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RESUMO

Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) e Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) biotipo B, sdo pragas da soja, Glycine max, no Brasil. O controle de
ambas as pragas é majoritariamente realizado com inseticidas quimicos, mas ha
demanda pelo controle biologico, incluindo o microbiano. Os fungos
entomopatogénicos tém vantagens devido ao modo de acgéo, variabilidade genética
e permanéncia no ambiente. Assim, 0 estudo teve por objetivo isolar e identificar
fungos entomopatogénicos obtidos de solos dos estados de SP, PR e MA, avaliando
a patogenicidade dos microrganismos sobre E. heros e B. tabaci. Os fungos foram
obtidos pelo “Bait Method” com larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae), alocados em potes com 50 g de solo. Os insetos mortos foram
coletados diariamente e mantidos em camara Umida para isolamento dos fungos,
posteriormente foram preservados pelo método de Castellani e identificados por
caracterizacdo morfolégica e molecular. Os testes de patogenicidade foram feitos
em ovos, ninfas de 3° instar e adultos de E. heros e em ninfas de 4° instar de B.
tabaci, com isolados que apresentaram viabilidade acima de 90%. Uma aliquota de
127 ul de cada suspensédo flingica na concentracdo de 1x102 conidios/mL, com
0,01% de Tween 80, foi aplicada com aerdgrafo a 10 psi de pressdo em cada placa
de Petri contendo cinco ovos ou quatro ninfas/adultos de percevejo marrom ou dez
ninfas de mosca-branca. O controle consistiu em agua destilada autoclavada com
0,01% de Tween 80. Os experimentos com E. heros permaneceram em sala, a 25°C
e UR de 80%, e foram avaliados diariamente por 15 dias, enquanto que o0s
experimentos com a B. tabaci permaneceram por oito dias sob condi¢cdes
controladas em camara tipo BOD (Temp. de 25 = 1 °C e fotofase de 12 h). Os
insetos foram avaliados diariamente, e levados para camara umida, favorecendo a
esporulacdo. Foram identificados 28 isolados de Metarhizium anisopliae, 10 de
Beauveria bassiana, sete de M. robertsii, trés de Purpureocillium lilacinum, dois do
género Cordyceps e um M. guizhouense. Foram avaliados 25 isolados em adultos e
28 em ninfas e ovos, nos testes de patogenicidade contra o percevejo marrom. Os
mais patogénicos foram os isolados LCBPF 11, 19, 20 e 28, além do produto
comercial Octane® para adultos, LCBPF 23, 77, 79, 80 e 82 para as ninfas de
terceiro instar e LCBPF 08, 13, 63 e 81, além do produto comercial Octane® para 0s
ovos. Para a mosca-branca, foram avaliados 27 isolados, se destacando o LCBPF
23 de B. bassiana, LCBPF 11 de C. javanica, LCBPF 02 de C. amoene-rosea e
LCBPF 15 de B. bassiana, com eficiéncia de 100%, 100%, 95% e 95%,
respectivamente. Sendo assim, 0s fungos entomopatogénicos apresentaram
potencial de controle para ambas as pragas.

Palavras-chave: biocontrole; Beauveria; controle microbiano; Cordyceps; mosca-

branca; Metarhizium; percevejo marrom; prospecc¢ao.






