdo
ocorreu em bandejas e ndo no meio de cultura inicial. Bastante semelhante a estudo também
foram os resultados encontrados por Loureiro et al. (2002), que observou, para Sporothrix

insectorum, producao de 1,84 x 10" a 2,42 x 107 conidios/mL.

esporos/mL
(x 107)
16 -
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14 4
12 | o PL63
9.5 m IBCB87
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8 - 7 O 1225s
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Figura 3. Produtividade média de conidios/mL.

Tabela 4: Comparagdes pelo teste de Tukey para o fator producio de conidios/mL.

TRATAMENTOS PRODUGAO DE CONIDIOS/ML (107)*

1200 13,9167 a
PL 63 9,5000 ab
1225 7, 0000 ab
IBCB 87 5,6667 ab
E9 2,6667 b
SJRC 2,1667 b
1189 1,9167 b

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

O isolado PL63 Bb ja havia sido um dos mais eficientes quanto a
patogenicidade a Lepfopharsa hevea, e agora, como o segundo mais produtivo, demonstra
grande potencial como agente microbiano de controle a praga em questdo. E9, de Metarhizium
anisopliae, que se comportou como o mais patogénico, atingindo 94% de mortalidade

confirmada, aparece agora como o 5° mais produtivo, ndo diferindo estatisticamente dos dois
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ultimos colocados, SJRC Si e 1189 Ma. SJRC, incluido como padrdo, ndo obteve bom
desempenho nos testes anteriores de patogenicidade, e, quanto a producdo de conidios, esta a
frente apenas do 1189, embora ndo tenha havido diferenca significativa entre eles. O menor
nimero de conidios produzidos/mL foi verificado para 1189 de Metarhizium anisopliae, que
havia se mostrado eficiente na etapa anterior, estando em 2° lugar, com 90% de mortalidade
confirmada.

Entretanto, para que a boa produtividade de um isolado possa se refletir
em efetiva vantagem na produ¢do industrial e efetivo controle de pragas, é preciso que os
conidios produzidos tenham viabilidade para infectar o inseto. A Figura 4 apresenta os

resultados de viabilidade média (%) por tratamento (isolado).
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Figura 4: Viabilidade média dos conidios produzidos pelos isolados (%).

Através da Figura 4, observa-se que o isolado 1189 de Metarhizium
anisopliae, ultimo colocado quanto a produ¢do de conidios e 3° quanto & patogenicidade,
apresentou a maior porcentagem de viabilidade média entre os isolados testados, 94,3%. E9,
também de M. anisopliae, tido como o segundo mais patogénico na selecdo de isolados
anterior, atingiu 93,7% de viabilidade média, porém seu desempenho produtivo o deixou em

5° lugar quanto ao niimero de conidios produzidos.
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Na Tabela 5 esta apresentado o teste de Tukey para o fator viabilidade
de conidios produzidos/mL. A andlise de variancia para o mesmo fator pode ser observada no

apéndice II.

Tabela 5: Comparagdes pelo teste de Tukey para o fator viabilidade de conidios produzidos

pelos isolados testados.

TRATAMENTOS NUMERO DE REPETICOES VIABILIDADE MEDIA (%)

1189 3 94,3333 a
E9 3 93,6667 a

1200 3 87,0000 ab

PLG3 3 75,3333 abc
SJRC 3 72,0000 bc

1225 3 72,0000 bc
IBCB87 3 64,3333 ¢

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Segundo o teste de Tukey, na Tabela 5, ndo houve diferenca
significativa quanto a porcentagem de viabilidade média entre os isolados 1189 e E9, ambos
de Metarhizium anisopliae. IBCB 87, representante de Beauveria bassiana, teve a pior taxa de
viabilidade, estando significativamente diferenciado dos demais.

E possivel verificar, pelos resultados apresentados até entdo, que uma
alta produtividade ndo significa vantagem quando a viabilidade ¢ baixa e, por outro lado, a
baixa produtividade pode ni3o ser prejudicial, desde que possua alta porcentagem de
viabilidade. Portanto, para selecionar um isolado ¢ preciso confrontar dados de produtividade
de conidios/mL com porcentagem de viabilidade.

A Figura 5 apresenta o numero médio de conidios produzidos/mL e,
com base nos valores de porcentagem de viabilidade, mostra o nimero médio de conidios
viaveis produzidos pelos isolados, ou seja, a produtividade real. Observa-se que o isolado que
produziu o maior nimero de conidios vidveis/mL, portanto aquele de maior produtividade
real, foi 1200 de Paecilomyces fumosoroseus. Embora este tratamento nio seja o de maior
porcentagem de viabilidade média, sua producdo alcangou grande destaque entre os avaliados,

o que possibilitou o resultado final favoravel. Segundo o teste de Tukey, presente na Tabela 6,
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este isolado foi significativamente diferente de todos os outros ao nivel de 5% de

probabilidade, superioridade confirmada para o quesito.

@ n. de conidios produzidos

B n. de conidios viaveis

produzidos
n. de conidiosqgqg _
*10¢/mL 140 |
120 -
100 -
80
60 -+
40 -
20 -
. m LM mm [N

PL63 IBCB87 SJRC 1225s 1189m E9 1200p

n. de conidios produzidos 90.5 56.7 21.17 70 19.2 26.7 139.2

n. de conidios viaveis produzidos| 68.1 36.5 15.2 50.4 18.1 25.0 1211

Figura 5: Numero de conidios produzidos e nimero de conidios viaveis resultante.

Tabela 6: Comparag¢des pelo teste de Tukey para o fator nimero de conidios vidveis

produzidos.
NUMERO MEDIO DE CONIDIOS VIAVEIS/ML
TRATAMENTOS NUMERO DE REPETICOES (10"

1200 3 12,1725 a

PL 63 3 7,1025 ab

1225 3 4,0467 ab

IBCB 87 3 3,6492 b

E9 3 2,5358 b

1189 3 1,8100 b

SJRC 3 1,5550 b

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Ainda segundo a Tabela 6, ¢ possivel verificar que o isolado 1189 Ma,
tido como o de maior porcentagem de viabilidade (94,3%), atingiu apenas 1,81 x 10’
conidios/mL de produtividade real, ndo diferindo de forma significativa do ultimo colocado
para o quesito, SIRC de Sporothrix insectorum.

