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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade do isolado
JAB 02 de Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams ao acaro rajado Tetranychus urticae e
a sua compatibilidade com agrotoxicos, nematoides entomopatogénicos e acaros predadores.
Os conidios do fungo, produzidos em arroz, foram avaliados nas concentragdes de 5 x 10°, 1 x
10°, 5 x 10’, 1 x 10° e 5 x 10 conidios/mL. A partir das porcentagens de mortalidade de T.
urticae, que variaram entre 49 e 90% no décimo dia de avaliacdo, foi determinada a CLs de
5,25 x 10° con./mL. A compatibilidade em laboratério foi verificada misturando-se 0s
agrotoxicos em meio de cultura BDA e os parametros utilizados para a avaliacdo foram
crescimento vegetativo, esporulacdo e viabilidade do entomopatdgeno. Em condigdes de
estufa, as suspens@es dos produtos quimicos e, posteriormente, a do fungo foram pulverizadas
em plantas de crisantemo. Apds a aplicacdo, quatro folhas foram coletadas e lavadas obtendo-
se uma suspensdo que foi plagueada em BDA, sendo entdo avaliado o crescimento das
coldnias do fungo. Verificou-se, em laboratorio, que a maioria dos inseticidas e os acaricidas
foram compativeis ao fungo, com excecdo do inseticida Thiodan® classificado como muito
toxico. Todos os fungicidas testados foram classificados como tdxico e muito toxico. Em
condicBes de estufa, no tratamento com o fungicida Rovral® foi observado um nimero de
coldnias fangicas formadas compativel com a testemunha. Essa compatibilidade repetiu-se
para os produtos Alto 100® e Thiodan® em alguns dos tempos avaliados. No teste de
patogenicidade, os conidios produzidos em meio de cultura com inseticidas e acaricidas, a
partir da compatibilidade em laboratério, ndo tiveram sua viabilidade afetada e foram
patogénicos ao &caro rajado Tetranychus urticae. Além disso, foram realizados ensaios de
compatibilidade das concentracdes 5 x 10° 1 x 10" e 5 x 10’ con./mL com os nematdides



entomopatogénicos Steinernema sp. (CB n6) e Heterorhabditis indica (CB n5). Estes
mostraram—se compativeis, sendo que a mistura, nematoide e fungo, ndo afetou a viabilidade
dos nematoides e nem a sua infectividade em lagartas de Galleria mellonella nos tempos em
gue foram avaliados. Para a seletividade de L. lecanii em espécies de acaros predadores, as
concentracBes de 5 x 10°, 1 x 10" e 5 x 10" con./mL foram pulverizadas sobre folhas de feij&o-
de-porco onde os acaros foram posteriormente colocados. A espécie Neoseiulus barkeri ndo
apresentou mortalidade confirmada pelo fungo. O entomopatégeno também foi seletivo a

espécie Neoseiulus californicus.

Palavras-chave: fungo entomopatogénico, compatibilidade, patogenicidade, Tetranychus

urticae, acaro predador, nematdide entomopatogénico, controle microbiano.



PATHOGENICITY OF Lecanicillium lecanii (ZIMM.) ZARE & GAMS TO THE TWO-
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SUMMARY - The objective of this study was to evaluate the pathogenicity of Lecanicillium
lecanii (Zare & Gams), isolate JAB 02, to the two-spotted mite Tetranychus urticae (Koch),
its compatibility with agrochemical products and its selectivity to entomopathogenic
nematodes and predatory mites. The pathogenicity of the fungus produced in rice to T. urticae
was evaluated at the concentrations of 5 x 10°, 1 x 107, 5 x10", 1 x 10® and 5 x 108 conidia/mL.
The mortality rates of T. urticae ranged from 49 and 90 % in the tenth evaluation day and the
LCso Was 5,25 x 10° conidia/mL. The compatibility in laboratory was verified by adding
chemical products to the PDA media and the evaluated parameters were the vegetative growth,
sporulation and viability of the entomopathogen. In greenhouse, L. lecanii were sprayed on
chrysanthemum plants after the pulverization of the chemical products; subsequently, four
leaves of each treatment were collected and washed to obtain a suspension that were
transferred to PDA medium to evaluate the growth of the fungus colonies in laboratory
conditions. The acaricides and the most of insecticides were compatible to the isolate JAB 02,
except the insecticide Thiodan®, which was classified as very toxic. All the evaluated
fungicides were classified as toxic or very toxic. In greenhouse assays, the fungicide Rovral®
produced a number of grown colonies similar to those of the control and this compatibility
was also showed by the products Alto 100® and Thiodan® in some of the evaluated periods. In
another pathogenicity test, when L. lecanii were grown in culture media containing the
insecticides, the conidia viability were not affected and the fungus were pathogenic to T.
urticae, with mortality rates superior to the control in some cases. Also, compatibility
bioassays involving L. lecanii at 5 x 10° 1 x 10’ and 5 x 10’ con/mL and the

entomopathogenic nematodes Steinernema sp. (CB n6) and Heterorhabditis indica (CB nb5)



were conducted. The fungus was compatible to the nematodes and did not affect their viability
or their infectivity to Galleria mellonella larvae. To study the selectivity of L. lecanii to the
predatory mites Neoseiulus barkeri and Neoseiulus californicus, fungus suspensions (5 x 10°,
1 x 10" and 5 x 10" con./mL) were sprayed on Canavalia ensiformis leaves, where the mites
were placed later. L. lecanii were selective to these predatory mites and there was no

confirmed mortality to N. barkeri, while N. californicus showed 10 % of confirmed mortality.

Key-words: entomopathogenic fungus, compatibility, pathogenicity, Tetranychus urticae,
predatory mite, entomopathogenic nematode, microbial control.



1. INTRODUCAO

As exportagdes brasileiras de flores e plantas ornamentais
conquistaram novo recorde no ano de 2004, apresentando um crescimento de 21% em relacéo
ao volume de vendas do ano anterior e isso representou o ingresso de US$ 23,5 milhdes em
novas divisas para o pais. Em 2004 foram exportados US$ 4,9 milhdes, principalmente de
flores tipicas de clima temperado produzidas no Estado de Sdo Paulo, com destaque para
rosas, lisianthus, gérberas, crisantemos, lirios, entre outras. O crescimento foi de 87,2% em
relacdo a 2003. Para 2005, as previsdes sdo de um novo incremento nos valores de
exportacdes que deverdo ficar entre US$ 28,2 e 30,6 milhdes (JUNQUEIRA & PEETZ, 2005).

O crisdntemo é cultivado hd mais de 2.500 anos na China e €
considerado como uma das plantas chinesas nobres. Existem mais de 100 espécies e 800
variedades comercializadas no mundo. Sua propagacdo se d& por estacas e sementes, em
estufas, originando flores o0 ano inteiro. Esta planta vem conquistando cada dia mais espaco no
mercado brasileiro, devido a sua diversidade de formas, tamanhos, cores e até aromas
(FONTANA, 2005). Entretanto, seu cultivo em estufas favorece a proliferacdo de doencas e
pragas devido as condi¢cdes adequadas de temperatura, luminosidade, umidade e abundancia
de alimento. Dentre as pragas, destaca-se o0 acaro rajado, Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae) que € responséavel por causar danos morfoldgicos e fisiolégicos nas plantas,
além de danifica-las visualmente influenciando diretamente seu preco de comercializag&o.

Assim, para que as plantas ornamentais brasileiras ganhem espago no

mercado exterior e possam ser exportadas, algumas exigéncias devem ser respeitadas pelos



produtores como a auséncia de pragas e de residuos de agrotoxicos. Entdo, para cumprir essas
exigéncias ha necessidade de um controle alternativo, haja vista que, atualmente, o controle é
guase exclusivamente realizado através de pulverizacdes de produtos quimicos.

O controle fitossanitario realizado, tendo como base o uso de produtos
de natureza quimica, foi crescendo principalmente pela facilidade de aplicacdo e
disponibilidade de equipamentos e servigos no mercado (TAMAI et al., 2002). Entretanto, o
uso indiscriminado de pesticidas, sem considerar a relacdo nivel de dano econbémico e
populacdo do inseto, foi responsavel pelos desequilibrios bioldgicos nas grandes culturas,
olericolas e também em plantas ornamentais, contribuindo para o aumento da populagdo de
pragas e a reducdo da produtividade, causando efeitos adversos ao homem e ao meio ambiente
(LOUREIRO, 2001).

Os residuos de pesticidas no ambiente e nos alimentos tornou-se uma
preocupagdo constante. Além disso, a exigéncia dos consumidores pela demanda de alimentos
livres de pesticidas também aumentou. Por isso, muitos paises estdo tentando reduzir seu uso e
o0 controle bioldgico aparece como um método alternativo de controle (KIM et al., 2001). O
crescente uso de produtos biolégicos vem sendo observado anualmente e isso pode ser
explicado pela busca de produtos fitossanitarios que minimizem os danos & salde do
agricultor, do consumidor e ao ambiente (ALMEIDA, 2001).

Os fungos entomopatogénicos ja vém sendo utilizados com sucesso na
supressao de varias pragas em diferentes culturas. Nos plantios em estufa, a condigdo se torna
mais favoravel devido a possibilidade de controlar a temperatura e a umidade que podem
facilitar a atuacdo do patdgeno sobre as pragas. Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams ja
é usado em varios paises principalmente para o controle de pragas de cultivo protegido e se
torna uma excelente alternativa ao uso de agrotoxicos.

Este trabalho teve os seguintes objetivos: avaliar a patogenicidade de
diferentes concentracdes de conidios do fungo entomopatogénico Lecanicillium lecanii a
Tetranychus urticae; avaliar, em condicdes de laboratério e estufa, a compatibilidade de
agrotoxicos utilizados em crisantemo ao isolado JAB 02 de L. lecanii; avaliar a patogenicidade
de conidios de L. lecanii, produzidos em meios de cultura contendo inseticidas e acaricidas, ao
acaro rajado T. urticae; avaliar a compatibilidade do fungo com nematdides

entomopatogénicos e avaliar a seletividade do fungo a espécies de acaros predadores.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams

As pragas que infestam culturas desenvolvidas em estufas sao
controladas através de métodos bioldgicos em 5% dos 300 mil hectares de cultivo protegido
existente em todo o mundo (VAN LENTEREN, 2000). Entretanto, este numero é pequeno por
ser uma das principais areas para a producao comercial e utilizacdo de inimigos naturais. Ha
um amplo numero de inimigos naturais atualmente disponivel que oferece controle para varias
espécies pragas (ALBAJES et al., 1999).

Dentre 0s inimigos naturais destacam-se 0s patégenos e entre eles o0s
fungos. Os fungos entomopatogénicos sdo 0s organismos mais estudados e com grande
potencial para o controle de pragas agricolas. Cerca de 80% das doencas em insetos tém como
agentes etiolégicos os fungos, pertencentes a cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies,
sendo que a maioria dos géneros ja foi relatada no Brasil. Os fungos sdo patdgenos de amplo
espectro, capazes de atacar diversas especies de insetos e de causar epizootias naturais. Sao
versateis e podem infectar diferentes estadios de desenvolvimento dos hospedeiros (ALVES,
1998).

O hospedeiro é geralmente invadido através da cuticula externa,
entretanto, a colonizacdo através do trato digestivo ocorre em algumas espécies. Os conidios

atacam a cuticula, germinam e penetram dentro do tegumento por meio da combinacdo de



forcas fisicas e degradacdo enzimatica da cuticula. O micélio entdo ramifica-se através da
hemocele do hospedeiro e a sua morte é causada devido a uma combinacdo de esgotamento
de nutrientes, invasdo de 6rgdos e a acdo de toxinas do fungo. As hifas geralmente emergem
do cadaver e, em condigdes apropriadas, produzem conidios no exterior do hospedeiro, assim
disseminando este inimigo natural (BUTT & GOETTEL, 2000). Portanto, o ciclo das relagdes
fungo-hospedeiro é delimitado pelas seguintes fases: adesdo, germinacdo, formacdo de
apressorios, penetracdo, colonizacdo e reproducdo. As condicdes ambientais (temperatura,
umidade, luz, radiagdo solar) favordveis, bem como as condi¢cBes nutricionais, a
suscetibilidade do hospedeiro e a viabilidade dos propéagulos é que vao garantir a eficiéncia
desse processo.

A grande variabilidade genética dos fungos entomopatogénicos pode
ser considerada uma das principais vantagens no controle microbiano de insetos. Com técnicas
apropriadas, é possivel selecionar isolados virulentos, especificos ou ndo, com caracteristicas
para a utilizacdo nos programas de controle de pragas. Determinadas caracteristicas, tais como
esporulacdo e germinacdo rapida, permitem que o processo de infec¢do seja completado em
poucas horas, com grande producdo de conidios, os quais maximizam a dispersdo dos
patdgenos (ALVES, 1998).

Os fungos, como agentes microbianos de controle, sdo de extrema
importancia e geralmente necessarios para o controle de algumas pragas que apresentam alta
capacidade reprodutiva e ciclo de vida reduzido (MILNER, 1997). Dentre os varios fungos
com potencial para a utilizacdo no controle microbiano destaca-se Verticillium lecanii (Zimm.)
Viégas, atualmente classificado como Lecanicillium lecanii (ZARE & GAMS, 2001).

Lecanicillium lecanii (Hyphomycete, Deuteromycotina) ¢ um fungo
oportunista 0 qual possui uma ampla gama de hospedeiros, incluindo insetos, &caros,
nematdides e fungos fitopatogénicos (HALL, 1981).

O fungo L. lecanii é um patogeno de artropodos bem conhecido, sendo
primeiramente descrito em 1861 parasitando a cochonilha Saissetia coffeae e coletado de um
grande niimero de espécies de insetos e &caros (GILLESPIE & CLAYDON, 1989). E capaz de
causar grande mortalidade em pulgbes sob condi¢des naturais e em tripes, moscas-brancas e

4caros também vém se mostrando patogénico (LOUREIRO, 2001). E patdgeno da cochonilha



Coccus viridis Green e pode causar epizootias espetaculares em afideos e cochonilhas em
areas tropicais e subtropicais (REIMER & BEARSDLEY, 1992).