ABSTRACT

Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) and Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) Biotype B, are pests of soybean, Glycine max, in Brazil. The control of
both pests is mostly carried out with chemical insecticides, but there is a demand for
biological control, including microbial control. Entomopathogenic fungi have
advantages due to their mode of action, genetic variability and permanence in the
environment. Thus, the study aimed to isolate and identify entomopathogenic fungi
obtained from soils in the states of SP, PR and MA, evaluating the pathogenicity of
microorganisms on E. heros and B. tabaci. The fungi were obtained by the “Bait
Method” with larvae of Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), placed in pots
containing 50 g of soil. Dead insects were collected daily and kept in a humid
chamber for the isolation of fungi, preserved by the Castellani method and identified
by morphological and molecular characterization. Pathogenicity tests were performed
on eggs, 3rd instar nymphs and adults of E. heros and on 4th instar nymphs of B.
tabaci, with strains that showed viability above 90%. An aliquot of 127 pl of each
fungal suspension at a concentration of 1x108 conidia mL*, with 0.01% Tween 80,
was applied with an airbrush at 10 psi pressure in each Petri dish containing five
eggs or four brown stink bug nymphs/adults or ten whitefly nymphs. The control was
performed with autoclaved distilled water with 0.01% Tween 80. The experiments
with E. heros were kept in a room at 25°C and 80% RH, and were evaluated daily for
15 days, while the experiments with the B. tabaci remained during eight days under
controlled conditions in a BOD-type chamber (25 + 1 °C and 12 h photophase). The
insects were evaluated daily and taken to a humid chamber to improve sporulation.
Twenty-eight strains of Metarhizium anisopliae, 10 of Beauveria bassiana, seven of
M. robertsii, three of Purpureocillium lilacinum, two of the genus Cordyceps and one
of M. guizhouense were identified. Were evaluated 25 strains in adults and 28 in
nymphs and eggs, in the pathogenicity tests against the brown stink bug and the
most pathogenic were the strains LCBPF 11, 19, 20 and 28, in addition to the
commercial product Octane® for adults, LCBPF 23, 77, 79, 80 and 82 for 3rd instar
nymphs and LCBPF 08, 13, 63 and 81, in addition to the commercial product
Octane® for eggs. For the whitefly, 27 strains were evaluated, especially LCBPF 23,
LCBPF 11, LCBPF 02 and LCBPF 15, with 100, 100, 95 and 95% of efficiency,
respectively. Thus, the entomopathogenic fungi showed control potential for both
pests.

Keywords: Beauveria; brown stink bug; Cordyceps; Metarhizium; microbial control;

whitefly; prospection.
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INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda global por recursos alimentares vém direcionando o cultivo
de plantas para sistemas produtivos que venham a garantir 0 aumento na
produtividade das culturas (TOLOI et al., 2021). Segundo os dados do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, o valor bruto da producéo agricola brasileira
em 2021 atingiu R$ 1,129 trilhdo (MAPA, 2022). Dentre os principais produtos
exportados pelo pais, a soja a (Glycine max L. Merril) (Fabaceae) apresentou valor
bruto na safra 2020/2021, de 366,0 bilhdes (MAPA, 2022). O Brasil € o maior
produtor da cultura, com 136 milhdes de toneladas na safra de 2020/2021 (CONAB,
2021), a qual vem sendo amplamente explorada para alimentagdo humana e animal,
assim como utilizada para a fabricacdo de biocombustiveis. Grande parte da
producdo de soja € destinada a producdo de farelo e o6leo, sendo o primeiro
destinado a producdo de racbes para animais (CONAB, 2020). Apesar da alta
demanda nacional e internacional, a produtividade brasileira encontra-se na 5°
posicdo entre 0os paises com maior produtividade por hectare, com 3,27 t/ha, atras
da Turquia (4,41 t/ha), Italia (3,92 t/ha), Estados Unidos (3,37 t/ha) e Geodrgia (3,37
t/ha) (FAOSTAT, 2022).

Neste contexto, as perdas proporcionadas pelos insetos-praga geram
decréscimo de US$ 17,7 bilhbes, em média, para o setor agricola brasileiro
(OLIVEIRA et al., 2014; POZEBON et al., 2020). Para a soja, as perdas ocasionadas
por esses organismos podem chegar a 4,31 mt, representando perda econdmica
anual de US$ 1,51 bilh6es (CONAB, 2017; POZEBON et al., 2020), sendo assim,
estdo diretamente associados a reducdo da produtividade da cultura, fazendo-se
necessario o controle destes para obtencdo de maior produtividade e qualidade dos
produtos (ONSTAD; CRAIN, 2019).