Para se elevar o indice de assertividade em uma sele¢do de isolados

realizada em condi¢des de laboratorio, € preciso avaliar o maior niimero de dados possivel.
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Neste trabalho, foram avaliados fatores de patogenicidade, produtividade, viabilidade e
produtividade real. O confronto entre os trés quesitos citados estd apresentado na Tabela 7 e
evidencia que o isolado SJRC, de Sporothrix insectorum, tido como padrido para o controle
microbiano de L. heveae, obteve os piores resultados tanto quanto a patogenicidade, como a
produtividade real de conidios. 1200 de Paecilomyces fumosoroseus, também padrio para
algumas empresas, alcancou patogenicidade maior apenas do que SJRC, porém, obteve a
maior produtividade real dentre os tratamentos. Os 4 melhores resultados de patogenicidade
foram apresentados pelos isolados de Metarhizium anisopliae € Beauveria bassiana, variando
de 88% a 94% de mortalidade confirmada, entretanto, a maior produtividade real atingida
dentre os referidos foi de 68,2 x 10° conidios/mL para PL 63 (B. bassiana), valor

estatisticamente diferenciado dos outros 3.

Tabela 7: Patogenicidade, produtividade, viabilidade e produtividade real dos isolados

testados.
Isolados | Patogenicidade Produtividade Viabilidade Produtividade real
(% de mcon) | (conidios 10°/mL) (%) (conidios viaveis 10°/mL)

1189 94 19,2 94,3 18,1

E9 90 26,7 93,7 25,1

PL 63 88 95 75,3 68,1

IBCB 87 88 56,7 64,3 36,5

1225 84 70,0 72,0 50,4

1200 74 139,2 87,0 121,1

SJIRC 50 21,7 72,0 15,2

4.3. Avaliacio de eficiéncia em condicdes de campo.

De acordo com os resultados obtidos através da selecdo de isolados em
laboratorio, sete dentre os testados foram considerados de maior potencial patogénico: PL63
Bb, IBCB87 Bb, 1189 Ma, E9 Ma, 1225 Si, SIRC Si e 1200 Pf. Entretanto, é consenso entre

pesquisadores que resultados de laboratério podem, muitas vezes, ndo condizer com a
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realidade de campo, pois ndo abrangem a variedade de condi¢des ambientais a que os
organismos estdo sujeitos quando expostos a natureza, tornando fundamental para a
credibilidade de qualquer trabalho cientifico a realizagdo de testes de campo.

Esta etapa do trabalho avaliou o desempenho patogénico dos sete

isolados superiores em condi¢des de campo e em diferentes concentragdes.

4.3.1 Teste numero 1

O teste numero 1 foi realizado entre os dias 6 € 31 de outubro de 2005,
na fazenda da empresa Planta¢des E. Michelin Ltda, localizada no municipio de Itiquira/MT.
A Tabela 8 apresenta os resultados médios porcentuais de mortalidade confirmada da praga

Leptopharsa heveae obtidos no periodo.

Tabela 8: Porcentual médio de mortalidade confirmada da praga Leptopharsa heveae obtido

ao longo do periodo experimental do teste 1.

5 daa 10 daa 15 daa 20 daa 25daa
ISOLADOS McON [ISOLADOS MCON ISOLADOS MCON ISOLADOS MCON ISOLADOS MCON
E9-C3 33a IBCB87 - C3 67a PL63 - C1 72a 1225-C3 67a E9-C2 61a
1189 - C2 17a E9 -C2 42a SJRC - C2 56a 1200 - C3 67a PL63 - C2 50a
1225 - C2 11a E9-C3 33a IBCB87 - C3 50a 1189 -C2 44a 1225 - C1 44a
1200 - C2 6a IBCB87 - C2 33a 1225- C3 33a IBCB87 — C3 37a 1200 -C3 39a
1189 — C1 0Oa 1189 -C2 28a 1200 - C3 33a E9-C2 33a PL63 - C3 35a
1189 - C3 0Oa 1225-C2 28a IBCB87 - C2 33a PL63 - C3 33a 1225-C3 33a
E9-C1 0Oa PL63 - C3 17b 1189 -C2 17b IBCB87 — C2 33a PL63 - C1 33a
E9 - C2 0a PL63 -C1 11b E9-C3 17b SJRC - C1 22a IBCB87 - C2 31a
1225 - C1 0a 1189 - C1 Ob PL63 - C2 17b 1189 - C3 17a E9-C3 31a
1225 -C3 0Oa 1189-C3 0b SJRC - C1 8b E9-C1 17a IBCB87 - C3 30a
SJRC - C1 0Oa E9-C1 0b 1189 - C1 0b E9-C3 11a SJRC C2 24a
SJRC - C2 Oa 1225-C1 0b 1189-C3 0b PL63 - C1 11a 1200 - C2 19b
SJRC -C3 Oa 1225-C3 0b E9-C1 0b SJRC - C2 7a SJRC - C1 11b
1200 — C1 0Oa SJRC - C1 0b E9-C2 o)) 1200 - C2 2a IBCB87 C1 8b
1200 - C3 0Oa SJRC - C2 0] 1225 - C1 0b 1189 - C1 Oa 1200 - C1 7b
PL63 — C1 0a SJRC - C3 Ob 1225 -C2 Ob 1225 -C1 Oa 1189 - C1 Ob
PL63 — C2 0a 1200 - C1 Ob SJRC -C3 Ob 1225 - C2 Oa 1189 - C2 Ob
PL63 - C3 0Oa 1200 - C2 0b 1200 - C1 0b SJRC - C3 Oa 1189 -C3 0b
IBCB87 — C1 0Oa 1200 - C3 0b 1200 - C2 0b 1200 - C1 Oa E9-C1 0b
IBCB87 — C2 0Oa PL63 - C2 0b PL63 - C3 0b PL63 - C2 Oa 1225 - C2 0b
IBCB87 — C3 0Oa IBCB87 - C1 0b IBCB87 - C1 0b IBCB87 - C1 Oa SJRC - C3 0b
TEST 0Oa TEST 0b TEST 0b TEST Oa TEST 0b

daa = dias apds aplicacdo da suspensao fungica MCON = mortalidade confirmada
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C1 = concentragdo 1 (1 x 10°) C2 = concentragdo 2 (1 x 107) C3 = concentragdo 3 (1x 10%)