Este entomopat6geno, que requer umidade relativa entre 85 e 90% por,
pelo menos, 10 a 12 horas e necessita de temperaturas entre 15 a 25 °C para causar alta
mortalidade (CLOID, 2005) ja vem sendo usado comercialmente para o controle de tripes em
plantas ornamentais sob cultivo protegido (VAN DER SCHAAF et al., 1990). Na Holanda,
este fungo é formulado e produzido pela Koppert B.V. O produto Vertalec®, na forma de
blastospdros, é usado principalmente contra afideos, ja o produto comercial denominado
Mycotal® contém conidios, é mais eficiente contra mosca-branca e tripes (NILSSON &
GRIPWALL, 1999) e foi registrado em 1982, para o controle de mosca-branca nas culturas do
pepino e tomate na Holanda (QUINLAN, 1988).

O primeiro produto introduzido para o controle de pulgdes foi
Vertalec®, no ano de 1981, em cultivos de crisantemo sendo que, em 1988, foi desenvolvido
como produto comercial. O melhoramento, tanto na producdo quanto na formulacéo, resultou
em um bioinseticida p6-molhavel com uma dosagem de 10'° conidios viaveis/grama, com
potencial 50 vezes maior quando comparado ao primeiro produto utilizado. Vertalec® foi
utilizado em cultivos de pepino e tomate em casa-de-vegetacao para o controle de espécies de
mosca-branca. Foi verificado que o produto causou mortalidade média de 83% em ninfas de
Trialeurodes vaporariorum apds duas pulverizacdes na cultura do pepino, e de 90% de
mortalidade na cultura do tomate apds trés semanas da pulverizacdo (VAN DER SCHAAF et
al., 1990).

Baixas doses de Vertalec®, aplicadas freqiientemente, tém se mostrado
eficientes no controle dos pulgdes das espécies Mizus persicae e Aphis gossypii em plantagdes
de crisdntemos, por isso L. lecanii tem sido muito estudado e apontado como sendo o melhor
entomopatogeno para controlar varias espécies de pulgdes (HELYER & WARDLOW, 1987).
Os afideos infectados servem como fonte adicional de inoculo, pois os conidios podem ser
facilmente dispersos por todo o interior das estufas (CLOID, 2005).

FormulagGes desse entomopatdgeno também vém sendo estudadas,
principalmente em relacdo a adicdo de 6leos vegetais aos conidios de L. lecanii, podendo
aumentar a atividade do patégeno em cultivos protegidos (HELYER et al., 1995).
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2.2 Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)

O acaro rajado Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) tem
sido verificado em mais de 150 hospedeiros de valor econémico pelo mundo (JEPPSON et al.,
1975) e é conhecido como “spider mite”, ou seja, acaro que forma teia.

Essa espécie possui 0s ovos esféricos e de tonalidade amarelada, sendo
a postura feita entre fios de teia que o acaro tece na face inferior das folhas. Existe acentuado
dimorfismo sexual, sendo as fémeas ovaladas e 0os machos com a extremidade posterior do
abdome mais estreita, aproximadamente 0,3 mm de comprimento. De modo geral, as fémeas
apresentam duas manchas verde-escuras no dorso, uma de cada lado.

O é&caro ataca a face inferior das folhas, onde forma teias para abrigar
sua coldnia; com isso deforma as folhas, além de se alimentar do liquido citoplasmatico
tornando-as cloréticas e acarretando desfolhamento da planta e falta de florescimento,
provocando queda na producédo (GALLO et al., 2002).

No Japdo, esse &caro tem sido encontrado causando a maioria dos
danos em diversas producdes, dentre elas as frutiferas, como péra, péssego e macd. Além
disso, os acaros tém se tornado um dos grupos mais sérios de pragas da agricultura no
agroecossistema deste pais (TAKAFUJI et al., 2000).

Na Espanha, também tem sido relatado principalmente em plantios de
morango, tornando-se um grande problema, pois a produgdo dessa fruta € muito importante
neste pais devido ao fato de ser um dos maiores produtores e exportadores da Europa com
mais de 200.000 toneladas/ano (GARCIA-MARI & GONZALEZ-ZAMORA, 1999).

Além destes paises, na Coréia também é uma praga importante em
producdes obtidas em estufa e arvores frutiferas (KIM & PAIK, 1996) e no Brasil tem causado
prejuizos consideraveis as diversas culturas incluindo o morangueiro (SATO et al., 2002),
plantas ornamentais (TAMAI, 2002) entre outras.

Esse acaro estd presente em viveiros de plantios de ornamentais, onde
a qualidade das plantas produzidas é de suma importancia e 0s danos por pragas Sao
intoleraveis (SKIRVIN & WILLIAMS, 1999).

O éacaro rajado T. urticae vem sendo basicamente controlado por

pulverizacbes de acaricidas, o que tem proporcionado problemas de resisténcia a esses
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produtos (SKIRVIN & WILLIAMS, 1999) e cujo impacto ambiental pode ser bastante
significativo (WATANABE et al., 1994).

O Japdo ndo teve como evitar o uso de pesticidas para controlar as
pragas da agricultura; entretanto esse uso frequiente resultou numa explosao populacional de
Tetranychus spp., assim como tem sido relatado ao redor do mundo. Essa resisténcia
desenvolvida pelos acaros faz com que agricultores combinem os acaricidas recomendados a
fim de prevenir multiplas aplicacdes do acaricida isoladamente e, desse modo minimizar o
desenvolvimento da resisténcia nas populacfes de acaros (TAKAFUJI et al., 2000). O uso
exacerbado desses produtos tem gerado, altos indices de residuos e toxicidade em diversos
alimentos. Por isso, suas aplicacfes em vegetais, frutas como o0 meldo e alguns tipos de chas,
tém sido limitadas e estritamente restritas para o controle de Tetranychus cinnabarinus na
China (SHI & FENG, 2004).

A resisténcia apresentada pelos acaros, devido ao uso de produtos
quimicos, combinada a pressdo para a utilizacdo de menores quantidades de pesticidas
(SKIRVIN & WILLIAMS, 1999) e a grande preocupa¢do com o residuo desses produtos nos
alimentos que serdo adquiridos por consumidores (GARCIA-MARI & GONZALEZ-
ZAMORA, 1999), faz aumentar a busca de controle dessa praga com alternativas menos
impactantes.

Apesar do tamanho pequeno, esses acaros podem ser facilmente
criados em grandes quantidades, permitindo um estudo epizo6tico detalhado (VAN DER
GEEST et al., 2000). Vérias pesquisas vém sendo realizadas com a finalidade de encontrar
maneiras estratégicas para supressao desse acaro (KIM & YOO, 2002).

Uma das alternativas estudadas € o controle microbiano, e, varios
autores ja comprovaram a patogenicidade de fungos entomopatogénicos a este acaro. Alves et
al. (1998a) testaram um isolado de Beauveria bassiana em crisantemo na condigdo de campo
experimental e os resultados obtidos foram melhores para o entomopatdégeno do que para o
produto quimico utilizado no teste.

A patogenicidade de B. bassiana foi estudada por Tamai et al. (1999),
a de L. lecanii por Wenzel et al. (2004) e a de Lecanicillium muscarium por Leite et al. (2004).
Outros fungos como Hirsutella thompsonii e Metarhizium anisopliae também mostraram-se

patogénicos a esse acaro (TAMAI, 2002).
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O controle biolégico tem sido realizado principalmente com acaros
predadores como os da espécie Phytoseiulus persimilis (Acari: Phytoseiidae), mas ha potencial
de utilizacdo de entomopatdgenos. Os fungos entomopatogénicos, tais como Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae e Paecilomyces fumosoroseus sdo importantes agentes de
biocontrole e tém sido formulados para utilizacdo no sistema de Manejo Integrado de Pragas
(SHI & FENG, 2004).

2.3 Nematoides Entomopatogénicos

Os géneros Steinernema sp. e Heterorhabditis sp. passaram a ser
estudados para o controle de insetos a partir de 1930, no entanto, o inicio da producédo
comercial se deu no final da década de 80 (LEITE et al., 2004a).

Até 0o momento, os trés géneros de nematdides entomopatogénicos
mais conhecidos sdo: Steinernema, Heterorhabditis e Neosteinernema. Destes, 0s dois
primeiros tém sido intensivamente estudados em todo o mundo e, desde a época de sua
descoberta, estdo sendo multiplicados para aplicagdo em casa de vegetagéo e no campo. Estes
nematoides se caracterizam por varios aspectos favoraveis a seu uso na préatica. Primeiro, por
terem capacidade de se locomover no solo a procura do hospedeiro para 0s quais sao atraidos
por diferencial de CO, e, segundo, por terem uma extensa lista de hospedeiros, o que ajuda na
sobrevivéncia em condi¢Oes de campo (AGUILLERA, 2001).

Esses nematoides sdo parasitas obrigatorios pertencentes as familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae e matam os insetos com o auxilio de uma bactéria
mutualistica que carregam no intestino. As bactérias Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp.
estdo associadas com Steinernema spp. e Heterorhabditis spp., respectivamente (POINAR
JR., 1990).

Os juvenis de terceiro estdgio (infectivos) ndo se alimentam e
carregam suas bactérias mutualisticas especificas nos seus intestinos. Os juvenis infectivos
entram nos insetos hospedeiros através de aberturas naturais (boca, anus e espiraculos) e
penetram na hemocele. Os juvenis infectivos de Heterorhabditis podem penetrar também
diretamente pelo tegumento. Dentro da hemocele, os juvenis liberam céelulas da bactéria que se

propagam e matam o hospedeiro em 48 horas. Os nematdides se alimentam da bactéria e do
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tecido do hospedeiro, se reproduzem em 2 a 3 geracGes e emergem dos cadaveres como
juvenis infectivos para a procura de novos hospedeiros. O ciclo de vida para a maioria dos
steinernematideos e heterorhabditideos, da infeccdo a emergéncia dos juvenis infectivos, varia
de 7 a 10 e 12 a 15 dias, respectivamente, em temperatura ambiente (EHLERS, 2001).

Os nematdides entomopatogénicos sdo efetivos no controle de uma
variedade de pragas economicamente importantes. No Brasil, estdo sendo estudados para
controle de Migdolus fryanus em cana-de-acucar, do bicho-furdo (Ectynolopha aurantiana)
em citros, do gorgulho-da-cana-de-agucar (Sphenophorus levis), do moleque da bananeira
(Cosmopolites sordidus), entre outros (AGUILLERA, 2001, LEITE et al., 2004a).

Os nematoides dos géneros Heterorhabditis e Steinernema tém sido
usados com sucesso na supressdo de pragas de diversos cultivos incluindo citros, milho,
ornamentais, gramados entre outros (NISHIMATSU & JACKSON, 1998).

Uma das pragas em que vem sendo feita a utilizagdo do nematoide ¢ a
mosca do género Bradysia sp. (Diptera: Sciaridae), também conhecida como “fungus gnats”,
que é considerada como uma importante praga mundial. Estd presente em cultivos de
cogumelos e viveiros de mudas, atacando citros, fumo, ornamentais e diversas outras plantas
de importancia econdmica. No Brasil, nos Gltimos anos, se tornou uma importante praga sendo
disseminada de Norte a Sul. Estima-se que esta mosca esteja presente em mais de 15.000
estufas com mudas de plantas (LEITE et al., 2004a).

Na producdo de ornamentais € uma das pragas mais importantes e
pode causar sérios danos em violetas, crisantemos, ciclamem, geranios, poinsetias, lirios, entre
outras. Plantas severamente injuriadas geralmente apresentam perdas na aparéncia e na
coloracdo e, eventualmente, secam (JAGDALE et al., 2004).

Varios autores vém estudando o controle bioldgico desta praga com
nematodides entomopatogénicos, principalmente devido a resisténcia que apresenta a
inseticidas quimicos, mostrando a eficiéncia e viabilidade destes agentes (HARRIS et al.,
1995, GOUGE & HAGUE, 1995; JAGDALE et al., 2004; BUSSOLA et al., 2004 e 2005).

A utilizacdo combinada de nematdides e outros entomopatégenos
poderia resultar em interacBes sinérgicas que possibilitariam aumentar o potencial para

controle biolégico (KOPPENHOFER et al., 1999), entretanto, estas interagdes também podem
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ser antagonistas, por isso ha necessidade de estuda-las para saber se sdo compativeis
(BRINKMAN & GARDNER, 2000).

2.4 Patogenicidade de Lecanicillium lecanii a Insetos e Acaros

A patogenicidade € a capacidade do microrganismo causar a doenga no
inseto, podendo este microrganismo ser patogénico ou ndo. Os fungos usualmente causam a
mortalidade por deficiéncia nutricional, invasdo e destruicdo dos tecidos e liberagcdo de toxinas
no hospedeiro (TANADA & KAYA, 1992). Avaliar a patogenicidade de fungos a insetos e
acaros € de extrema importancia, pois permite que seja feita uma selecdo de espécies e
isolados que sejam mais adequados a praga-alvo, seu habito e sua biologia. Os fungos
entomopatogénicos parasitam espécies fitéfagas que habitam a parte aérea de plantas e raizes,
podendo causar epizootias naturais, infectando diferentes estagios de desenvolvimento dos
hospedeiros como ovo, larva, pupa e adulto (ALVES & LECUONA, 1998). Entretanto, alguns
fatores abidticos como temperatura e umidade relativa podem afetar a habilidade e velocidade
com a qual os fungos podem infectar e colonizar o inseto hospedeiro (YEO et al., 2003).