Anteriormente de importancia secundaria no Brasil, Bemisia tabaci (Gennadius,
1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) é definida como um complexo de espécies cripticas,
com, ao menos, 44 espécies, morfologicamente idénticas, porém geneticamente
distintas. A identificacdo das espécies do complexo pode ser obtida com base em
marcadores moleculares, capacidade de transmissédo viral, endossimbiontes,
relacdes com as plantas hospedeiras, resisténcia a inseticidas quimicos, habilidade
de invasdo e mais recentemente através da analise do gene da subunidade | do
citrocromo oxidase mitocontrial (mtCOI) (KANAKALA; GHANIM, 2019); Dentro desse
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complexo, a espécie invasiva de mosca-branca Middle East-Asia Minor 1 (biétipo B),
introduzida na década de 1990, tornou-se nos ultimos anos praga-chave para a
cultura da soja (POZEBON et al., 2020; VIEIRA et al., 2013).

O desenvolvimento da mosca-branca € do tipo neometabdlico, com ciclo de vida
envolvendo a fase de ovo, os quais séao elipticos, pedunculados, localizando-se,
majoritariamente, na face abaxial das folhas. O desenvolvimento pds-embrionario &
dividido em quatro instares. No primeiro estadio, a ninfa € movel e translicida. Nos
estadios seguintes elas se tornam sésseis e a coloragdo varia de um instar para
outro. Além disso, durante o periodo ninfal, os insetos possuem caracteristicas de
serem achatados e finos, sendo a diferenciacdo entre o0s instares realizada,
principalmente, através do tamanho (CABALLERO, 1996; VILLAS-BOAS;
CASTELO-BRANCO, 2009). Quando adulto, B. tabaci possui dois pares de asas
membranosas, recobertas por uma substancia branca pulverulenta, com fémeas e
machos, medindo entre 1 a 2 mm (QUINTELA, 2002; VILLAS-BOAS; CASTELO-
BRANCO, 2009). Cada fémea pode produzir até 300 ovos durante o seu ciclo de
vida (GALLO et al., 2002). Possui aparelho bucal tipo sugador labial tetraqueta, com
canais de alimentacao e saliva, formados pela justaposicdo dos estiletes maxilares
(CARVER; GROSS; WOODWARD, 1994; VILLAS-BOAS; CASTELO-BRANCO,
2009).

As perdas causadas a soja por B. tabaci podem ocorrer de trés maneiras. As
ninfas e os adultos, ao se alimentarem, causam danos devido a injecao de toxinas e
succdo do floema, provocando alteragdes fisiologicas a planta, o que influencia no
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da lavoura. Ha também a excrecdo do
honeydew pelo inseto, substéncia agucarada que favorece o desenvolvimento do
fungo saprofita no género Capnodium sp., conhecido como fumagina, o qual reduz a
capacidade fotossintética da planta e, portanto, na producéo e qualidade dos graos
(SCHUTZE et al., 2022). No entanto, o maior impacto dessa praga as lavouras de
soja se da devido a transmissao de virus fitopatogénicos, com destaque ao cowpea
mild mottle virus (CPMMV) (familia Betaflexiviridae, género Carlavirus), o qual é
eficientemente transmitido pelo biétipo B, que causa sintomas como nanismo,
necrose, mosaico e clorose em soja, podendo, inclusive, levar a planta a morte e a
perdas que variam de 174 a 638 kg/ha, a variar com a cultivar utilizada (BARRETO
DA SILVA et al., 2020; BELLO et al., 2021).
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Além da relevancia para a cultura da soja, B. tabaci apresenta importancia para
0 cenario agricola no geral, devido ao seu alto potencial bidtico, comportamento
cosmopolita e polifago (SANTOS et al., 2018). Outra importante caracteristica do
inseto € a rapida selecdo de populacfes resistentes a moléculas inseticidas, com
688 casos de resisténcia relatados no mundo (MOTA-SANCHEZ; WISE, 2022).

Além da mosca-branca, destaca-se a ocorréncia dos percevejos fit6fagos, grupo
de pragas que mais causa perdas a produtividade da soja da Ameérica do Sul
(BUENO et al.,, 2015). Desse grupo, 0 percevejo marrom, Euschistus heros
(Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae), é a espécie mais importante para a
cultura em diversas regides produtoras no Brasil, com alta abundéancia e dificuldades
no manejo (BUENO et al., 2020; PANIZZI, 2013; PAZINI et al., 2019).