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Para facilitar a andlise e compreensdo dos resultados, também
chamaremos C1 (1x10° conidios/mL) de concentra¢do baixa, C2 (1x10’ conidios/mL) de
concentragdo média e C3 (1x10® conidios/mL) de concentrago alta.

Para o isolado 1189 de Metarhizium anisopliae, verificou-se através da
Tabela 8 que durante todo o periodo experimental a concentracdo média da suspensdo fungica
foi a mais eficiente no controle da praga. Porém, observou-se que houve diferenga
significativa para com as demais concentragdes testadas apenas na avaliago feita 10 dias apos
aplicag¢do da suspensdo inoculante, quando a mortalidade confirmada obteve média de 28%.
Este isolado, ainda referente a concentragdo média, atingiu seu melhor desempenho na
avaliagdo aos 20daa, quando chegou a 44% de mortalidade confirmada, entretanto, ndo se
diferenciou estatisticamente das demais concentragdes ou dos demais isolados nesta ocasido.

Outro isolado testado de M. anisopliae, E9, pdde ser considerado o mais
eficiente na avaliagdo aos 5daa, com mortalidade confirmada de 33%, no entanto, igual
estatisticamente aos demais isolados. Aos 10 dias apos aplicagdo, o isolado E9 aparece entre
0os mais patogénicos tanto na concentragdo média, como quando em alta concentragdo,
chegando a mortalidades confirmadas de 42% e 33%, respectivamente. A concentragdo média
para este isolado volta a se destacar na ultima avaliacdo realizada, quando a mortalidade
confirmada atinge 62%, porém, 11 isolados, incluido E9 Ma em alta concentracio, aparecem
iguais estatisticamente.

De acordo com a mesma Tabela, aos 5 ¢ 20 dias apos aplicagdo da
suspensdo fungica, ndo houve diferenca estatistica para o fator mortalidade confirmada entre
os isolados testados. E possivel que isso se deva ao tamanho das unidades amostrais nas
ocasides, que era de cerca de 20 insetos.

Leptopharsa heveae ¢ um inseto muito dificil de ser trabalhado em
condi¢des de campo, pois sua sensibilidade ao estresse, tamanho diminuto, e agilidade de voo
limitam o manuseio do mesmo. Ocorreu durante os testes que, embora grande quantidade de
insetos tenha sido introduzida nas gaiolas, algumas folhas envoltas por voal apresentavam

nimero reduzido de individuos no momento das avaliagdes. Experimentos de campo sio
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sempre mais complexos devido a dificuldade de se controlar fatores como esses. Sendo assim,
para o teste 1, ndo vamos considerar os valores obtidos nas avaliagdes aos 5 e 20 dias.
Ressalta-se que os valores de cada avaliacdo sdo independentes, ndo acumulativos.

O isolado 1225 de Sporothrix insectorum atingiu mortalidade
confirmada de 28% para a concentragdo média aos 10 daa, estando como o de pior
desempenho dentre os estatisticamente superiores (de letra “a” pelo agrupamento Socott-
knott). Aos 15 dias apds aplicagdo da suspensdo fungica, a maxima mortalidade confirmada
obtida pelo isolado foi de 33% em alta concentracdo. Ja aos 25daa, foi a baixa concentracio
que atingiu os melhores resultados para o isolado, 50% de mortalidade confirmada. Este
isolado apresentou-se, portanto, como pouco dependente da concentragdo de aplicacdo da
suspensdo fungica no teste 1 deste estudo.

Em se tratando do controle microbiano de L. heveae, Sporothrix
insectorum ¢ tido como agente padrdo, referéncia. Em muitas empresas, o isolado SJRC ¢ o
mais utilizado, sendo produzido em escala industrial. Porém, os resultados aqui obtidos o
colocam em posi¢do inferior aos demais. Aos 10daa, o isolado nio foi eficiente em nenhuma
das concentragdes testadas. Com 15 daa, seu desempenho melhorou, chegando a 56% de
mortalidade confirmada para a concentragdo média. As demais concentragdes ndo foram
eficientes. Aos 25daa, mais uma vez foi a concentracdo média que colocou SJRC entre os
eficientes, com 24% de mortalidade confirmada, porém, bastante inferior a outros isolados.

Por sua vez, os resultados obtidos para o isolado 1200, de Paecilomyces
fumosoroseus, também este produzido em escala industrial por empresas do ramo, mostram
que sua eficiéncia pode estar diretamente relacionada a concentragdo de conidios/mL. Aos
10daa, o isolado ndo foi eficiente, j& na avaliagdo seguinte atingiu 33% de mortalidade
confirmada quando em alta concentragdo, tendo sido C1 e C2 ineficientes no controle do
inseto alvo. Aos 20 e 25 daa, mais uma vez foi a alta concentragdo que levou o isolado a estar
bem posicionado entre os eficientes, com mortalidades confirmadas de 67% e 39%,
respectivamente. As médias e baixas concentra¢des aparecem bastante inferiores.