Helyer et al. (1992) verificaram que para haver um controle efetivo da
praga, o fungo L. lecanii requer condi¢cdes ambientais adequadas como temperatura entre 15 e
25 °C e umidade relativa alta. Este entomopatogeno ja foi estudado por varios autores que
avaliaram sua patogenicidade a diferentes insetos praga como o &caro rajado Tetranychus
urticae (WENZEL et al.,, 2004, GASSEN et al., 2005); moscas-brancas Bemisia tabaci
(FARIA & WRAIGHT, 2001; LOURENCAO et al., 2001; WANG et al., 2004) e Trialeurodes
vaporariorum (FARGUES et al., 2003); percevejo-de-renda da seringueira Leptopharsa
heveae (TANZINI et al., 2002; RANGEL & CORREIA, 2003); pragas de grédos
Rhopalosiphum maidis, Sitobium avenae e Schizaphis graminum (FENG et al., 1990);
psilideo de concha do eucalipto Glycaspis brimblecombei (FAVARO et al., 2005); pulgao do
Pinus Cinara atlantica (LOUREIRO et al., 2004); pulgbes Macrosiphoniella sanbornii
(CHANDLER et al., 1993); Myzus persicae (MILNER & LUTTON, 1986, FOURNIER &
BRODEUR, 2000, LOUREIRO, 2001, YEO et al., 2003); sciarideo (BUSSOLA et al.,
2005a); tripes (HELYER et al., 1992).
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2.5 Compatibilidade de Agrotoxicos a Fungos Entomopatogénicos

AplicacBes regulares de um amplo espectro de agroguimicos,
incluindo pesticidas, podem resultar na sua acumulagdo no meio ambiente e podem alterar
componentes biologicos. A maioria dos inimigos naturais, dos quais depende o controle
bioldgico das espécies pragas, tem se mostrado sensivel aos produtos quimicos (POPRAWSKI
& MAJCHROWICZ, 1995).

Os patdgenos de insetos tém um papel importante no manejo integrado
de pragas, mas sua efetiva integracdo depende de sua compatibilidade com outros
componentes do sistema, entre os quais 0s produtos quimicos (JAQUES & MORRIS, 1981).
Os fungos entomopatogénicos sdo inimigos naturais que podem ser diretamente prejudicados
pelo uso de agrotdxicos, que tem sido a maneira basica de suprimir as populagdes de insetos
considerados pragas (CAVALCANTI et al., 2002).

Existem diversas estratégias para a utilizacio de fungos
entomopatogénicos, tais como introducdo inoculativa, introducdo inundativa, incrementagéo e
conservacao. A estratégia mais pratica e econdémica de utilizagdo é aquela que se baseia na sua
conservacao dentro dos agroecossistemas; e pode ser obtida atraves da adocdo de técnicas
agrondmicas simples e também pela utilizacdo de defensivos agricolas seletivos a esses fungos
(ALVES et al., 1993).

A acdo dos produtos fitossanitarios sobre os entomopatdgenos pode
variar em funcéo da espécie e linhagem do patdgeno, da natureza quimica dos produtos e das
dosagens utilizadas (ALVES et al.,, 1998). Esses produtos podem causar inibicdo do
crescimento vegetativo, da conidiogénese ou esporulacdo, além da viabilidade, patogenicidade
e viruléncia do conidio (CAVALCANTI et al., 2002).

Os fungos estao entre os inimigos naturais que podem sofrer influéncia
da aplicacdo de agrotoxicos, entretanto, a sua grande diversidade e intensa capacidade de
multiplicacdo, oferecem uma ampla oportunidade para a sele¢cdo de linhagens resistentes
(GHINI & KIMATI, 2000).

Em nivel mundial, os produtos biologicos ocupam cada vez mais um

lugar significativo na protecdo de plantas, os quais permitem uma diminuicdo da incidéncia de
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pragas em geral, assim como uma reducdo no emprego de produtos quimicos (MUINO &
LARRINAGA, 1998).

A expansdo do Manejo Integrado de Pragas (MIP) tem sido
constantemente incentivada pelos problemas de resisténcia em populagc6es de pragas e doencas
a agroquimicos e, recentemente, por politicas governamentais e exigéncias do mercado
consumidor (VAN LENTEREN, 2000). A conservacdo de agentes de controle bioldgico
dentro do agroecossistema €& uma das estratégias adotadas para a utilizacdo de
entomopatogenos.

A aplicacdo combinada de micoinseticidas e agrotdxicos pode ser uma
juncéo atraente, visto que o fungo e o inseticida quimico podem atuar sinergisticamente
permitindo o uso de concentragdes menores de produtos quimicos e a reducdo na possibilidade
de evolucéo de resisténcia das pragas (BOMAN, 1980). As combinagdes podem ser vantajosas
em alguns casos onde a acao isolada do microrganismo ndo € totalmente satisfatéria (BENZ,
1971). A interacdo entre produtos fitossanitarios e entomopatogenos deve ser considerada
antes da recomendacdo do agente quimico e representa uma importante ferramenta nos
programas de MIP (BATISTA FILHO et al., 2001). A incompatibilidade dos produtos e o
antagonismo aumentam de acordo com as doses do agente toxico, e o sinergismo pode ser
completamente ausente. Os fungicidas podem reduzir consideravelmente o crescimento e a
germinacdo dos fungos entomopatogénicos, 0 que normalmente ndo acontece com 0S
inseticidas (BENZ, 1971).

A suscetibilidade dos agentes microbianos a diferentes produtos
quimicos, em especial aos fitossanitarios, vem sendo documentada ha mais de 30 anos, quando
foi observada a inibicdo de Cephalosporium aphidicola Match. utilizado no controle
microbiano do afideo do meldo e algodao, Aphis gossypii (WILDING, 1972).

Alguns critérios podem ser usados para verificagdo da
compatibilidade, como inibicdo do crescimento radial da colénia (OLMERT & KENNETH,
1974) ou germinacdo do conidio (CLARK et al., 1982; GARDNER & STOREY, 1985;
STOREY & GARDNER, 1986).

Vérios autores vém realizando trabalhos sobre a compatibilidade de
agrotoxicos e entomopatogenos em laboratorio: Alves et al., 1993, Poprawski e Majchrowicz,
1995, Muifo e Larrinaga, 1998, Batista Filho et al., 2001, Neves et al, 2001, Cavalcanti et al.,
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2002, Loureiro et al., 2002, Tamai et al., 2002, Almeida et al., 2003, Batista Filho et al., 2003,
Cavalcanti et al., 2004, Duran et al., 2004, Cintra, 2004, Er e Gokge, 2004.

Ja os estudos de compatibilidade em condicdes de estufa sdo escassos,
entretanto de extrema importancia, pois 0 ambiente da estufa pode contribuir para o
aproveitamento dos fungos como bioinseticidas pois certos fatores como temperatura e
umidade, que sdo favoraveis, podem ser manipulados para o inicio e manutencdo de
epizootias. Desta forma, para que possam ser utilizados, h& necessidade que sejam
compativeis com outros produtos de origem quimica, pois as principais doencas foliares do
crisantemo sdo controladas com aplicagdes de fungicidas (GARDNER et al., 1984).

2.6 Acaros Predadores e Seletividade de Fungos Entomopatogénicos a Inimigos

Naturais

Os predadores sdo fundamentais para que ocorra o equilibrio na
natureza; esses necessitam de mais de um individuo (presa) para 0 seu completo
desenvolvimento, alimentando-se de vérias espécies de insetos e acaros. Além dos patdgenos,
0s insetos predadores sdo importantes por serem eficientes em uma ampla diversidade de
presas, tais como pulgdes, moscas-brancas, cochonilhas, lagartas, acaros, etc (CARDOSO,
2004).

Os é&caros predadores sdo efetivos na manutencao de baixos niveis de
acaros fitéfagos em muitos cultivos e plantas nativas (MORRIS et al., 1999). Os fitoseideos
sdo predadores de movimentos rapidos, fototropicos negativos que buscam ativamente suas
presas. Apresentam coloragdo geralmente palha, ocasionalmente marrom ou avermelhada e
queliceras em forma de pinca. Acaros da familia Tetranychidae, geralmente, sio presas
bastante favoraveis a predadores da familia Phytoseiidae, e correspondem ao grupo de acaros
fitéfagos mais estudados em relacdo ao controle biolégico (MORAES & MC MURTRY,
1986).

O uso de inimigos naturais para o controle de &caros-praga é hoje uma
realidade em diversos paises. Mc Murtry (1991) e Moraes (1991) listaram varios projetos de

controle biolégico bem sucedidos no mundo e em andamento no Brasil, destacando o controle
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do acaro vermelho europeu nos Estados Unidos, do &caro rajado em pepino em casas-de-
vegetacdao na Europa e em ornamentais no Brasil, assim como o acaro verde da mandioca na
Africa.

A espécie Phytoseiulus persimilis correspondeu ao primeiro exemplo,
de um caso bem sucedido, de liberacbes periddicas de um &caro predador para controle de um
acaro-praga. No Brasil, a liberacdo de Neoseiulus idaeus e Phytoseiulus macropilis, no inicio
da fase de infestacdo da praga, conseguiu reduzir significativamente a populacdo do &caro
rajado em condi¢bes experimentais em morangueiros no Municipio de Jaguariina - SP.
(WATANABE et al., 1994).

A espécie Neoseiulus californicus (Mc Gregor) (Acari: Phytoseiidae) é
de ampla distribuicdo geografica (MORAES et al., 1986) e foi introduzida em pomares de
macieira no Sul do Brasil em 1992 visando reduzir as populagcfes das espécies Panonychus
ulmi e T. urticae. O potencial de controle dessas espécies fitofagas por N. californicus foi
demonstrado nos Estados Unidos e em alguns paises da Europa. No Brasil, esse acaro ja esta
sendo liberado em plantios de ornamentais na regido de Holambra - SP.

Outra espécie com potencial para ser utilizada é Neoseiulus barkeri
(Hughes) (Acari: Phytoseiidae) que tem sido empregada com sucesso para o controle do acaro
branco Polyphagotarsonemus latus em varios tipos de cultivos protegidos. Alem disso, o acaro
N. barkeri ¢ um bom controlador de algumas espécies de tripes, como Frankliniella
occidentalis, que constitui uma praga importante no cultivo de plantas ornamentais (FAN &
PETITT, 1994).

Esses acaros predadores usam grande variedade de estimulos para
localizar suas presas, entre 0s quais destacam-se estimulos olfativos por elas emitidos
(cairomdnios), assim como aqueles liberados pelas plantas hospedeiras (sinomdnios)
(COLLIER et al., 2000).

O uso de entomopatdgenos e outros inimigos naturais (parasitoides,
predadores, nematdides) como agentes alternativos de controle de pragas vem aumentando
rapidamente em cultivos protegidos. Os agentes de controle frequentemente sdo introduzidos
simultaneamente ou com muita proximidade uns dos outros, principalmente para o controle de
pragas que tém altas taxas de reproducdo e um controle dificil se for usado apenas um agente

de controle biolégico (GULLINO et al., 1999). Entretanto, esses agentes podem atuar de
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maneira sinérgica, aditiva ou antagonista. Interagdes sinérgicas entre patdgenos e outros
inimigos naturais aumentam a eficacia de controle, entretanto interagfes antagonistas podem
reduzir totalmente a eficacia (ROY & PELL, 2000).

Nos ultimos anos vem crescendo a exigéncia para a avaliagdo
toxicologica do efeito dos pesticidas sobre a fauna benéfica, no entanto, pouco se tem feito em
relacdo a acdo desses produtos em insetos (IZQUIERDO & FORTUNY, 1997). Pelo fato de,
em geral, 0s biopesticidas serem menos nocivos ao ambiente, muitas vezes minimiza-se sua
possivel influéncia sobre 0s insetos Uteis e por isso 0s estudos toxicoldgicos nao sdo realizados
(VAZQUEZ, 2002).

Os entomopatdgenos podem influenciar nas populacgdes de parasitdides
e predadores, mas, geralmente, muito menos do que os impactos provocados pelos inseticidas
quimicos nessas populacdes (JAQUES & MORRIS, 1981). Alguns entomopatdgenos podem
prejudicar os parasitoides das seguintes maneiras: infec¢do do parasitoide, producdo de fatores
toxicos, ou até mesmo pela morte do hospedeiro antes que o parasitdide complete seu
desenvolvimento. Porém, em algumas relacGes entre patdgenos e parasitoides, existem
aspectos benéficos que contribuem aumentando o controle do inseto-praga (CROFT, 1990;
GOETTEL et al., 1990; BROOKS, 1993 citados por LOUREIRO 2001).

Os predadores podem interagir com os patdégenos apds serem atingidos
diretamente durante as aplica¢fes, quando entram em contato com plantas contaminadas ou
quando se alimentam de insetos ja infectados; ainda podem servir como agentes
disseminadores de patdgenos. A atuacdo deletéria dos entomopatdgenos sobre os predadores
pode ocorrer atraves da inviabilizacdo dos ovos, larvas e adultos, alteracéo do ciclo do inseto,
dificuldade no encontro da presa e alimentacdo (MAGALHAES et al., 1998).

A realizagdo de estudos de impacto ambiental que permitam
determinar o efeito de entomopatdgenos sobre essas populacdes de inimigos naturais deve ser
considerada, pois 0 uso de entomopatdgenos deve permitir a acdo natural destes insetos
(PACHON & COTES, 1997).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Fungo Utilizado

O isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii € proveniente do
Laboratorio de Ecologia de Microrganismos, da FCAV/UNESP, Jaboticabal/SP, e foi obtido
da cochonilha verde Coccus viridis Green (Hemiptera: Coccidae). Apos a reclassificacdo
recente realizada por Zare e Gams (2001), o isolado foi remetido ao Dr. Richard A. Humber
(USDA-ARS Colletion of Entomopathogenic Fungal Cultures, Plant Protection Research Unit,
US Plant, Soil & Nutrition Laboratory, Ithaca, NY) para a confirmacdo da especie. O fungo,
conservado em 6leo mineral, foi multiplicado através de repicagens em placas de Petri com
BDA, incubadas durante 12 dias a 25,5 + 0,5 °C em B.O.D., para obtencdo de culturas jovens

para a utilizag&o nos ensaios.

3.2 Efeito de Diferentes Concentracfes de Lecanicillium lecanii a Tetranychus

urticae

Para o teste de patogenicidade foi utilizado o acaro rajado Tetranychus

urticae Koch (Acari: Tetranichidae) proveniente da criacdo, em folhas de feijao-de-porco
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(Canavalia ensiformis), localizada no Laboratério de Controle Biolégico do Instituto
Biologico - Campinas/SP.