Com desenvolvimento hemimetabdlico, o percevejo marrom possui ovos de
coloracdo amarelada. A oviposicdo ocorre nas folhas e vagens, em quantidade de 6
a 15 ovos, arranjados paralelamente em duas ou trés fileiras (DEGRANDE; VIVAN,
2012; GALLO et al., 2002). Suas formas imaturas passam por cinco estadios ninfais,
apresentando em todos eles coloragdo que pode variar de cinza a marrom. No
primeiro instar, as ninfas apresentam habito gregario, permanecendo agrupadas em
colénias sobre o cérion dos ovos, sem que danos a soja sejam causados. Iniciam a
alimentacdo no segundo instar, porém € somente no terceiro, quando apresentam
tamanho médio de 3,63 mm, que danos maiores sdo causados aos graos e
sementes de soja (TESSMER et al., 2022). Quando adultos, atingem tamanho que
pode variar de 9 a 15 mm, apresentam coloracdo marrom escura ou avermelhada,
com dois prolongamentos laterais no pronoto em formato de espinhos pontiagudos,
além da presenca de uma mancha branca, em formato de “meia-lua”, localizada na
extremidade do escutelo (AVILA; GRIGOLLI, 2014; DEGRANDE; VIVAN, 2012;
GALLO et al., 2002).

Este inseto apresenta preferéncia pela soja, porém apds a senescéncia e
colheita da cultura, dispersa-se para plantas alterativas ou aloja-se na palhada
existente no solo, visto a sua capacidade de permanecer em diapausa enquanto as
condicbes ndo sdo favoraveis (PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012; PEREIRA,
SALVADORI, 2008; ZERBINO; PANIZZI, 2019).

Essa espécie de percevejo ocorre na soja desde a fase vegetativa, mas 0s
danos tem inicio a partir da formacdo das vagens e ocorrem até a maturacdo dos

grdos (CORREA-FERREIRA, 2012) devido ao processo alimentar, o qual prejudica a
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gualidade fisiolégica e sanitaria das sementes (BUENO et al., 2020). Apenas no
Brasil os danos dessa espécie de inseto podem chegar a R$ 2 bilhdes caso
nenhuma medida de controle seja tomada (OLIVEIRA; LUCINI; PANIZZI, 2022).

Ao contrario do que ocorre com B. tabaci, E. heros ndo apresenta casos muitos
casos de resisténcia a inseticidas quimicos. Atualmente ha 11 registros para a
praga, todos no Brasil, e a maioria no Rio Grande do Sul (MOTA-SANCHEZ; WISE,
2022).

No entanto, o controle do percevejo marrom e da mosca-branca, é realizado
majoritariamente pelo uso inseticidas quimicos, os quais, dentre outros fatores,
favorecem a selecédo de populagdes resistentes, fato que vem sendo evidenciado a
cada ano devido ao aumento nos casos de surtos nas regides produtoras,
dificultando ainda mais o manejo dessas pragas (PADILHA et al., 2021; PAZINI et
al., 2019; POZEBON et al., 2020; TUELHER et al., 2018), além desencadearem
problemas relacionados a contaminacdo ambiental, desequilibrio da biodiversidade e
do agroecossistema (HOROWITZ; ISHAAYA, 2014; PAZINI et al., 2019).

Dada a problematica acerca dos inseticidas quimicos, em especial daqueles nao
seletivos, explorar estratégias para o controle dessas pragas, as quais aliadas ao
controle quimico seletivo, que reduzam a populacdo desses insetos nas areas de
cultivo, sdo fundamentais (SUN; WU; ALI, 2021). No manejo integrado de pragas
(MIP), os fungos entomopatogénicos (FEP) s&o reconhecidos ha anos como
inimigos naturais das populacdes de insetos-praga, com diferentes géneros e
isolados testados para o controle de B. tabaci e E. heros (ABDULLE et al., 2020;
MASCARIN, 20135; NORA et al., 2021; RESQUIN-ROMERO et al., 2020; SUN; WU;
ALl, 2021).