O isolado de Beauveria bassiana, PL63, teve comportamento bastante
instavel durante as avaliagOes, estando ora entre eficientes, ora entre ineficientes e, variando,
ainda, quanto a melhor concentragdo de aplicagdo. Aos 10daa, sua porcentagem de

mortalidade confirmada o classificou como ineficiente, porém, aos 15daa, mostrou-se o mais
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patogénico dentre todos os isolados testados, com 72% de mortalidade confirmada e,
surpreendentemente, quando aplicado em baixa concentracdo. Na ultima avaliagdo, foi a
concentracdo média que atingiu os melhores resultados, 50%, entretanto, igual
estatisticamente ao resultado obtido em alta concentracdo, que também aparece entre os
considerados superiores, aqueles acompanhados pela letra “a” no agrupamento Scott-Knott.

Também de B. bassiana, o isolado IBCB87 obteve desempenho
satisfatorio aos 10daa, com 33% de mortalidade confirmada para C2; aos 15daa com 50% e
33% para C3 e C2, respectivamente; aos 20daa com 37% 33% para C3 e C2, respectivamente,
e aos 25daa com 31% e 30% para C2 e C3, respectivamente. Este isolado apresentou
estabilidade de desempenho, um fator importante em programas de controle microbiano.
Quanto a concentragdo de aplicag@o, apenas a mais baixa ndo aparece com bons resultados.

Observa-se que nenhuma combinacdo testada de “isolado +
concentracdo + tempo” atingiu mortalidade confirmada igual ou superior a 80%, valor de
referencia utilizado na selecdo de isolados em laboratorio.

Na Tabela 9 estdo apresentadas as melhores concentracdes de
conidios/mL para cada isolado testado. Observa-se que a concentracdo média é a que aparece
mais vezes, seguida pelas altas e baixas, aparecendo 2 vezes cada uma. Sendo assim, para o
teste 1, o fator melhor concentracdo de aplicacdo da suspensdo fungica mostrou-se variavel
para os isolados de S. insectorum e B. bassiana. Os isolados de M. anisopliae podem ser
considerados mais eficientes quando aplicados em uma concentragdo especifica, 1 x 10’
conidios/mL, assim como o isolado 1200 de P. fumosoroseus teve seu desempenho favorecido

se utilizado na concentragdo de 1 x 10® conidios/mL.
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Tabela 9. Concentragdes com melhores resultados médios de mortalidade confirmada para

cada isolado testado.

ISOLADO CONCENTRAC()ES MORTALIDADE DIAS APOS APLICACAO
CONFIRMADA

PL63 Baixa 72% 15
1200 Alta 67% 20
E9 Média 61% 25
SIRC Média 56% 15
1225 Baixa 50% 25
IBCB&7 Alta 50% 15
1189 Média 44% 20

A Tabela 9 permite verificar que o isolado PL63 Bb foi o mais
patogénico dentre os avaliados no teste 1, atingindo 72% de mortalidade confirmada aos 15
dias apos aplicagdo da suspensdo fungica.

As andlises de variancia para o fator mortalidade confirmada em fungdo
do isolado e concentracdo de aplicag@o aos 5, 10, 15, 20 e 25daa, durante o teste 1, podem ser
observadas no apéndice III.

Sabendo-se da importancia dos fatores climaticos e da influéncia por
eles exercida sobre os resultados de eficiéncia de agentes de controle microbiano, as Figuras 6,
7 e 8 apresentam, respectivamente, o desempenho dos isolados em cada uma das trés

concentragdes avaliadas em func¢io das variagdes climaticas ocorridas no periodo.
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Figura 6. Porcentagem média de mortalidade confirmada atingida pelos isolados na

concentracdo de 1 x 10° conidios/mL, acompanhados de variaveis climaticas.
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Figura 7. Porcentagem média de mortalidade confirmada atingida pelos isolados na

~ 7 71 .y . . yo.
concentracdo de 1 x 10" conidios/mL, acompanhados de varidveis climdticas.
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Figura 8. Porcentagem média de mortalidade confirmada atingida pelos isolados na

~ 8 r1: .y . g
concentracdo de 1 x 10° conidios/mL, acompanhados de varidveis climdticas.

Segundo Steinhaus (1946), para o desenvolvimento de doencas, as
condi¢des ambientais sdo fundamentais, principalmente em termos de temperatura e umidade
relativa. Alta umidade relativa € necesséria para germinagdo e rapido desenvolvimento dos
esporos. A formagdo de esporos sobre insetos mortos ¢ retardada ou ndo acontece quando as
condi¢cdes ambientais sdo demasiadamente secas. Embora o 6timo de temperatura varie com a
espécie do fungo, normalmente a faixa de desenvolvimento 6timo estd entre 20 e 30°C. A
densidade populacional do hospedeiro e a quantidade de luz também se constituem em fatores
importantes para o desenvolvimento das epizootias.

Ao analisarmos a Tabela 10, é possivel verificarmos que os valores de
umidade relativa (%) médios foram crescentes ao longo do periodo experimental do teste 1,
atingindo amplitude de 7,6%. Tal fato pode ter favorecido o melhor desempenho geral dos
isolados em todas as concentragdes aos 25daa, quando também a média de precipitagdo foi
mais elevada nos 5 dias que antecederam esta avaliacdo. Aos 5 e 10daa, verificou-se mal
desempenho de todos os isolados testados, o que coincide com momentos de baixa umidade

relativa média (%) antecedendo as avaliacdes.
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Tabela 10. Dados climatologicos médios ocorridos nos intervalos de avaliagdes durante o

periodo experimental do teste 1.

Precipitagéo (mm) Temperatua (°C)  %U

5daa 1.2 24.7 76.8
10daa 25 24 4 75.9
15daa 3.5 23.7 81.0
20daa 23 229 82.0
25daa 7.2 23.6 83.5
Média geral 3.3 23.9 79.8

Alves et al. (2002), estudando o controle bioldgico do percevejo-de-
renda da seringueira com o fungo Sporothrix insectorum, chegaram a eficiéncia de 99,7% em
campo. Entretanto, a concentracdo utilizada foi de 1 x 10" esporos/mL, bem maior do que as
avaliadas neste estudo. Ainda, o trabalho ndo faz referéncia ao isolado utilizado nem a testes
de confirmagdo de morte, podendo esta eficiéncia ndo ser decorrente apenas da ac¢do do fungo.