Foram avaliadas as suspensfes de conidios, obtidos do cultivo do
fungo produzido em arroz, padronizadas em 5 x 10° 1 x 10’, 5 x 10", 1 x 10® e 5 x 10°
conidios/mL. O volume de 1 mL das suspens@es foi pulverizado através da Torre de Potter
adaptada (Figura 1a) nas arenas com folhas de feijdo-de-porco e algoddo umedecido servindo
como barreira para evitar a fuga dos acaros (Figura 1b). A testemunha absoluta foi pulverizada

apenas com agua destilada.

Figura 1. a) Torre de Potter adaptada e b) arena para pulverizagdo de suspensdes
fangicas e acondicionamento dos acaros.

Ap0s breve secagem da suspensdo foram colocados 15 &caros em cada
folha. As placas foram tampadas, vedadas com filme plastico e acondicionadas em B.O.D. a
25,5 + 0,5 °C e fotofase de 12 horas. As avaliacbes da mortalidade dos &caros foram
realizadas, com auxilio de um microscopio esteroscépio, diariamente até o 10° dia ap6s a

pulverizacdo. Os acaros mortos foram transferidos para cdmaras umidas (placas de Petri com
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algoddo umedecido e vedadas com filme pléstico) para que fosse confirmada a morte pelo
entomopatogeno.
A concentragdo letal (CLsg) e o0s tempos letais (TLsg) foram

determinados através da Analise de Probit.

3.3 Compatibilidade de Lecanicillium lecanii a Agrotdxicos em Condigdes de
Laboratdrio e Estufa

Os ensaios de compatibilidade em laboratério e em estufa foram
realizados em etapas devido a quantidade de produtos a serem testados, ao numero de

repeticbes e para um melhor andamento das avaliacGes.

3.3.1 Em Laboratério

Foram avaliados 20 agrotoxicos, dentre eles, os recomendados
(COMPENDIO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS, 1999) e utilizados no controle de pragas e
doencas na cultura do crisantemo (Tabela 1).

Para avaliacdo da compatibilidade, o fungo L. lecanii foi repicado em
meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) contendo o0s agrotoxicos na dosagem
recomendada pelo fabricante. O meio de cultura foi autoclavado a 1 atm (121 °C) por 20
minutos e, antes da solidificacdo, a uma temperatura de aproximadamente 45 °C, foram
acrescentados os produtos. Em seguida, a mistura foi vertida em placas de Petri de 9 cm de
diametro e a testemunha foi representada pelo meio de cultura especifico sem produto. Apés a
solidificacdo do meio, o fungo foi transferido atraves de trés pontos nas placas, com auxilio de
uma alga de platina. As placas repicadas foram mantidas em camara de germinagéo (B.O.D.)
durante 16 dias a temperatura de 25,5 + 0,5 °C e fotofase de 12 horas. Para avaliacdo do
crescimento vegetativo foram medidos dois didmetros da colénia com régua comum. Em
seguida, essas col6nias foram recortadas com estilete flambado e colocadas em tubos de

ensaio com 10 mL de uma suspensdo autoclavada de agua destilada e espalhante adesivo
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(Tween 80®) a 0,1%. Essa suspensdo foi agitada em agitador elétrico de tubos, para extracio e
posterior contagem dos conidios em camara de Neubauer.

Para o teste de viabilidade, em placas de Petri de plastico foi colocada
uma fina camada de BDA com pentabidtico (0,5 g/L). Apds a solidificacdo do meio, cada
placa recebeu 0,1 mL das suspens@es fungicas, preparadas para a contagem de conidios. As
suspensdes foram espalhadas com auxilio de uma alca de Drigalsky, flambada e devidamente
resfriada.

Posteriormente, essas placas foram mantidas por 15 horas em B.O.D. a
25,5 + 0,5 °C e fotofase de 12 horas. Apds esse tempo, as placas foram observadas em
microscopio com aumento de 400 vezes para a contagem de 100 conidios, germinados e nédo
germinados, estabelecendo-se uma proporcao.

Cada tratamento foi avaliado através de seis repeticdes tanto para o
crescimento radial, quanto para a esporulacgéo e a viabilidade.

O célculo do fator de compatibilidade dos produtos fitossanitarios foi

feito através da formula proposta por Alves et al. (1998),
T=20 (CV) + 80 (ESP)/100, onde:
T: valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulacéo para a classificacdo do produto;
CV: porcentagem de crescimento vegetativo com relacdo a testemunha;
ESP: porcentagem de esporulagdo com relacdo a testemunha.

Os valores de T foram comparados com os limites estabelecidos de: 0-

30= muito toxico; 31-45= toxico; 46-60= moderadamente toxico e > 60= compativel.
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Tabela 1 - Agrotdxicos recomendados e utilizados para controle de pragas e doengas da

cultura do crisantemo.

Nome comercial

Ingrediente ativo

Dosagens recomendadas

Fungicidas
Alto 100 GR cyproconazole 10 a 15mL/100L agua
Antracol 700 PM propineb 3,0 kg/ha
Cercobin 700 PM tiofanato metilico 70 g/100L agua
Cuprozeb mancozeb + oxicloreto de cobre 200 ¢/100 L agua
Dithane PM mancozeb 200 g/ha
Folicur 200 CE tebuconazole 1,0 L/ha
Rovral SC iprodione 100 mL/100 L agua

Stratego 250 EC

propiconazole + trifloxistrobina

400 mL/100 L agua

Inseticidas
Actara 250 WG thiametoxam 400 g/ha
Azodrin CE monocrotofds 100mL/100L agua
Confidor 700 Grda imidacloprid 100 a 360 g/ha
Dicarzol 500 OS hidrocloreto de formetanato 1509/100L &gua
Lannate BR metomil 100 mL/100 L &gua
Mesurol 500 SC metiocarbe 150 mL/100 L &gua
Orthene 750 BR acefato 100g/100L &gua
Provado 200 SC imidacloprid 100 mL/100 L &gua
Thiodan CE endosulfan 1,0a15L/ha
Trigard 700 PM ciromazina 15¢/100 L agua
Acaricidas
Omite 720 CE BR propargite 30 mL/100L &gua
Vertimec 18 CE abamectina 25 a 50 mL/100 L &gua
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3.3.2 Em Estufa

O ensaio foi realizado na estufa do Laboratdrio de Controle Bioldgico,
em condic¢des de temperatura em torno de 27°C e umidade relativa ao redor de 70%, e foram
aplicados os tratamentos com os produtos classificados, no experimento anterior (3.3.1), como
incompativeis ao fungo. Esses produtos foram misturados, proporcionalmente, as suas
dosagens recomendadas, em 150 mL de agua destilada e foram inicialmente pulverizados em
seis vasos de crisantemo da variedade White Mega Time.

Em seguida, a mesma quantidade de suspensdo padronizada (1 x 10’
con./mL) de JAB 02 foi pulverizada nos mesmos vasos. A testemunha recebeu apenas a
suspensdo fangica. As 0, 24, 48 e 72 horas ap6s a pulverizacdo foram retiradas aleatoriamente
quatro folhas de cada um dos seis vasos e foi feita uma lavagem com 150 mL de agua
destilada esterilizada. Desta suspensdo, 0,1 mL foi transferido e distribuido com alga de
Drigalsky em placas de Petri contendo BDA e pentabiotico (0,5 g/L). As placas foram
incubadas em B.0.D. a 25,5 £ 0,5 °C fotofase de 12 horas durante 7 dias. Apds esse periodo

foram contadas as colonias de L. lecanii formadas nas placas.

3.4 Patogenicidade de Lecanicillium lecanii, Cultivado em Meio de Cultura

contendo Inseticidas e Acaricidas, ao Acaro Rajado Tetranychus urticae

As suspensdes do fungo, obtidas no ensaio de compatibilidade em
laboratério, com os inseticidas e acaricidas, preparadas anteriormente para a contagem e
viabilidade dos conidios (3.3.1) foram padronizadas em 1 x 10’ conidios/mL. O nimero de
acaros utilizados, a quantidade pulverizada, o acondicionamento dos acaros em placas de Petri
e a confirmacdo da mortalidade foram os mesmos descritos no item 3.2. As avaliacbes da

mortalidade ocorreram aos 2, 4 e 6 dias.
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3.5 Compatibilidade de Lecanicillium lecanii a Nematoides Entomopatogénicos

Os ensaios de compatibilidade de nematdides seguiram a metodologia
do protocolo de Vainio (1992), com algumas modificaces.

3.5.1 Teste de Viabilidade

Foram preparadas suspensfes padronizadas nas concentragdes de
5x 10°%, 1 x 10" e 5 x 10’ conidios de L. lecanii/mL com viabilidade de 94% e a suspens&o dos
nematoides entomopatogénicos, Steinernema sp. (CB n6) e Heterorhabditis indica (CB n5),
procedentes da Colecdo de Microrganismos Entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu”
(Instituto Bioldégico) que foram multiplicados, para os ensaios, através da inoculacdo de
lagartas de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae).

Os nematoides foram contados em lamina de Peters, para que fosse
feito o calculo da quantidade necesséaria de nematoides a ser filtrada para utilizacdo na mistura
com as suspensdes do fungo. Em cada placa de Petri, contendo 20 mL de suspenséao, foi
colocado o papel de filtro contendo os 500 nematoides obtidos através da filtracdo em bomba
de vacuo. A testemunha foi composta por agua destilada e somente os nematdides filtrados.
Apbs 4, 8, 12 e 24 horas as placas foram levadas para um microscopio esteroscopio onde
foram contados 100 nematoides, entre vivos e mortos, estabelecendo-se uma proporgao.

3.5.2 Teste de Infectividade

Os 5.000 nematdides, quantificados através da lamina de Peters, foram
misturados, em erlenmeyers de 250 mL, as suspensdes padronizadas de L. lecanii nas mesmas
concentracfes anteriores e permaneceram em “shaker” durante o periodo de 4, 8, 12 e 24
horas na rotacdo de 200 rpm. Apés cada tempo o material foi retirado e, para cada placa de
Petri, foram filtrados em papel filtro, com auxilio de bomba de vacuo, 10 mL das suspensdes,
suficientes para a obtencdo de 500 nematdides/placa. Apos ser colocado na placa, esse papel

de filtro recebeu 1 mL de &gua destilada e, posteriormente, 3 lagartas da traca dos favos
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Galleria mellonella. A testemunha foi representada apenas pela suspensao dos nematoides em
agua destilada.

A avaliacdo da mortalidade das lagartas foi acompanhada diariamente
e as lagartas mortas foram colocadas em armadilha de White para confirmar a mortalidade
pela acdo dos nematdides. Esta armadilha foi montada com uma placa de Petri contendo

solucéo de formol 1%, uma tampinha plastica e um pedaco de papel filtro (Figura 2).

Figura 2. Armadilha de White.

3.6 Seletividade de Lecanicillium lecanii a Acaros Predadores

As espécies de acaros predadores, Neoseiulus barkeri (Hughes) e N.
californicus (Mc Gregor) (Acari: Phytoseiidae), foram provenientes da criagdo mantida no
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.

As concentracdes padronizadas de 5 x 10°, 1 x 10" e 5 x 10’
conidios/mL de L. lecanii foram pulverizadas conforme descrito em 3.2. Apds a pulverizacdo
das suspenstes e breve secagem das folhas, foram colocados os &caros rajados e
posteriormente os &caros predadores.

As placas foram mantidas em B.O.D. a 25,5 + 0, 5 °C e a mortalidade

dos predadores avaliada a cada 2 dias durante 8 dias. Foram feitas 6 repeticdes e cada arena foi
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composta por 5 acaros predadores, totalizando 30 &caros/tratamento. Os &caros rajados foram

colocados a vontade e repostos conforme a necessidade.

3.7 Analise Estatistica

O delineamento experimental de todos os ensaios foi inteiramente
casualizado (DIC) com 6 repeticGes e a analise foi realizada através do programa ESTAT 2.0.
Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia e, na significancia desta, foi feito o teste de
Tukey a 5% para a comparacdo entre as médias.



29

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito de Diferentes Concentragfes de Lecanicillium lecanii a Tetranychus

urticae

O fungo, em todas as concentragdes, foi patogénico ao &caro rajado e
as maiores concentracdes proporcionaram as maiores mortalidades no periodo final de
avaliacdo (Figura 3). Do 6° para o 7° dia, houve um aumento na mortalidade de 43% a 62%,
na concentracdo de 5 x 10° con./mL, ou seja, 19% de aumento, enquanto para as demais
concentragdes os aumentos de mortalidade ficaram entre 7 e 10%, no mesmo periodo.

No décimo dia de avaliagéo, as porcentagens de mortalidades variaram
entre 49 e 90%. A concentracdo de 5 x 10° con./mL proporcionou a maior mortalidade e
5 x 10° causou a mortalidade menor (Figura 3).

As mortalidades ndo confirmadas ou devido a outras causas néo
passaram de 10% e podem ser explicadas pela possivel entrada e estabelecimento de outros
microrganismos no cadaver do acaro antes do desenvolvimento e da colonizacdo pelo fungo
entomopatogénico (ALVES et al., 2002).
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Mortalidade confirmada acumulada (%)
(o]
o

1° 20 30 40 50 6 7° 8° 9 100

Periodo de avaliacgdo (dias)

W5 x 1076 con./mL O 1 x 1077 con./mL @5 x 10~7con./mL O 1x 1078 con./mL 05 x1078 con./mL
Figura 3. Mortalidade confirmada de Tetranychus urticae pulverizado com suspensoes
contendo diversas concentraces de conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii
(T=25,5 + 0,5 °C e Fotofase= 12 horas).

Alguns acaros apresentaram sintomas de infec¢do pelo patdgeno como
tremores nas pernas e capacidade reduzida de locomogéo. Outros, ainda vivos, apresentaram
sinais de infeccdo pelo isolado JAB 02. Os cadaveres que apresentaram aspecto algodonoso,
decorrentes do crescimento micelial e colonizacdo pelo patogeno, foram considerados como
mortalidade confirmada (Figura 4). Esta confirmacdo da mortalidade comprova a capacidade
do entomopatdgeno completar seu ciclo no interior do hospedeiro (TAKADA, 2002).