Esses patogenos, diferentemente do que ocorre com bactérias e virus
entomopatogénicos, possuem a capacidade de infectar o hospedeiro através do
tegumento, devido, entre outras, a producdo de enzimas como quitinases,
proteases, esterases, lipases, fosfolipase C e catalase, que degradam a cuticula,
conferindo vantagens no controle de insetos sugadores de seiva (MASCARIN et al.,
2013a; QU; WANG, 2018). Esses microrganismos possuem a capacidade de causar
epizootias, no entanto, na maioria dos casos, é insuficiente para controlar insetos-
praga nas areas cultivadas, o que justifica a ado¢éo do controle biolégico aplicado
nas areas de ocorréncia da praga de interesse, uma vez que se aumenta a

guantidade de inéculo presente no local (NORA et al., 2021). A Busca por isolados
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de FEP é a etapa inicial para o desenvolvimento de bioinseticidas, visto a
variabilidade genética desses microrganismos e a possibilidade de se encontrar
cepas mais virulentas e patogénicas, seguido de testes em laboratério para avaliar a
patogenicidade em insetos-praga, como € o caso de B. tabaci e do E. heros
(BOTELHO et al., 2019). O Brasil possui a maior biodiversidade tropical do mundo
(MITTERMEIER et al., 2005) e o solo é considerado um excelente local para
permanéncia de FEP, visto estar protegido da radiacdo ultravioleta (UV) e de outras
influéncias bidticas e abitdticas (SANCHEZ-PENA et al. 2011). Além disso, diversos
estudos ja comprovaram que 0s entomopatégenos isolados de ambientes naturais,
como o solo, sdo eficientes contra B. tabaci e E. heros (NORA et al., 2021,
SANCHEZ-PENA et al. 2011; SUN; WU; ALI, 2021;). Sendo assim, 0s objetivos
desse trabalho foram isolar e identificar fungos entomopatogénicos de areas nativas
dos estados de SP, PR e MA e de areas de soja e de eucalipto dos estados de SP e
MA, cobrindo trés regifes brasileiras, Sudeste, Sul e Nordeste, respectivamente,
além de avaliar a patogenicidade dos fungos identificados e de fungos ja
pertencentes a colecdo do Laboratorio de Controle Bioldgico de Pragas Florestais

(LCBPF) em Bemisia tabaci e Euschistus heros.
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CAPITULO 1

PRQSPECCAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PARA O CONTROLE
BIOLOGICO DE Bemisia tabaci BIOTIPO B (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) SOB
CONDICOES DE LABORATORIO

Bianca Cristina Costa Géa'; Paula Leite dos Santos!; Thiago Souza Bulhdes?;
Mauricio Magalhdes Domingues!; Pedro Henriqgue Queiroz Navarro!; Vanessa
Rafaela de Carvalho?; Carlos Frederico Wilcken?.

!Laboratério de Controle Biolégico de Pragas Florestais, Departamento de Protecédo
Vegetal, Faculdade de ciéncias Agrondmicas, FCA/UNESP — Campus de Botucatu,
18610-034, Botucatu, SP, Brasil.