Alves (1986) relata que, para que haja uma epizootia como a que
ocorreu no experimento realizado por Alves et al. (2002), é necessario que a populagdo da
praga esteja elevada para favorecer a disseminacdo do parasita na plantagdo; haja uma
dispersdo do inseto contaminado na drea; o patégeno apresente uma alta viruléncia, alta

capacidade de reproducio e capacidade de sobrevivéncia no ambiente.
4.3.2 Teste numero 2
O teste numero 2 foi realizado entre os dias 3 e 27 de novembro de

2005, no mesmo local utilizado para o teste 1. A Tabela 11 apresenta os resultados médios

porcentuais de mortalidade confirmada da praga Leptopharsa heveae obtidos no periodo.
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Tabela 11: Porcentual médio de mortalidade confirmada de L. heveea durante o periodo

experimental do teste 2.

5 daa 10 daa 15 daa 20 daa 25daa
ISOLADOS McON [ISOLADOS McON ISOLADOS McON ISOLADOS mMcCON ISOLADOS MCON
1189 - C2 50a 1189 - C3 83a PL63 - C3 83a E9-C2 75a E9-C2 61a
1189 - C1 39a E9-C2 33b E9-C3 72a E9-C3 63a IBCB87 - C2 56a
E9-C3 33a PL63 - C3 25b E9-C2 67a SJRC - C2 56a PL63 - C3 55a
E9-C2 25a 1200 - C3 23b 1189 - C3 40b 1189 - C3 54a 1189 - C3 50a
1189 -C3 20a E9-C3 20b SJRC - C3 33b IBCB87 - C3 53a PL63 - C1 50a
SJRC-C3 17a 1189 - C2 17b IBCB87 - C3 15¢ 1189 - C2 44a PL63 — C2 44a
1200 - C2 14a 1200 - C2 14b IBCB87 - C1 4c PL63 - C3 42a IBCB87 - C3 37a
E9-C1 7a IBCB87 - C3 11b 1189 - C1 Oc E9 - C1 33a 1200 - C3 24b
IBCB87 - C3 6a 1189 - C1 Ob 1189 - C2 Oc 1200 - C3 24b SJRC - C2 22b
IBCB87 - C1 5a E9-C1 Ob E9-C1 Oc 1200 - C1 7b E9-C3 19b
1225-C1 Oa 1225-C1 Ob 1225-C1 Oc 1225-C2 7b E9-C1 17b
1225 -C2 Oa 1225 -C2 Ob 1225 -C2 Oc IBCB87 - C2 7b 1200 - C2 17b
1225-C3 Oa 1225-C3 Ob 1225-C3 Oc SJRC - C3 6b 1189 — C2 11b
SJRC - C1 Oa SJRC - C1 Ob SJRC - C1 Oc 1189 - C1 0b 1189 - C1 8b
SJRC - C2 Oa SJRC C2 Ob SJRC - C2 Oc 1225 -C1 Ob SJRC -C3 8b
1200 - C1 Oa SJRC - C3 Ob 1200 - C1 Oc 1225-C3 Ob IBCB87—-C1 8b
1200 - C3 Oa 1200 - C1 Ob 1200 - C2 Oc SJRC - C1 Ob 1225 -C2 5b
PL63 - C1 Oa PL63 - C1 Ob 1200 - C3 Oc 1200 - C2 Ob 1225-C3 5b
PL63 - C2 Oa PL63 - C2 Ob PL63 - C1 Oc PL63 - C1 Ob 1225-C1 Ob
PL63 - C3 Oa IBCB87 - C1 Ob PL63 - C2 Oc PL63 - C2 Ob SJRC - C1 Ob
IBCB87 - C2 Oa IBCB87 - C2 Ob IBCB87 -C2 Oc IBCB87 - C1 Ob 1200 - C1 Ob
TEST Oa TEST Ob TEST Oc TEST Ob TEST Ob
daa = dias apos aplicag@o da suspensdo fungica MCON = mortalidade confirmada

C1 = concentragdo 1 (1 x 10°) C2 = concentragdo 2 (1 x 107) C3 = concentragdo 3 (1x 10%)

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Para o isolado 1189, de Metarhizium anisopliae, ¢ possivel observar
através da Tabela 11 um comportamento diferente do ocorrido durante o teste 1. Neste
momento, foi a alta concentracdo que atingiu os melhores resultados de mortalidade
confirmada, e ndo a concentragdo média, tendo chegado a 83% no décimo dia apds aplicagdo
da suspensdo fungica, quando o isolado apresentou-se estatisticamente superior aos demais,
que ndo se diferenciaram. Apenas aos S5daa foi verificado melhor desempenho para a
concentragdo média, sendo que 1x10° conidios/mL ndo obteve bons resultados em momento

algum.
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Entretanto, de acordo com os resultados obtidos através do teste de
agrupamento Scott-Knott para os porcentuais de mortalidade confirmada ao longo do periodo
experimental do teste 2, a avaliagd@o realizada cinco dias apos aplicacdo da suspensdo fliingica
nido gerou diferencas estatisticas entre os tratamentos, o que leva a desconsideragdo do
periodo. O mesmo ocorreu no teste 1 aos 10daa, podendo-se aplicar a mesma explicagao.

O isolado E9, também representante de M. anisopliae, ndo apresentou
resultados satisfatérios quando aplicado em baixa concentragio, atingindo maximo de 33% de
mortalidade confirmada aos 20daa, porém, ao ter o numero de conidios/mL aumentado na
suspensdo para as concentracdes média e alta, atingiu bons resultados, estando dentre os
superiores tanto aos 15 como aos 20daa. Seu melhor desempenho foi obtido em concentragao
média, 75% de mortalidade confirmada aos 20 dias apos aplicacdo da suspensdo fingica,
embora igual estatisticamente aos 63% verificados para a alta concentragdo. Aos 25daa, este
isolado voltou a se destacar, chegando ao melhor resultado dentre os testados, 61% de
mortalidade confirmada.