Outros &caros apresentaram aspecto de podriddo e ndo foi verificada a
esporulacdo do fungo em estudo, sendo considerados como mortalidade ndo confirmada ou

mortalidade devido a outras causas.
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Figura 4. Confirmacdo da mortalidade de Tetranychus urticae apés pulverizacdo de diferentes

concentragdes do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii.

A concentragdo letal suficiente para matar 50% da populagdo (CLso)

foi de 5,25 x 10° con./mL no final dos dez dias de avaliacdo (Figura 5) e o menor tempo letal
(TLso) foi de 5,73 dias obtido na maior concentrago (5 x 10% con./mL) (Tabela 2).

100

90

80 -

Mortalidade confirmada (%)

20 A

10

70

60 -

50

40

30 1

5x 10°

p= 0,345 + 0,693 log x

1 2 3 4 5 6

Log da concentragéo

Figura 5. Mortalidade de Tetranychus urticae dez dias apds a aplicacdo do isolado JAB 02 de

Lecanicillium lecanii, nas concentracdes de 5 x 10°, 1 x 10°, 5 x 10", 1 x 10® e 5 x 10®
conidios/mL a T=25,5 °C, fotofase =12 horas e UR em torno de 70%.



32

Tabela 2. Tempos letais medianos (TLsg) em dias, Intervalos de Confianga (. C.) e equagéo de
regressao linear obtidos pela analise Probit para a mortalidade de Tetranychus urticae pelo

isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii.

Concentracéao (conidios/mL) TLso I.C. Equacao
5x 10° 10,84 (9,73; 12,58) y = 1,906 + 2,988.logx
1x 10’ 10,25 (9,20; 11,89) y = 2,280 + 2,691.logx
5 x 10’ 6,89 (6,57; 7,24) y = 1,034 + 4,731.logx
1x10® 7,12 (6,12; 8,65) y = 1,372 + 4,254 logx
5 x 10° 5,73 (5,45; 6,02) y = 1,631 + 4,440.logx

A concentracdo letal aplicada no campo contra 0 hospedeiro podera
afetar seu grau de controle. E importante aplicar a concentracio requerida do patdgeno, de
maneira adequada e no tempo certo, para obter um bom controle da praga (TANADA &
KAYA, 1992).

Loureiro (2001) avaliou a patogenicidade de Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus e do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii
sobre ninfas de terceiro instar dos pulgdes Aphis gossypii e Myzus persicae. Foram aplicadas
as concentracdes de 1 x 10°, 0,5 x 107, 1 x 107, 0,5 x 10° e 1 x 10° con./mL. Os tempos letais
diminuiram & medida que foram aumentando as concentracdes, entretanto, foram encontrados
tempos letais mais longos em concentracbes maiores para 0s quatro fungos
entomopatogénicos avaliados. Para A. gossypii, a dosagem de 0,5 x 10° de L. lecanii foi mais
eficiente, com tempo letal (TLsg) de 2,59, seguido de 1 x 10° com TLs de 2,81 dias. Ap6s
oito dias de infeccdo, foram observadas mortalidades em torno de 100% em todas as
concentracOes. Ja para M. persicae, o fungo L. lecanii foi o mais lento com TLs de 3,26 dias
para 1 x 10 con./mL. Verificou-se que o tempo letal para os afideos tratados com JAB 02 foi
bem menor do que o encontrado para o acaro rajado. Essa diferenca nos tempos letais
evidencia a desigualdade de viruléncia do patdgeno nas diferentes espécies que ele pode
controlar.

A acdo lenta do fungo pode estar ligada ao modo de aplicacdo ou,

ainda pode ser uma suscetibilidade da populacdo em funcdo da época da coleta, condicdo
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fisioldgica, ou de reacdes especificas do fungo nos processos de penetracdo, colonizagéo, acao
de toxinas e mecanismos de defesa do inseto (BATISTA FILHO et al., 1995).

Tamai et al. (1999) pulverizaram concentracdes de 5 x 10° a 1 x 10°
con./mL para avaliar a patogenicidade do isolado 447 de B. bassiana obtido de Solenopsis
invicta sobre T. urticae. Foi verificada uma baixa viruléncia para todos os tratamentos, mesmo
nas concentracbes mais elevadas, até o 6° dia de avaliacdo. As mortalidades confirmadas
variaram, da menor a maior concentracao, entre 1,7 e 28,3%, respectivamente. Os autores
utilizaram um método diferente. Nesse caso, as folhas de feijdo-de-porco é que foram imersas
por 30 segundos em 10 mL da suspensdo fungica e depois da secagem da folha é que os acaros
foram colocados.

Com objetivo de selecionar isolados de B. bassiana patogénicos a T.
urticae, Tamai (2002) verificou que alguns isolados proporcionaram mortalidades confirmadas
superiores a 80% entre 0 3° e 5° dia evidenciando neste caso a agdo rapida do patdgeno. A
inoculacdo dos acaros foi realizada através da pulverizacdo de 2 mL das suspensdes
diretamente sobre eles nas folhas de feijao.

Rangel e Correia (2003) avaliaram a viruléncia de isolados de
Aphanocladium album e Lecanicillium lecanii em ninfas (de terceiro e quinto instar) e adultos
do percevejo-de-renda da seringueira Leptopharsa heveae testando duas concentragdes: 2,4 x
10° e 2,4 x 10 con./mL. Foi verificada baixa mortalidade na concentragdo de 2,4 x 10°
con./mL com apenas um isolado matando 50% das ninfas de terceiro instar. J& para os adultos,
0 isolado ARSEF 6431 de L. lecanii foi o mais virulento apresentando TLso de apenas 2 dias.
Este isolado causou mortalidade de 85% em 12 dias.

Arzone e Marletto (1984) constataram mortalidade de 60% em adultos
do percevejo-de-renda do Platano, Corythucha ciliata, por L. lecanii no 12° dia em
concentracdes entre 2,5 a 3,0 x 10” con./mL.

Shi & Feng (2004) avaliaram o efeito letal dos fungos B. bassiana, M.
anisopliae e P. fumosoroseus sobre os ovos do acaro T. cinnabarinus. Apesar da variacdo na
infectividade para os dez isolados testados, as trés espécies de fungos foram capazes de

inviabilizar os ovos deste 4caro.
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Diante disto, fica evidente que a viruléncia de um fungo depende do
inseto praga, pois a maneira e a agressividade como este entomopatdgeno atua € muito

variavel entre as diferentes espécies de artropodes.

4.2 Compatibilidade de Lecanicillium lecanii a Agrotoxicos em Condicbes de

Laboratoério e Estufa

4.2.1 Em Laboratoério

Através da analise estatistica pode ser observada diferenca entre as
testemunhas e todos os fungicidas avaliados em relagdo ao crescimento vegetativo e
reprodutivo, mostrando que os produtos influenciaram tanto no crescimento da colonia quanto
na producdo dos conidios (Tabela 3).

Os produtos Dithane, Folicur, Antracol, Cercobin e Stratego
suprimiram o crescimento e a esporulacdo do isolado. Nas testemunhas obteve-se valores
maiores e estatisticamente diferentes dos tratamentos em que os fungicidas foram adicionados
ao meio de cultura (Tabela 3).

Em relacdo a viabilidade dos conidios produzidos, a testemunha nao
diferiu estatisticamente dos tratamentos Cuprozeb, Alto 100 (dosagem maxima) e Rovral e
verificou-se que, apesar da influéncia dos fungicidas no crescimento das coldnias e também na
esporulacdo do fungo, os conidios produzidos ndo tiveram sua capacidade de germinacéo
afetada (Tabela 3).

Esta elevada germinacdo dos conidios produzidos na presenca de
alguns produtos pode ter ocorrido devido a degradagdo e metabolizacdo dos principios toxicos
das moléculas quimicas pelo fungo (ALVES et al., 1998).

Resultado semelhante foi encontrado por Loureiro et al. (2002) para
este mesmo isolado e os fungicidas Folicur, Dithane e Cercobin em relag&o ao crescimento e

esporulacao.
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Tabela 3 - Médias do crescimento, esporulacdo e viabilidade de conidios do isolado JAB

02 de Lecanicillium lecanii submetido a diferentes fungicidas apos 16 dias de incubacéo a

T=25,5 +0,5°C e fotofase de 12 horas.

Tratamentos Diametro (cm) Conidios (x 10’/mL)  Viabilidade (%)
Testemunha 4,47 a 1,78 a 95,0 a
Cuprozeb 183 b 021 b 91,0 a
Dithane 0,00 c 0,00 c 0,00 b
Folicur 0,00 c 0,00 c 0,00 b
Teste F 31464,51** 465,24** 1679,83**
C.V. (%) 1,85 19,62 6,90
Tratamentos Diametro (cm) Conidios (x 10’/mL)  Viabilidade (%)
Testemunha 4,72 a 09 a 96,0 a
Alto 100 méax. 146 b 0,22 b 958 a
Antracol 0,00 C 0,00 C 0,00 b
Cercobin 0,00 C 0,00 C 0,00 b
Stratego 0,00 c 0,00 c 0,00 b
Teste F 6845,45** 485,63** 5251,60**
C.V. (%) 4,90 19,52 4,63
Tratamentos Diametro (cm) Conidios (x 10’/mL)  Viabilidade (%)
Testemunha 4,28 a 2,47 a 996 a
Alto 100 min. 1,49 c 0,15 C 96,0 b
Rovral 3,49 b 0,56 b 100 a
Teste F 3240,04** 107,95** 7,47%*
C.V. (%) 2,00 27,51 2,02

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F

C.V.= Coeficiente de Variacdo
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Cintra (2004) verificou que o produto Folicur também foi responsavel
pelo ndo crescimento do isolado IBCB 425 de Metarhizium anisopliae, ja no tratamento com o
fungicida Alto 100 o desenvolvimento também ndo foi observado. Resultado semelhante foi
obtido por Trama et al. (2001) para L. lecanii. O crescimento e a esporulacdo ndo foram
observados no tratamento com o produto em que uma das moléculas é o cyproconazole,
mostrando a influéncia negativa do fungicida. Esses resultados discordam dos obtidos, pois,
para JAB 02 houve um pequeno crescimento e pouca esporulacdo (Tabela 3).

A compatibilidade dos fungicidas Antracol e Dithane, em trés
dosagens diferentes, foi estudada por Duran et al. (2004) para o fungo B. bassiana cepa 447.
Eles também observaram que estes produtos ndo proporcionaram crescimento desta cepa
sendo esses fungicidas, os que causaram os efeitos mais letais entre os produtos avaliados.

O crescimento radial do fungo, cultivado em meio com os produtos
Orthene, Vertimec na dose minima e Lannate, ndo apresentou diferenca estatistica em relacao
as suas respectivas testemunhas. Ja com o produto Provado observou-se crescimento radial
maior que na testemunha diferindo estatisticamente. O Unico produto testado em que ndo se
observou crescimento do fungo foi Thiodan na dosagem méxima (Tabela 4).

A producdo de conidios, pelo fungo na testemunha diferiu
estatisticamente da ocorrida nos tratamentos contendo os inseticidas Confidor nas dosagens
méaxima e minima e Orthene e também diferiu das dosagens méxima e minima de Thiodan e
de Trigard, ou seja, a exposic¢ao do fungo a esses produtos causou uma reducdo na esporulacao
(Tabela 4).

Ja os produtos Actara, Dicarzol, Mesurol, Azodrin, Lannate, Omite,
Provado e Vertimec nas duas dosagens utilizadas foram estatisticamente semelhantes as
respectivas testemunhas (Tabela 4). A presenca destes produtos no meio de cultura ndo afetou
a esporulacéo do fungo.

Quanto a viabilidade, pode ser observado que os conidios ndo foram
afetados pelos produtos quimicos quando produzidos nos meios de cultura com esses
compostos, apresentando valores de viabilidade superiores a 92%, com exce¢do do produto
Thiodan na dosagem méxima que nao produziu conidios (Tabela 4).
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Tabela 4 - Médias do crescimento, esporulacao e viabilidade de conidios do isolado JAB 02 de

Lecanicillium lecanii submetido a inseticidas e acaricidas ap6s 16 dias de incubacao a T=25,5
+ 0,5 °C e fotofase de 12 horas.

Tratamentos Diametro (cm) Conidios (x 10’/mL)  Viabilidade (%)
Testemunha 4,77 a 2,33 a 975 a
Confidor max. 4,33 C 1,44 b 98,7 a
Confidor min. 448 Dbc 1,23 b 99,1 a
Orthene 4,62 ab 1,56 b 98,3 a
Teste F 20,90** 9,61** 1,00 ™
C.V. (%) 2,22 23,09 1,75
Tratamentos Diametro (cm) Conidios (x 10’/mL)  Viabilidade (%)
Testemunha 430 a 2,64 ab 996 a
Thiodan max. 0,00 d 0,00 C 0,00 b
Thiodan min. 1,85 C 0,24 C 100 a
Vertimec méax. 401 b 3,00 a 993 a
Vertimec min. 4,29 a 224 b 99,3 a
Teste F 1761,52** 117,59** 29801,17**
C.V. (%) 3,86 19,46 0,79
Tratamentos Diametro (cm)  Conidios ( x 10"/mL) Viabilidade (%0)
Testemunha 447 a 1,78 a 946 Dbec
Actara 415 b 1,96 a 92,6 C
Dicarzol 4,02 c 1,44 a 98,0 ab
Mesurol 3,42 d 1,39 a 99,0 a
Teste F 605,43** 1,79™* 7,25%*
C.V. (%) 1,09 30,29 2,78




(continuacéo)
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Tratamentos Diametro (cm)  Conidios (x 10"/mL) Viabilidade (%0)
Testemunha 453 a 158 a 97,3 a
Azodrin 427 b 1,60 a 96,8 a
Lannate 453 a 1,81 a 96,0 a
Teste F 8,69** 0,39™* 0,49™
C.V. (%) 2,79 29,29 2,45
Tratamentos Diametro (cm)  Conidios ( x 10°/mL) Viabilidade (%0)
Testemunha 401 b 0,92 a 98,0 b
Omite 407 b 0,96 a 99,3 ab
Provado 4,28 a 0,84 a 98,5 ab
Trigard 402 b 054 b 99,6 a
Teste F 13,55** 14,62** 4,92**
C.V. (%) 2,07 14,92 0,85

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F

" = ngo significativo

C.V.= Coeficiente de Variacdo

Neves et al. (2001), Cavalcanti et al. (2002), Loureiro et al. (2002) e

Andalo et al. (2004) verificaram a compatibilidade de alguns produtos ao fungo Beauveria

bassiana e também observaram que, em relacéo a esporulagéo, o produto Actara ndo diferiu

da testemunha. Almeida et al. (2003) avaliaram duas doses de Actara (30 e 200g/ha) para 0s

fungos B. bassiana, M. anisopliae e L. lecanii e verificaram que a esporulacdo de M.

anisopliae ndo diferiu da testemunha nas duas dosagens. J& para L. lecanii a maior dosagem

diferiu da testemunha, indicando reducdo na producdo de conidios e para B. bassiana a

dosagem maior foi a que néo diferiu.
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Avaliando duas dosagens de Actara, Batista Filho et al. (2001)
obtiveram resultados semelhantes, para a esporulacdo dos fungos B. bassiana (IBCB 66), M.
anisopliae (SPL 358) e Sporothrix insectorum (IBCB 79). O resultado foi semelhante para
estes fungos nos tratamentos com as duas dosagens do produto Confidor, com excecdo do
fungo M. anisopliae na dosagem minima, que apresentou reducdo na producdo de conidios.
Neves et al. (2001) avaliaram trés dosagens diferentes deste mesmo produto e verificaram que
para os fungos B. bassiana (447), M. anisopliae (E 9) e Paecilomyces sp. (CNPSo P77) as
dosagens recomendadas também ndo influenciaram na producgéo dos conidios. A esporulacao
do isolado UFLA-4 de B. bassiana também ndo foi influenciada pela utilizagdo de Confidor
(CAVALCANTI et al., 2002).

Todos os fungicidas avaliados foram classificados como toxicos ou
muito tdxicos. J& entre os inseticidas e acaricidas avaliados somente Thiodan, nas duas
dosagens, foi classificado como muito toxico e os demais produtos foram compativeis (Tabela
5).

Esses resultados concordam com os obtidos por Tamai et al. (2002)
para os fungicidas Cercobin, Dithane, Folicur e Rovral, os inseticidas Confidor, Orthene e
Provado, e o acaricida Vertimec em relagdo ao isolado PL 63 de B. bassiana. Apesar de ter
sido utilizado 0 mesmo método, para alguns produtos como o acaricida Omite e os inseticidas
Dicarzol, Lannate, Mesurol e Trigard, classificados neste trabalho como compativeis, nao
seguiram a mesma classificacdo apresentada por Tamai et al. (2002).

A classificagdo de Omite e Trigard foi moderadamente tdxico;
Dicarzol e Mesurol muito téxico e Lannate toxico para o fungo B. bassiana. 1sso mostra a
grande diversidade genética natural encontrada entre as diferentes espécies de fungos

entomopatogénicos e até mesmo a variabilidade entre isolados de uma mesma espécie.



Tabela 5 — Valores de T e classificacdo dos agrotoxicos recomendados e
utilizados na cultura do crisdntemo quanto a compatibilidade ao isolado
JAB 02 de Lecanicillium lecanii em laboratorio.

Produto Valoresde T Classificacdo™
Fungicidas
Alto 100 Mé&ximo 27,83 MT
Alto 100 Minimo 11,80 MT
Antracol 0 MT
Cercobin 0 MT
Cuprozeb 23,92 MT
Dithane 0 MT
Folicur 0 MT
Rovral 34,37 T
Stratego 0 MT
Inseticidas
Actara 106, 65 C
Azodrin 99,65 C
Confidor Maximo 67, 94 C
Confidor Minimo 61,01 C
Dicarzol 82,69 C
Lannate 111,00 C
Mesurol 70,12 C
Orthene 72,93 C
Provado 94,11 C
Thiodan Maximo 0 MT
Thiodan Minimo 16,38 MT
Trigard 66,44 C
Acaricidas
Omite 61,30 C
Vertimec Mé&ximo 115,45 C
Vertimec Minimo 92,49 C

* C = compativel, MT = muito tdxico, T= toxico.



41

Um dos principais fatores envolvidos no nivel de toxicidade dos
produtos fitossanitarios aos fungos entomopatogénicos € o modo de acdo do ingrediente ativo.
Moléculas como mancozeb pertencem ao grupo dos fungicidas protetores, que se caracterizam
por apresentarem atividades em multiplos sitios de acdo, afetando grande nimero de processos
vitais de fungos fitopatogénicos (GHINI & KIMATI, 2000). Assim, verificou-se que essa
molécula ndo foi seletiva ao isolado JAB 02 de L. lecanii.

Os produtos Confidor e Provado que possuem 0 mesmo principio ativo
foram compativeis ao isolado JAB 02 de L. lecanii (Tabela 5) mostrando que ndo houve efeito
desta molécula sobre o fungo, apesar da diferenca na formulacéo do produto.

Segundo Morris (1977), a presenca de emulsionantes, inertes e outros
aditivos nas formulag6es contribui para agravar o problema da compatibilidade dos inseticidas
com entomopatdgenos, constituindo mais um fator importante a ser considerado e controlado
na elaboracao de produtos comerciais.

O inseticida Actara 250 WG foi classificado como compativel (Tabela
5) concordando com os resultados obtidos por varios autores (Batista Filho et al., 2001; Neves
et al., 2001; Cavalcanti et al. 2002; Loureiro et al., 2002; Almeida et al., 2003; Oliveira et al.,
2003; Andalo et al., 2004).

Tanzini et al. (2002) verificaram a compatibilidade dos fungos B.
brongniartii (619), L. lecanii (972), M. anisopliae (1144 e 1189), P. fumosoroseus (1200), S.
insectorum (1229) e B. bassiana (1196), que podem ser utilizados no controle do percevejo-
de-renda da seringueira (L. heveae), a alguns produtos fitossanitarios utilizados nesta cultura.
O principio ativo monocrotofés (Nuvacron®) foi compativel aos fungos testados com excecéo
dos dois isolados de M. anisopliae avaliados. O resultado semelhante encontrado para L.
lecanii, para o produto Azodrin, de mesmo principio ativo, indica que as diferentes
formulagdes ndo causaram efeito sobre os fungos.

O inseticida Thiodan foi classificado como muito toxico (Tabela 5),
resultado que concorda com o0s obtidos por Batista Filho et al. (2001) em seu trabalho de
compatibilidade com os fungos B. bassiana (isolado IBCB 66), M. anisopliae (isolado SPL
358) e Sporothrix insectorum (isolado IBCB 79) que foram classificados como incompativeis.
Entretanto, para alguns produtos os resultados foram diferentes. Confidor, que foi classificado

como compativel para JAB 02, também foi compativel para S. insectorum, entretanto para B.
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bassiana foi moderadamente toxico e para M. anisopliae foi toxico, diferindo do obtido no
presente trabalho (Tabela 5).

Em experimento de compatibilidade realizado por Loureiro et al.
(2002), Dithane e Folicur 200 CE foram considerados muito toxicos, concordando com o0s
resultados obtidos.

Uma estratégia para reduzir o efeito restritivo dos fungicidas a
utilizacdo de fungos entomopatogénicos é a adogao conjunta de diversas medidas como uso de
mudas sadias e variedades resistentes, manejo da irrigacdo, remogdo de mudas e plantas
doentes (ZAMBOLIM et al., 1999). Outra maneira seria a aplicacdo do fungicida apenas onde
a doenca se encontra, ou seja, nos focos, e fazer a pulverizacdo do fungicida em intervalos de
tempo suficientes para ndo coincidir com as fases mais suscetiveis da interacdo patégeno e
hospedeiro que podem variar de 48 a 72 horas, tempo este suficiente para que o conidio
germine e invada o hospedeiro (TAMAI et al., 2002).

As Figuras 6 e 7 permitem visualizar o crescimento radial do isolado

JAB 02 de Lecanicillium lecanii em meio de cultura contendo diferentes agrotéxicos.
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Figura 6. Crescimento do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii, apds 16 dias de cultivo,
em meio de cultura contendo fungicidas, T=255 + 0,5 °C e fotofase=12 horas. a)
Testemunha, b) Alto 100 mé&ximo, c) Antracol, d) Cercobin, e) Cuprozeb, f) Stratego, g)

Dithane, h) Folicur e i) Rovral.
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Figura 7. Crescimento do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii, apds 16 dias de cultivo,

em meio de cultura contendo inseticidas e acaricidas, T=25,5 + 0,5 °C e fotofase=12 horas. a)
Testemunha, b) Orthene, c) Actara, d) Omite, e) Confidor Maximo, f) Dicarzol, g) Thiodan
maximo, h) Thiodan Minimo e i) Vertimec Maximo.
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4.2.2 Em Estufa

A sobrevivéncia dos propagulos pode variar em funcéo da superficie e
do tipo de substrato em que sdo aplicados (ar, solo, agua, folha, hospedeiro, produto quimico)
(MC COY et al., 1988 citado por TANADA & KAYA, 1992), desta forma, como era
esperado, houve um decréscimo do inoculo de L. lecanii nas folhas avaliadas a medida que o
tempo de coleta aumentou.

No tratamento com o fungicida Rovral o numero de coldnias formadas
foi superior as da testemunha no tempo de O hora e ndo diferiu estatisticamente desta nos
outros trés tempos avaliados. Ja os fungicidas Cercobin, Folicur, Stratego, Alto 100 nas duas
dosagens e Thiodan na dosagem méaxima ndo diferiram da testemunha no tempo de 0 hora
(Tabela 6).

No tempo de 24 horas, as duas dosagens de Alto 100 né&o diferiram da
testemunha e, em 48 horas, o fungicida Alto 100 Maximo foi semelhante a testemunha. J& no
tempo de 72 horas alguns produtos ndo diferiram da testemunha como as duas dosagens de
Thiodan e Alto 100 (Tabela 6).
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Tabela 6. Numero médio de coldnias do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii formadas de

suspensdes obtidas das lavagens de folhas de crisantemo tratadas com agrotoxicos apos 7 dias

de cultivo a temperatura de 25,5 + 0,5 °C e fotofase de 12 horas.

Tratamentos Tempo de coleta
0 hora’ 24 horas" 48 horas" 72 horas"
Testemunha 312 B 91 a 72 A 58 a
Antracol 25 c 1 0 D 0 c
Cercobin 287 B 46 b 34 Bc 17 Db
Dithane 22 C 0 0,6 D 0 C
Folicur 330 B 20 c 23 C 5 c
Rovral 500 A 61 ab 51 Ab 52 a
Stratego 214 B 1 0,3 D 0 c
Teste F 58,80** 68,75** 51,78** 58,67**
C.V.(%) 15,25 22,18 25,09 27,04
Tratamentos 0 hora® 24 horas® 48 horas' 72 horas'
Testemunha 241 Ab 89 a 47 A 11 a
Alto 100 minimo 246 A 78 a 21 C 7 ab
Alto 100 maximo 263 a 86 a 39 Ab 14 a
Cuprozeb 179 c 5 c 4 D 2 b
Thiodan minimo 152 C 37 b 26 Bc 12 a
Thiodan méaximo 186 bc 21 bc 17 C 14 a
Teste F 11,02** 86,71** 44,88** 6,27**
C. V. (%) 15,50 18,17 13,05 24,84

! Dados originais na tabela, porém, transformados em ~/x +1 para a analise estatistica. ? Dados

originais na tabela e ndo transformados para a analise estatistica

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F

C.V.= Coeficiente de Variagdo
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Apds 48 horas pode ser observado que Rovral e a testemunha séo 0s

tratamentos que ainda proporcionam maior numero de col6nias formadas e isso se repete no

tempo de 72 horas. Pode ser notado que, no decorrer do periodo em que foram realizadas as

coletas, houve uma diminui¢do do nimero de colnias em todos os tratamentos (Tabela 6).

Alguns produtos foram mais drésticos em relacdo a toxicidade, 0s

quais apresentaram poucas colbnias e impediram a sua formacdo nos tempos posteriores,

como os fungicidas Antracol, Dithane, Folicur, Stratego (Figura 8) e Cuprozeb (Figura 9 e

10).

Nudmero médio de col6nias formadas
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350

300
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150

100+

50

Testemunha Antracol

030 hora

Cercobin
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Tratamentos

W24 horas
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Folicur

Rovral
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Figura 8. Numero de coldnias do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii, apds 7 dias de

cultivo a 25,5 + 0,5 °C e fotofase de 12 horas, obtido da suspensdo de folhas de crisantemo

tratadas previamente com fungicidas e coletadas em diferentes tempos.
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Figura 9. NUumero de col6nias do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii, apos 7 dias de
cultivo a 25,5 + 0,5 °C e fotofase de 12 horas, obtido da suspensdo de folhas de crisantemo

tratadas previamente com fungicidas e inseticida e coletadas em diferentes tempos.



Figura 10. Colénias formadas apds aplicacdo prévia do fungicida Cuprozeb e de
Lecanicillium lecanii nas folhas de crisdntemo, seguida da coleta de material em diferentes
tempos. [a) O hora, b) 24 horas, ¢) 48 horas e d) 72 horas] e testemunha [e) O hora, f) 24
horas, g) 48 horas e h) 72 horas], ap6s cultivo por 7 dias a 25,5 + 0,5 °C e fotofase de 12
horas.

49
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Em experimento objetivando o planejamento de aplicacdes do
fungicida Benomil e do fungo L. lecanii na forma do produto comercial Vertalec em estufas de
crisantemo, Gardner et al. (1984) verificaram que o numero de coldnias formadas
imediatamente apds os tratamentos foi mais alto. As suspensdes de folhas, do tratamento
Vertalec, coletadas no dia da aplicacdo, formaram 146,4 col6nias e ap6s 14 dias o nimero foi
nulo. Os autores, em testes preliminares, verificaram que a aplicacdo de Benomil, depois da
aplicacdo do fungo, resultou em total inibicdo das unidades formadoras de col6nias. Ja para a
aplicacdo do fungicida antes do fungo, a atividade do fungicida ndo foi totalmente deletéria. A
formacéo das col6nias provenientes do plagueamento das suspensdes coletadas imediatamente
apos a aplicacdo de Vertalec demonstrou que a pulverizacdo de Benomil trés dias antes e
imediatamente antes da pulverizacdo de Vertalec inibiu 0o numero de colénias que se
formaram. A atividade de Vertalec ndo foi inibida por Benomil quando o fungicida foi
aplicado 7 dias ou mais antes do fungo.