De modo geral, E9 Ma obteve resultados favoraveis quando comparado
aos demais isolados, assim como 1189 Ma.

Os isolados de Sporothrix insectorum utilizados neste experimento,
SJRC e 1225, ndo obtiveram bons resultados de mortalidade confirmada nas condi¢des do
testadas. A Tabela 11 evidencia o mal desempenho do isolado 1225 ao longo de todo o
experimento, ja que seu melhor resultado foi de 7% de mortalidade confirmada aos 20 dias
apos aplicagdo da suspensdo fungica.

Quanto ao isolado SJRC Si, tido como padrdo neste estudo, aos 10 daa
ndo houve resultado significativo de mortalidade confirmada em nenhuma das concentragdes
testadas, resultado este que se manteve até o fim do periodo para a concentracdo baixa.
Quando aplicado em média concentragdo, o isolado atingiu seu melhor desempenho, 56% de
mortalidade confirmada aos 20daa, estando estatisticamente dentre os superiores e superando
os valores obtidos pela alta concentracdo. O mesmo ocorreu aos 25 daa, quando a
concentracdo média atingiu 22% e a alta apenas 8% de mortalidade confirmada. O melhor
resultado conseguido com altas concentragdes deste isolado foi obtido aos 15daa, porém, nao

satisfatorio, 33%, ¢ estatisticamente inferior aos demais tratamentos. Resultados semelhantes
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ocorreram durante o teste 1 para este isolado, inclusive a ndo correlacdo direta entre os fatores
concentragdo ¢ mortalidade confirmada.

O fungo Paecilomyces fumosoroseus foi aqui representado pelo isolado
1200, também tido como padrdo devido a sua larga utilizagdo em seringais comerciais. Assim
como ocorrido durante o teste 1, o isolado apresentou relagdo entre concentracdo e
patogenicidade. Durante todo o periodo experimental foi a alta concentracdo a responsavel
pelos melhores resultados de mortalidade confirmada atingidos. Aos 10daa, a alta
concentragcdo possibilitou controle de 23% dos insetos alvo, enquanto que média e baixa
chegaram a 14% e 0%, respectivamente. Estes resultados ndo sio satisfatorios, e pioraram aos
15 daa, momento no qual todas as concentragdes testadas foram totalmente ineficientes para o
proposto. As duas ultimas avaliagdes reforcam o comportamento patogénico do isolado,
ambas resultando em 24% de mortalidade confirmada para a alta concentragdo, melhor
resultado atingido pelo isolado, que durante o teste 1 chegou a 67% de mortalidade
confirmada. Esta diferen¢a de desempenho ocorrida entre os testes pode estar relacionada as
condig¢des climaticas distintas em cada momento.

O isolado PL63 Bb, diferentemente do ocorrido durante o periodo
experimental do teste 1, apresentou resultados que evidenciam a eficacia do aumento de
concentracdo para chegar a bons niveis de controle. Aos 10, 15 e 20 dias apos aplicagdo da
suspensdo fungica, as concentragdes média e baixa ndo reduziram a populagdo de L. heveae.
Foi apenas aos 25daa que Cl e C2 apresentaram resultados, chegando a 50% e 44% de
mortalidade confirmada e estando estatisticamente igual aos outros tratamentos tidos como
superiores, ¢ a alta concentracdo do mesmo isolado. Este resultado pode significar ndo a
ineficiéncia da baixa concentragdo para este isolado, mas sim a necessidade de mais tempo
para infectar os insetos de forma a causar sua morte. J4 a alta concentragdo deste isolado
esteve presente dentre os considerados superiores durante todo o periodo experimental do teste
1, variando a porcentagem de mortalidade confirmada obtida, entre 25% aos 10daa, e 83% aos
15daa. Em geral, o isolado apresentou bons resultados, desde que aplicado em altas
concentracoes.

Também de Beauveria bassiana, o isolado IBCB87 nido obteve bom
desempenho nas trés primeiras avaliagdes, quando chegou a um maximo de 15% de

mortalidade confirmada para a alta concentra¢do. No entanto, aos 20 e 25 dias apds aplicagdo
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da suspensdo fingica, seu desempenho melhorou. A alta concentracdo de aplicacdo gerou bons
resultados aos 20daa, com 53% de mortalidade confirmada e estatisticamente igual aos
tratamentos mais eficientes, média e baixa concentracdes permaneceram com baixos indices
de controle do inseto alvo. Somente aos 25daa, a concentracdo média mostrou-se capaz de
diminuir a populacdo da praga e chegou a 56% de mortalidade confirmada, o que colocou o
isolado como o segundo mais eficiente dentre os tratamentos, estando a frente inclusive da alta
concentragdo para o mesmo isolado. Diferentemente do ocorrido durante o teste 1, o isolado
ndo apresentou estabilidade de desempenho, tendo oscilado significativamente entre bons e
maus resultados.

Quando comparados, os testes 1 e 2 apresentam comportamentos
bastante diferenciados, inclusive quanto ao valor referéncia utilizado nos teste de laboratdrio.
Durante o teste 1, nenhum tratamento chegou aos 80% de mortalidade confirmada. Entretanto,
no teste 2, 1189 Ma e PL63 Bb, ambos em alta concentragdo, chegaram a 83% de MCON, o
primeiro aos 10daa e o segundo aos 15daa. Mais uma vez, a diferenciagdo pode ter sido
causada por variaveis climaticas.

A Tabela 12 apresenta as melhores concentra¢des de conidios/mL para
cada isolado testado. Observa-se que, assim como no teste 1, a concentragdo média foi a que
apareceu mais vezes, seguida pela alta. Neste teste, a concentracdo mais baixa nio obteve o
melhor resultado em nenhuma das avaliagdes realizadas.

Através da mesma Tabela, verifica-se que, assim como no teste 1, PL63
de Beauveria bassiana foi o isolado que atingiu o melhor nivel de controle da praga em
questdo. Entretanto, na primeira ocasido este resultado foi alcangado pela baixa concentracio,
fato oposto ao ocorrido neste segundo momento. O fato pode ser explicado quando se
considera as mortalidades confirmadas em cada situac¢do, pois, na primeira ocasido, era de
72%, sendo inferior a atingida agora, 83%.

O mesmo bom desempenho foi atingido pelo isolado 1189 de
Metarhizium anisopliae em alta concentracdo, que no teste anterior obteve seu melhor
resultado em concentragdo média, porém com resultado bastante inferior aos 83% atuais.

Verifica-se que, embora no teste 1 estes isolados tenham apresentado
seu melhor resultado em concentragdes médias, as porcentagens de mortalidades confirmadas

sdo inferiores aquelas atingidas pelos mesmos em altas concentragdes no teste 2. Ja o isolado
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IBCB87 Bb, que no teste 2 chegou a porcentagem de mortalidade confirmada de 56% quando
aplicado em média concentracdo, havia obtido apenas 50% no teste 1, mesmo com
concentragdo alta de inoculo.

O melhor desempenho de SJRC Si foi muito semelhante nos dois testes,
variando apenas quanto ao periodo pds aplicagio.

O isolado 1200 Pf teve comportamento bastante diferente nos dois
testes. Enquanto no primeiro chegou a 67% de mortalidade confirmada e ficou como segundo
colocado entre os mais eficientes, neste momento do estudo ndo passou dos 24% de MCON,
mesmo quando aplicado em alta concentracao.

1225 Si também se mostrou bem menos eficiente nesta etapa, tendo
caido de 50% de mortalidade confirmada no teste 1, aplicado em baixa concentrag@o, para
apenas 7% no teste 2, com concentracdo média.

De forma similar a este estudo, Tanzini (2002) concluiu que as
eficiéncias de mortalidade sdo comumente observadas a partir dos 20 dias apds aplicacdo da
suspensdo fungica, e que os fungos P. fumosorouseus, B. bassiana ¢ M. anisopliae sdo mais
eficientes no controle de L. heveae, se comparados ao S. insectorum. Ambos, este estudo e o
realizado por Tanzini (2002), contradizem os resultados apresentados por Celestino Filho &
Magalhdes (1986) que relataram ser o fungo Sporothrix insectorum o entomopatdégeno mais

promissor para o controle de L. heveae.

Tabela 12. Concentragdes com melhores resultados médios de mortalidade confirmada para

cada isolado testado.

~ MORTALIDADE DIAS APOS
ISOLADO CONCENTRACOES CONFIRMADA APLICACAO

PL63 Alta 83% 15
1189 Alta 83% 10
E9 Média 75% 20
IBCB87 Média 56% 25
SJIRC Média 56% 20

1200 Alta 24% 20e 25

1225 Média 7% 20
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Na literatura existem varios trabalhos mostrando a eficiéncia de fungos
em condi¢des de campo, como o de Wright (1993), que avaliou a eficiéncia do micoinseticida
Naturalis-L, a base de Beauveria bassiana, contra o bicudo Anthonomus grandis, e concluiu
que as parcelas tratadas com o fungo foram tdo produtivas quanto as pulverizadas com
produtos quimicos. Entretanto, na cultura da seringueira sdo escassos os trabalhos de controle
microbiano. Junqueira et al. (1987) utilizaram S. insectorum para o controle de L. heveae e
relataram que a concentragio da suspensdo conidial deve ser superior a 10" conidios/mL,
resultados que se assemelham aos encontrados neste estudo, ndo sO para Sporothrix
insectorum, quando o controle foi mais efetivo quando altas concentragdes de conidios foram
aplicadas.

As andlises de variancia para o fator mortalidade confirmada em funcao
do isolado e concentracdo de aplicacdo aos 5, 10, 15, 20 e 25daa para o teste 2 podem ser
observadas no apéndice IV.

Sabendo-se da importancia dos fatores climaticos e da influéncia por
eles exercida sobre os resultados de eficiéncia de agentes de controle microbiano, as figuras 9,
10 e 11 apresentam, respectivamente, o desempenho dos isolados em cada uma das trés

concentragdes avaliadas em fungdo das variacdes climaticas ocorridas no periodo.
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Figura 9. Porcentagem média de mortalidade confirmada atingida pelos isolados na

concentracdo de 1 x 10° conidios/mL, acompanhados de varidveis climaticas.
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Figura 10. Porcentagem média de mortalidade confirmada atingida pelos isolados na
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concentracdo de 1 x 10" conidios/mL, acompanhados de varidveis climdticas.
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Figura 11. Porcentagem média de mortalidade confirmada atingida pelos isolados na

concentracdo de 1 x 10® conidios/mL, acompanhados de varidveis climaticas.
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A Tabela 13 permite observar que os valores médios de temperatura nio
variaram significativamente entre os testes 1 e 2, porém, valores de umidade relativa e
precipitagdo apresentaram-se mais elevados no periodo de realizagdo do teste 2, quando a
precipitagdo média geral aumentou 3,9mm e a umidade relativa 4,5%. Esta variacdo climatica
pode ter sido responsavel pelo melhor desempenho geral apresentado pelos isolados neste
momento do estudo, quando, ao contrario do teste 1, alguns isolados atingiram mortalidades
confirmadas da praga acima de 80%.

Os isolados PL63 Bb e 1189 Ma, que neste teste atingiram Otimos
resultados aos 15 e 10daa, respectivamente, ndo se comportaram da mesma forma no teste
anterior. O acontecimento pode ser explicado se os considerarmos fortemente influencidveis

por valores de umidade relativa e precipitacdo altos.

Tabela 13. Dados climatoldgicos médios ocorridos nos intervalos de avaliagdes durante o

periodo experimental do teste 2.