A ordem de aplicacdo dos produtos foi avaliada no campo por Gassen
et al. (2004) para Bacillus thuringiensis quanto a compatibilidade de inseticidas utilizados em
cana-de-agucar. Neste caso, a ordem de aplica¢do ndo influenciou nos resultados.

Almeida et al. (2003) verificaram a compatibilidade, em campo, de
defensivos agricolas utilizados na cultura do café para o fungo B. bassiana e M. anisopliae.
Foram considerados os seguintes tratamentos Verdadero 20GR (500g/ha), Verdadero 20GR
(500g/ha) + B. bassiana (1 Kg/ha), Actara 250WG (200g/ha), Actara 250WG (200g/ha) + B.
bassiana, B. bassiana, Thiodan CE (2L/ha), Thiodan CE (2L/ha) + B. bassiana e testemunha.
Os autores verificaram que ndo houve influéncia dos tratamentos na dindmica de B. bassiana e
M. anisopliae e que também nédo houve diferenca estatistica nas contagens de coldnias nas
folhas e em frutos, ou seja, os produtos ndo influenciaram na formacdo das col6nias de B.
bassiana, que foi aplicada, e de M. anisopliae por ocorréncia natural.

Batista Filho et al. (2003) avaliaram o impacto de inseticidas sobre
inimigos naturais na cultura da soja. No campo, os autores verificaram que, apesar dos
tratamentos com os inseticidas, foram observadas lagartas de Anticarsia gemmatalis e adultos
de Cerotoma spp. colonizados por Nomuraea rileyi e B. bassiana, respectivamente. O

potencial de indculo dos fungos ndo foi reduzido pela acdo dos inseticidas Actara Mix,
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Curyom e Thiodan, pois, em todos os tratamentos e tempos avaliados, foi verificada a
presenca de insetos mortos pela acdo dos patdgenos, ndo diferenciando da testemunha.

A complementacdo entre os ensaios de compatibilidade realizados em
laboratorio e na estufa torna se importante porque a condic¢do de contato entre produto e fungo,
em condicdo de estufa, ndo é tdo extrema e pode revelar resultados interessantes. No caso do
fungicida Rovral, que em laboratorio, foi muito toxico, em estufa foi semelhante a testemunha
apresentando um numero de colénias até superior ao dela, indicando a possibilidade de uso

escalonado entre fungicida e fungo.

4.3 Patogenicidade de Lecanicillium lecanii Cultivado em Meio de Cultura

contendo Inseticidas e Acaricidas ao Acaro Rajado Tetranychus urticae

Foi verificada a mortalidade dos &caros Tetranychus urticae, pelo
isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii, quando receberam a pulverizacdo com os conidios
obtidos nos meios de cultura contendo inseticidas e acaricidas quimicos. As mortalidades ndo

confirmadas na testemunha com &gua e nos tratamentos ficaram abaixo de 20% e os dados

para essas analises foram transformados em Jx+10 .

N&o houve diferenca estatistica quanto a mortalidade nos tempos 2, 4
e 6 dias de avaliacdo para os produtos Confidor (dosagens maxima e minima), Orthene e 0
isolado JAB 02. No sexto dia de avaliagéo, as mortalidades confirmadas variaram entre 57 e
65,5 % (Figura 11).
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Figura 11. Mortalidade confirmada, no sexto dia, de Tetranychus urticae pulverizados com
conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii produzidos em meio de cultura contendo
os inseticidas Confidor e Orthene (2 dias F=1,01"%, C.V.=24,15%, 4 dias F= 0,98"*,
C.V.=12,96% e 6 dias F=0,40"* e C.V.=10,14%).

O tratamento com o produto Vertimec minimo apresentou diferenga
estatistica dos demais tratamentos, em relacdo a mortalidade confirmada, ja no segundo dia de
avaliacdo. No quarto dia, as mortalidades de T. urticae foram estatisticamente iguais para 0s
produtos Vertimec minimo, Thiodan minimo e o tratamento com JAB 02. No sexto dia ndo
houve diferenga estatistica entre os tratamentos e as mortalidades no final do periodo de
avaliacdo variaram entre 52 e 67 % (Figura 12).
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Figura 12. Mortalidade confirmada, no sexto dia, de Tetranychus urticae pulverizados com
conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii produzidos em meio de cultura contendo
0s produtos Thiodan e Vertimec (2 dias F=11,05** C.V.=17,85%, 4 dias F= 3,88*,
C.V.=14,56% e 6 dias F=1,16"" e C.V.=12,09).

A testemunha diferiu estatisticamente do tratamento Mesurol apenas
no quarto dia de avaliagdo. A testemunha fungica, Actara e Dicarzol foram estatisticamente
iguais entre si nos trés tempos avaliados. No sexto dia a testemunha flngica apresentou
mortalidade de 76% (Figura 13).
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Figura 13. Mortalidade confirmada, no sexto dia, de Tetranychus urticae pulverizados com
conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii produzidos em meio de cultura contendo
os inseticidas Actara, Dicarzol e Mesurol (2 dias F=0,49"*, C.V.=16,56%, 4 dias F= 3,09%,
C.V.=20,06% e 6 dias F=2,74"* e C.V.=12,16%).

Ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos testemunha
fangica, Omite, Provado e Trigard, nos trés tempos avaliados com mortalidades confirmadas
variando de 53 a 70 % no sexto dia de avaliacdo (Figura 14). O mesmo foi observado entre 0s
tratamentos testemunha fangica, Azodrin e Lannate com mortalidades entre 47 a 56% (Figura
15).
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Figura 14. Mortalidade confirmada, no sexto dia, de Tetranychus urticae pulverizados com
conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii produzidos em meio de cultura
contendo os produtos Omite, Provado e Trigard (2 dias F=1,17"%, C.V.=25,07%, 4 dias F=
1,36"%, C.V.=15,99% e 6 dias F=1,88"* e C.V.=9,45%).
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Figura 15. Mortalidade confirmada, no sexto dia, de Tetranychus urticae pulverizados com
conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii produzidos em meio de cultura contendo
os inseticidas Azodrin e Lannate (2 dias F=1,59"%, C.V.=20,23%, 4 dias F= 1,91,
C.V.=14,30% e 6 dias F=0,84"* e C.V.=12,15%).

Através dos resultados apresentados, pOde ser observado que 0s
produtos ndo influenciaram na capacidade do conidio causar a doencga e completar seu ciclo no
hospedeiro. A germinacdo do conidio, uma das etapas consideradas mais importantes do ciclo,
ndo foi afetada pelos produtos quimicos.

A germinacdo é dependente das condi¢Bes nutricionais. A auséncia,
qualitativa e quantitativa de nutrientes afetam a germinagdo assim como, componentes do
tegumento do hospedeiro entre outros (TANADA & KAYA, 1992).

A efetividade dos inseticidas microbianos depende de varios fatores
incluindo a suscetibilidade natural da praga-alvo, ao grau de exposi¢do ao produto microbiano,

as condicOes ambientais e as interagGes fisologicas entre hospedeiro e patdgeno.
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Geralmente, os primeiros instares sdo mais suscetiveis aos patdgenos.
Insetos sobre “stress”, assim como aqueles enfraquecidos por outro patégeno ou por condicéo
alimentar inadequada ou ainda amontoados sdo mais facilmente controlados do que o0s insetos
em condigdes naturais (TANADA & KAYA, 1992).

No presente trabalho, ndo houve influéncia da possivel presenca dos
agrotoxicos na suspensdo, que foi pulverizada, sobre o &caro, debilitando-o0 e tornando mais
facil a entrada do fungo, pois as porcentagens de mortalidade nos tratamentos proporcionaram
mortalidades bastante semelhantes a da testemunha.

A patogenicidade de conidios do fungo B. bassiana, tratados com os
produtos Actara, Confidor, Meothrin e Rovral em lagartas de Galleria mellonella, foi estudada
por Cavalcanti et al. (2002). Os autores verificaram que, para Rovral, mesmo ndo havendo
diferenga estatistica da testemunha, a porcentagem de mortalidade de G. mellonella foi
acentuadamente reduzida, pois o valor de mortalidade foi de 48% enquanto na testemunha foi
de 84%.

4.4 Compatibilidade de Lecanicillium lecanii a Nematoides Entomopatogénicos

N&o houve efeito de L. lecanii na viabilidade do nematoide
Steinernema sp. (Figura 16) nos diferentes tempos de avaliacdo. Nas avaliacOes de 4 e 8 horas
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, j& nos tempos de 12 e 24 horas foi
verificada diferenca (Figura 17). Entretanto, apesar desta diferenca, as viabilidades
continuaram altas (acima de 85%), indicando que o fungo nédo afetou o nematoide.

Em relagéo a infectividade, lagartas de Galleria mellonella podem ser
observadas mortas pela acdo do nematdide na Figura 18.

Né&o foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos nos

tempos avaliados, com valores de mortalidade, variando de 72 a 100% (Figura 19).
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Figura 16. Suspensdo do isolado CB n6 de Steinernema sp. obtida para contagem da

viabilidade.
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Figura 17. Viabilidade do isolado CB n6 de Steinernema sp. ap6s diferentes periodos de
exposicdo em suspensao com varias concentracdes de conidios do fungo entomopatogénico
Lecanicillium lecanii (4 horas F=3,20"*, C.V.=2,56%, 8 horas F= 1,24"* C.V.=1,97%, 12
horas F=5,67**, C.V.=1,07% e 24 horas F=3,83* e C.V.=4,05%).
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Figura 18. Lagartas de Galleria mellonella mortas pelo isolado CB n6 de Steinernema sp.
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Figura 19. Infectividade do isolado CB n6 de Steinernema sp. em lagartas de Galleria
mellonella, apos diferentes periodos de exposicdo em suspensdo com diversas concentracdes
de conidios do fungo entomopatogénico Lecanicillium lecanii (4 horas F=1,05"%,
C.V.=21,03%, 8 horas F= 0,83"*, C.V.=16,09%, 12 horas F=1,00"*, C.V.=6,83% e 24 horas
F=1,48"%e C.V.=22,33%).
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Em relacdo ao isolado CB n5 de Heterorhabditis indica, em todos 0s
tempos avaliados, foram observadas diferencas estatisticas, mas como no caso anterior, as
viabilidades continuaram altas confirmando a compatibilidade entre nematdide e fungo
(Figura 20). Pode ter havido uma pequena influéncia do fungo na concentracio de 5 x 10’
conidios/mL sobre o nematoide, pois, em todos os tempos avaliados foi verificada uma queda
na viabilidade, entretanto, este fato ndo compromete a utilizacdo dos dois entomopatdgenos a
campo, porque dificilmente uma mistura de tanque fica preparada por mais de duas horas

antes de ser aplicada, normalmente, as aplicagdes ocorrem assim que as misturas séo feitas.
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Figura 20. Viabilidade do isolado CB n5 de Heterorhabditis indica apds diferentes periodos de
exposicdo em suspensao com varias concentracdes de conidios do fungo entomopatogénico
Lecanicillium lecanii (4 horas F=5,09**, C.V.=2,99%, 8 horas F= 3,92*, C.V.=4,41%, 12
horas F=10,43**, C.V.=2,70% e 24 horas F=9,68** e C.V.=4,91%).

A confirmagéo da infectividade de H. indica pdde ser observada através
da coloracdo caracteristica que a bactéria Photorhabdus sp. proporciona a lagarta de G.

mellonella e posteriormente pela saida do nematoide (Figura 21). Nao foram verificadas
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diferencas estatisticas nos tempos avaliados e os valores de mortalidade ficaram entre 72 e
100% (Figura 22).

Figura 21. Lagartas de Galleria mellonella mortas pelo isolado CB n5 de Heterorhabditis

indica.
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Figura 22. Infectividade do isolado CB n5 de Heterorhabditis indica em lagartas de Galleria
mellonella, apds diferentes periodos de exposicdo em suspensdo com diversas concentracdes
de conidios do fungo entomopatogénico Lecanicillium lecanii (4 horas F=1,96"*,
C.V.=25,29%, 8 horas F= 1,00"*, C.V.=6,83%, 12 horas F=6,43**, C.V.=19,34% e 24 horas
F=0,74"* e C.V.=13,52%).
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Através deste trabalho verificou-se que, caso necessitem ser aplicados
na mesma cultura ou ao mesmo tempo, é possivel fazer a mistura das duas espécies de
nematoides avaliadas com o fungo, pois ndo héa interferéncia de um sobre o outro. Nos ensaios
com as duas espécies de nematoides, apesar da baixa porcentagem foi verificada a presenca de
lagartas de Galleria mellonella com mortes confirmadas pelo fungo, mostrando o efeito de
complementacdo que ha na utilizacdo dos dois entomopatogenos.

Cho et al. (2002) avaliaram o controle de Ectinohoplia rufipes e
Exomala orientalis (Coleoptera: Scarabaeidae) com o0s nematdides entomopatogénicos
Steinernema carpocapsae, S. glaseri, H. bacteriophora, com o fungo Beauveria brongniartii,
algumas combinaces entre eles e o principio ativo fenitrotion. Os autores verificaram que a
combinacédo de duas espécies de nematoides ndo aumentou a eficacia quando comparados aos
tratamentos com uma espécie de nematdide somente. Porém, a combinacdo entre S.
carpocapsae com B. brongniartii produzida em SMAY resultou em um aumento significativo
na mortalidade nas larvas superior as aplicacdes do fungo somente.