Precipitacdo (mm) Temperatua (°C)  %U

5daa 6.8 239 83.1
10daa 10.2 233 84.3
15daa 5.9 237 81.9
20daa 1.7 24.4 84.9
25daa 11.5 23.5 87.5

média geral 7.2 23.7 84.3
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5 CONCLUSOES

5.1 Selecéao de isolados
O grau de patogenicidade entre isolados ¢ bastante varidvel, mesmo em
se tratando do mesmo fungo.
O isolado E9, de Metarhizium anisopliae, é o mais patogé€nico dentre os
avaliados, causando mortalidade de até 94% dos insetos em 6 dias. Em seguida estdo 1189
(Metarhizium anisopliae), PL63 (Beauveria bassiana), IBCB87 (Beauveria bassiana), 1225
(Sporothrix insectorum), 307 (Beauveria bassiana) e 1175 (Metarhizium anisopliae), em
ordem de patogenicidade.
Os isolados SJRC e 1200, de Sporothrix insectorum e Paecilomyces
Jfumosoroseus, respectivamente, utilizados em escala industrial por algumas empresas, causam

mortalidade inferior a 80% para Leptopharsa. heveae.

5.2 Producio e viabilidade de conidios

O isolado 1200, de Paecilomyces fumosoroseus, apresenta os melhores
resultados de produgio e viabilidade de conidios dentre os testados.

O isolado 1189, de Metarhizium anisolpiae, apresenta os piores
resultados de producdo de conidios dentre os testados, cerca de 10 vezes menos produtivo que
o 1200.

O isolado SJRC, de Sporothrix insectorum, apresenta o pior
desempenho quanto ao numero de conidios viaveis produzidos.

Nao ¢ possivel estabelecer uma relacdo direta entre patogenicidade e

produtividade de conidios vidveis para os isolados pertencentes a este estudo.
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5.3 Avaliacio de eficiéncia em condi¢des de campo

Precipitagdo e umidade relativa sdo fatores condicionantes ao bom
desempenho dos isolados testados neste estudo.

PL 63, de Beauveria bassiana, apresenta os melhores resultados de
mortalidade confirmada, até 83%. Ainda, mostra-se menos influenciado por variacdes de
umidade relativa e precipitagao.

Os isolados testados ndo atingem porcentuais de mortalidade
confirmada acima de 80% quando a umidade relativa é menor que 80%, sendo PL 63, de
Beauveria bassiana, o melhor nestas condi¢gdes, chegando a 72% de controle do inseto alvo.

Quando a umidade relativa esta acima de 80%, 1189, de Metarhizium
anisopliae, chega a 83% de eficiéncia, porém, quando a mesma encontra-se abaixo deste
valor, o isolado atinge apenas 44% de mortalidade, mostrando-se bastante dependente das
condi¢des ambientais.

A concentracdo de 1 x 10° conidios/mL mostra-se muito baixa, sendo

capaz de comprometer a eficiéncia dos isolados.
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APENDICE I

Andlise de varidncia para o fator mortalidade confirmada em fungio

do isolado utilizado na sele¢do em laboratoério.

Fontes de Variagdo GL SQ QM Valor de F SIG
Isolado 27 58457,34 2165,086 14,92 0.0000
Residuo 112 16252,80 145,1143

Total 139 74710,14
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APENDI CE II

Andlise de variancia para o fator produ¢@o de conidios/mL.

FONTES DE
VARIACAO GL SQ Qm F SIG
Tratamento 6 355,2440 59,20734 4,31 0,0114
Residuo 14 192,3333 13,73810
Total 20 547,5774

Andlise de variancia para o fator viabilidade de conidios produzidos

pelos isolados testados.

FONTES DE

VARIACAO GL sQ QM F SIG

Tratamento 6 2508,572  418,0952 8,45 0,0005
Residuo 14 692,6667  49,47620

Total 20 3201,238
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APENDICE III

Anadlises de variancia para o fator mortalidade confirmada em funcio

do isolado e concentragdo de aplicagdo aos 5, 10, 15, 20 e 25daa, respectivamente, durante

o teste 1.
Fontes de Variagao GL SQ QM Valor de F SIG
Tratamento 21 4023,569 191,5985 0,91 0
Residuo 44 9259,259 210,4377
Total 65 13282,83
Fontes de Variagao GL SQ QM Valor de F SIG
Tratamento 21 21941,29 1044,823 1,81 0,488
Residuo 44 25416,66 577,6513
Total 65 47357,95
Fontes de Variagao GL SQ Qv Valor de F SIG
Tratamento 21 29710,64 1414,793 1,69 0,716
Residuo 44 36898,14 838,5942
Total 65 66608,79
Fontes de Variacao GL SQ QM Valor de F SIG
Tratamento 21 28708,22 1367,058 1,43 0,1556
Residuo 44 41996,97 954,4766
Total 65 70705,20
Fontes de Variagao GL SQ Qv Valor de F SIG
Tratamento 21 22991,29 1094,823 1,65 0,802
Residuo 44 29181,69 663,2202

Total 65 52172,97
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APENDICE IV

Analises de variancia para o fator mortalidade confirmada em funcao

do isolado e concentragdo de aplicagdo aos 5, 10, 15, 20 e 25daa, respectivamente, durante

o teste 2.
Fontes de Variagdo GL SQ Qv Valor de F SIG
Tratamento 21 13868,34 660,3961 1,49 0,1299
Residuo 44 18461,34 442,3031
Total 65 33329,68
Fontes de Variagao GL SQ Qv Valor de F SIG
Tratamento 21 23697,49 1128,452 3,08 0,0008
Residuo 44 16116,25 366,2784
Total 65 39813,74
Fontes de Variagao GL SQ QM Valor de F SIG
Tratamento 21 45197,55 2152,264 5,87 0
Residuo 44 16140,54 366,8305
Total 65 61338,09
Fontes de Variagdo GL SQ QM Valor de F SIG
Tratamento 21 41954,93 1997,854 3,28 0,0004
Residuo 44 26772,02 608,4551
Total 65 68726,95
Fontes de Variagdo GL SQ Qv Valor de F SIG
Tratamento 21 28055,57 1335,979 2,33 0,0090
Residuo 44 25230,75 573,4261

Total 65 53286,32
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