Shapiro-llan et al. (2004) realizaram um estudo para determinar os
efeitos da combinacgdo entre nematodides e microrganismos entomopatogénicos. Em testes de
laboratorio eles aplicaram simultaneamente Steinernema carpocapsae e Heterorhabditis
indica com os fungos B. bassiana e M. anisopliae (8 x 10* con./cm?), Paecilomyces
fumosoroseus (8 x 10° blastésporos/cm?®) e a bactéria Serratia marcescens (8 x 10°
células/cm?) para avaliar o controle de Curculio caryae (Coleoptera: Curculionidae) apés 14
dias da aplicagdo. Os autores verificaram que a maioria das combinagbes com o0s
entomopatogenos resultou em interacfes antagonistas, exceto para H. indica e M. anisopliae
onde foi observado efeito aditivo.

O antagonismo entre microrganismos e nematoides entomopatogénicos
tem sido atribuido a interacdes indiretas relacionadas a competicdo pela mesma fonte do
hospedeiro. Essas interacdes estdo geralmente associadas com inibi¢do do desenvolvimento do
nematoide e reproducdo dentro do hospedeiro e ndo a capacidade de matar o inseto (KAYA,
2002).

Ansari et al. (2004) realizaram experimentos em laboratério e estufa
para o controle de Hoplia philantus (Coleoptera: Scarabaeidae) com o objetivo de avaliar a

interacdo entre nematdides e fungos entomopatogénicos. Foi utilizado o fungo M. anisopliae e
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0s nematoides S. glaseri e H. megidis. As larvas do inseto foram expostas a varias
concentracfes do fungo e dos nematoides que foram adicionados simultaneamente, 2, 3 e 4
semanas apo6s a aplicacdo do fungo. Os autores verificaram que as interacfes entre fungos e
nematdides foram aditivas e sinérgicas com potencial para a utilizacdo dos dois
biocontroladores.

Salama e Abd-Elgawad (2002) avaliaram o efeito da mistura de
isolados de Heterorhabditis sp., provenientes de diferentes provincias egipcias, com 0s
volumes de 1, 2, 3 e 4 mL de uma suspensdo contendo 100 x 10° corpos de inclusdo
poliédrico/mL do virus da poliedrose citoplasmética (VPC), mantidos por um periodo de 21
horas a 7 dias. A medida que o tempo de avaliagio foi aumentando a taxa de sobrevivéncia do
nematoide foi diminuindo em todos os tratamentos. Em dois, dos quatro isolados avaliados no
menor tempo (21 horas), a maior quantidade do virus (4 mL) causou prejuizo na sobrevivéncia
do nematdide que obteve valores de 34 e 44%. Desta forma, fica evidente a diferenca existente
entre 0 modo de acdo entre os entomopatogenos, pois o isolado JAB 02 de L. lecanii ndo
afetou a viabilidade das duas espécies de nematdides avaliadas neste trabalho.

A compatibilidade entre nematdides e produtos quimicos também foi
verificada por varios autores, haja vista, que esses produtos sao muito utilizados. Desta forma,
é interessante e necessario avaliar a intensidade dos prejuizos causados caso sejam utilizados
em conjunto.

Rovesti et al. (1988) verificaram a compatibilidade de pesticidas com o
nematdide entomopatogénico Heterorhabditis bacteriophora através da viabilidade,
infectividade e mobilidade. Os autores verificaram que alguns agrotoxicos como glifosato
proporcionaram aumento na atividade do nematdide, mesmo apos trés dias de exposicao aos
produtos quimicos, pois eles estavam mais ativos do que os nematdides do tratamento
controle. A maioria dos fungicidas testados foi inofensiva e alguns foram muito toxicos.
Fentin-acetato, por exemplo, rapidamente imobilizou os nematdides, conseqlentemente, a
infectividade foi altamente reduzida em todas as concentra¢Ges. Outros fungicidas como
folpete afetaram notadamente a viabilidade dos nematoides nas mais altas concentragdes, mas
o efeito na infectividade foi limitado ou nulo.

Os agrotdxicos fentin-acetato, dodine, carbendazin, alachlor, paraquat,

paration, aldicarbe, carbofuran, metomil entre outros foram toxicos a H. bacteriophora e
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alguns deles tiveram um efeito breve sobre os nematoides. Em alguns casos eles rapidamente
recuperaram a infectividade e mobilidade apds serem lavados ou plaqueados em areia.

Koppenhofer e Kaya (1998) avaliaram o efeito de aplicacGes
combinadas do nematoide Heterorhabditis bacteriophora e o principio ativo imidacloprid
sobre Cyclocephala spp. testando a compatibilidade entre eles. Os autores verificaram nos
experimentos em estufa que houve uma interacdo sinergistica entre nematoide e produto em
todas as combinac@es testadas. Em laboratério, apos 24 horas de agitacdo do nematodide com o
produto, foi verificado que ndo houve interferéncia na viabilidade e infectividade do
nematoide.

Negrisoli Juanior (2005) comparou algumas metodologias com o
objetivo de avaliar a compatibilidade de produtos fitossanitarios aos nematdides
entomopatogénicos Steinernema carpocapsae e Heterorhabditis bacteriophora e a
metodologia selecionada foi o protocolo de Vainio (1992). Através dessa metodologia o autor
verificou que alguns produtos afetaram a viabilidade e a infectividade das duas espécies de
nematoides. Os produtos Temik e Actara afetaram a viabilidade dos nematoides provocando
alta mortalidade (acima de 88%) nas duas espécies avaliadas. Ja para a infectividade, H.
bacteriophora misturado aos produtos Furadan, Temik e Pyrinex provocaram porcentagens de
mortalidade de 2, 0, e 7,6%, respectivamente, em lagartas de G. mellonella. Apesar do autor
ter utilizado uma metodologia semelhante, os resultados discordaram dos obtidos neste

trabalho com a utilizagdo do entomopatdgeno.

4.5 Seletividade de Lecanicillium lecanii a Acaros Predadores

Foi verificada a seletividade do isolado JAB 02 de L. lecanii ao &caro
predador Neoseiulus barkeri (Figura 23 a). Nao foram constatadas mortalidades confirmadas
nos tratamentos avaliados, ou seja, 0 fungo nédo foi patogénico. Ja para o predador Neoseiulus
californicus o isolado do fungo foi patogénico, entretanto, as mortalidades confirmadas nédo
passaram de 10% (Figura 23 b). As mortalidades totais de N. californicus nao diferiram
estatisticamente entre si e ndo diferiram estatisticamente da testemunha (Figura 24), assim o

isolado JAB 02 de L. lecanii foi considerado seletivo.
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Figura 23. Acaros predadores, ap6s pulverizacdo com diferentes concentragdes do isolado
JAB 02 de Lecanicillium lecanii a) Neoseiulus barkeri vivo e b) Neoseiulus californicus

morto pelo fungo.
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Figura 24. Mortalidade de Neoseiulus californicus, apds 8 dias da pulverizacdo com
diferentes concentracBes de conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii,
T=25,5 °C e fotofase de 12 horas (Teste F = 0,46 ™ e C.V.(%)= 11,67).
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O efeito de varios produtos quimicos e biologicos sobre o acaro
predador N. californicus foi analisado Castagnoli et al. (2005). Os autores verificaram que B.
bassiana provocou mortalidade de 60 % dos ovos do predador ndo sendo seletivo.

Pavlyushin e Smits (1996) avaliaram o efeito dos fungos L. lecanii, B.
bassiana e P. fumosoroseus para os predadores Chrysoperla carnea e C. nipponensis. Os
autores verificaram que nas concentragdes 0,5 x 10" e 2,5 x 10" con./mL o efeito destes fungos
foi pequeno pois a mortalidade foi de 4%. J4 para a concentracdo de 1 x 10° con./mL a
mortalidade alcangou 28% para B. bassiana.

Através da aplicagdo do método do filme seco, Generoso (2002),
verificou que os isolados CG 149 de B. bassiana e JAB 12 de P. fumosoroseus foram seletivos
e classificados como pouco nocivos para larvas de 1° e 2° instar de Chrysoperla externa,
provocando um baixo indice de mortalidade, o que esta de acordo com os resultados obtidos
para o &caro N. californicus neste trabalho. Cardoso (2004) também avaliou a seletividade de
fungos entomopatogénicos a predadores e verificou que os isolados ARSEF 6430 de L. lecanii
e E 9 de M. anisopliae, na concentragdo de 2,1 x 10’ con./mL, foram seletivos para larvas de
1° instar de Ceraeochrysa cincta.

Segundo Quinlan (1988), L. lecanii pode ser utilizado em conjunto
com o &caro predador fitoseideo, Phytoseiulus persimilis, pois foi verificado que ndo houve
efeito do fungo na atividade do predador. Moraes e Delalibera Junior (1992) verificaram que
também houve seletividade do fungo Neozygites sp. a acaros predadores fitoseideos
permitindo a utilizacdo conjunta para controle do &caro verde da mandioca.

A seletividade de fungos entomopatogénicos ao predador Orius
insidiosus foi avaliada por Loureiro (2001) e a autora verificou que M. anisopliae, B.
bassiana, P. fumosoroseus e L. lecanii foram patogénicos ao predador nas concentracoes de 1
x 10° a 1 x10° con./mL, sendo ndo seletivos.

Vazquez (2002), avaliando a seletividade de B. bassiana e L. lecanii ao
parasitoide Cotesia americanus, verificou que estes fungos foram altamente patogénicos ao
parasitoide com mortalidades acima de 80%, sendo que as mortes comegaram a ser observadas
entre 0 3° e 0 5° dia. Apesar de discordar em relagdo a patogenicidade de L. lecanii aos acaros

predadores o resultado deste trabalho esta parcialmente de acordo com o obtido por este autor,
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pois as mortes confirmadas de &caros da espécie N. californicus pelo patdgeno ocorreram a
partir do 4° dia.

Pachon e Cotes (1997) avaliaram a influéncia de L. lecanii sobre a
atividade parasitica de Amitus fuscipennis, um parasitéide de Trialeurodes vaporariorum, em
estufa. O parasitdide foi introduzido imediatamente, 24, 48 e 72 horas ap6s a aplicacdo do
fungo. Foi verificado que imediatamente e apds 24 horas os niveis de parasitismo foram de 20 e
10%, respectivamente, e apds 48 e 72 horas este indice caiu para 0,5%. Isto pode ser explicado
pelo fato de que as ninfas de T. vaporariorum infectadas por L. lecanii ndo se tornaram muito
atrativas ao parasitoide, pois foram totalmente cobertas pelo fungo e isso pode ter impedido o
reconhecimento da praga pelo parasitdide dificultando sua atividade parasitica. Entretanto, ndo
foram encontrados adultos de A. fuscipennis infectados pelo fungo.

Kim et al. (2005) verificaram o impacto do isolado CS-625 de L.
lecanii sobre o parasitoide de afideos Aphidius colemani. Foi verificado que o uso combinado
desses dois agentes é uma estratégia viavel no manejo integrado de afideos, mas a aplicacéo
dos conidios do fungo poderia ser planejada para coincidir com o0s estagios de
desenvolvimento mais avancados do parasitoide para conservar 0s mesmos dentro do sistema.

Mesquita et al. (1999) estudaram a atividade do parasitdide Aphelinus
asychis (Hymenoptera: Aphelinidae) expostos ao fungo P. fumosoroseus sob diferentes
condi¢cdes de umidade. Os autores verificaram que P. fumosoroseus pode ser antagonista de
A. asychis sob condi¢fes de alta umidade (94 - 98%). Entretanto, o estudo também indicou
que um alto grau de compatibilidade entre fungo e parasitdide é possivel sob condi¢des de
umidades mais baixas.

O estudo de seletividade de um fungo entomopatogénico a outro
inimigo natural é fundamental, pois analisa a possibilidade de uso simultaneo dos dois agentes
de controle, podendo levar ao estabelecimento de métodos e intervalos de aplicagdo do fungo
e liberacdo do predador ou parasitoide com a finalidade de que cada agente possa contribuir

com sua acao no controle da praga alvo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo de uma grande diversidade de plantas ornamentais, o
aumento nas vendas com exportacdes e a importancia deste tipo de cultivo ja é uma realidade
brasileira. Entretanto, os problemas com o uso exagerado de agrotdxicos e a resisténcia das
pragas tém aumentado cada vez mais e precisam ser resolvidos.

Através deste trabalho pdde ser observado que muitos estudos ainda
devem ser feitos, como a realizacdo de ensaios em plantios comerciais para o controle do
acaro rajado e do tripes com a utilizacdo conjunta de &caros predadores e fungos
entomopatogénicos. Assim como, a avaliacdo do uso escalonado, a freqliéncia e a ordem das
aplicacdes entre agrotoxicos e entomopatdgenos, objetivando uma utilizacdo racional e
eficiente que mantenha a praga em seu nivel de controle. Vale ressaltar também que devem ser
intensificados estudos entre a associacdo de nematdides e fungos entomopatogénicos, visto
que varias pragas podem ser controladas por ambos agentes, como o sciarideo.

Novas metodologias para a compatibilidade de agrotoxicos e fungos
entomopatogénicos em estufa também devem ser estudadas, a fim de que, a mais adequada
possa ser utilizada para a padronizacdo dos ensaios.

A utilizacdo do controle microbiano € viavel e eficiente desde que,
sejam respeitadas as condicGes basicas e necessarias de aplicacdo, para que haja um bom

desenvolvimento e estabelecimento do entomopatdgeno na area.
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6. CONCLUSOES

As concentracGes avaliadas do isolado JAB 02 de Lecanicillium
lecanii s@o patogénicas ao acaro rajado Tetranychus urticae.

Todos os fungicidas e o inseticida Thiodan nas duas dosagens
utilizadas sdo toxicos ao isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii e os demais produtos sdo
compativeis, em laboratério.

Os fungicidas Rovral e Alto 100 sdo compativeis ao isolado JAB 02 de
Lecanicillium lecanii, em estufa, quando aplicados previamente ao fungo.

Os conidios do isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii produzidos em
meio de cultura contendo inseticidas e acaricidas mantiveram a patogenicidade a Tetranychus
urticae.

O isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii é compativel aos
nematoides entomopatogénicos Steinernema sp. (CB n6) e Heterorhabditis indica (CB n5).

O isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii é seletivo aos &caros

predadores Neoseiulus californicus e Neoseiulus barkeri.
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