RESUMO

Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), biétipo B, se tornou praga-chave
para a cultura da soja (Glycine max) no Brasil. O principal método de controle
€ 0 quimico, porém, casos de resisténcia as moléculas tem aumentado. O
manejo com agentes de controle microbiano, como fungos
entomopatogénicos, tem sido explorado. Assim, objetivou-se isolar e
identificar fungos entomopatogénicos obtidos de solos dos estados de SP, PR
e MA, avaliando a patogenicidade dos isolados sobre B. tabaci. Os fungos
foram obtidos pelo “Bait Method” com larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae), alocados em potes com 50 g de solo. Os insetos mortos eram
coletados diariamente e mantidos em camara Umida para isolamento dos
fungos, preservados pelo método de Castellani, e identificados por
caracterizacdo morfolégica e molecular. O teste de patogenicidade foi feito
com os isolados que apresentaram viabilidade acima de 90%. Recortes de 20
mm de folhas de couve com 10 ninfas de mosca branca de 4° instar foram
acondicionadas em placas de Petri com solu¢cdo de gel hidroretentor na
concentracdo de 5 g L de dgua. Uma aliquota de 127 pl de cada suspenséo
fingica na concentragcdo de 1x108 conidios mL* com 0,01% de Tween 80, foi
aplicada com aerografo na pressdo de 10 psi. O controle consistiu na
aplicacdo de agua destilada autoclavada com 0,01% Tween 80. Os
experimentos permaneceram em BOD (Temp. 25 + 1 °C e fotofase de 12 h), e
eram avaliados diariamente por sete dias em microscopio estereoscépio. As
ninfas eram consideradas mortas quando apresentavam aspecto dessecado,
coloracdo amarelada ou avermelhada e/ou crescimento micelial. Foram
identificados 28 isolados de Metarhizium anisopliae, 10 de Beauveria bassiana,
sete de M. robertsii, trés de Purpureocillium lilacinum, dois do género Cordyceps e
um M. guizhouense. Dentre os isolados mais patogénicos a B. tabaci, se
destacaram o LCBPF 23 de B. bassiana, LCBPF 11 de C. javanica, LCBPF 02
C. amoene-rosea e LCBPF 15 de B. bassiana, com eficiéncia de 100%, 100%,
95% e 95%, respectivamente. Assim, ha isolados que apresentaram
capacidade de utilizagcdo na formulacdo de produtos comerciais para controle
de B. tabaci, sendo necessarios testes de campo para confirmacdo dos
resultados.
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Palavras-chave: Beauveria; controle microbiano; Cordyceps; mosca-branca;

Metarhizium; prospeccao.

ABSTRACT

Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), biotype B, has become a key pest for
soybean (Glycine max) in Brazil. The main method of control is chemical, however,
cases of resistance to molecules have increased. Management with microbial control
agents, such as entomopathogenic fungi, has been explored. Thus, the objective was
to isolate and identify entomopathogenic fungi obtained from soils in the states of SP,
PR and MA, evaluating the pathogenicity of the strains on B. tabaci. The fungi were
obtained by the "Bait Method" with larvae of Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae), placed in pots with 50 g of soil. Dead insects were collected daily
and kept in a humid chamber for isolation of fungi, preserved by the Castellani
method, and identified by morphological and molecular characterization. The
pathogenicity test was performed with the strains that presented viability above 90%.
Cuts of 20 mm of cabbage leaves with 10 4th instar whitefly nymphs were placed in
Petri dishes with a water-retaining gel solution at a concentration of 5 g L of water. A
127 pl aliquot of each fungal suspension at a concentration of 1x108 conidia mL* with
0.01% Tween 80 was applied with an airbrush at a pressure of 10 psi. The control
consisted of the application of autoclaved distilled water with 0.01% Tween 80. The
experiments remained in BOD (Temp. 25 = 1 °C and 12 h photophase), and were
evaluated daily for seven days under a stereoscopic microscope. Nymphs were
considered dead when they presented a desiccated appearance, yellowish or reddish
color and/or mycelial growth. Twenty-eight isolates of Metarhizium anisopliae, 10 of
Beauveria bassiana, seven of M. robertsii, three of Purpureocillium lilacinum, two of
the genus Cordyceps and one of M. guizhouense were identified. Among the most
pathogenic isolates to B. tabaci, LCBPF 23 of B. bassiana, LCBPF 11 of C. javanica,
LCBPF 02 C. amoene-rosea and LCBPF 15 of B. bassiana stood out, with efficiency
of 100%, 100%, 95% and 95%, respectively. Thus, there are isolates that were able
to be used in the formulation of commercial products to control B. tabaci, requiring
field tests to confirm the results.

Keywords: Beauveria; Cordyceps; Metarhizium; microbial control; prospection;
whitefly.

1.1 INTRODUCAO

O Brasil vem se destacando nas ultimas safras como o maior produtor mundial
de soja (Glycine max L. Merril) (Fabaceae) (CONAB, 2021). A mosca-branca
Bemisia tabaci biétipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) se tornou nos ultimos anos praga-
chave para a cultura (POZEBON et al., 2020; VIEIRA et al., 2013). Os danos podem
ser causados por ninfas e adultos, que ao se alimentarem, danificam as plantas

devido injecdo de toxinas e succdo do floema, além disso, hd a excre¢do do
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honeydew, substéncia acucarada que favorece o desenvolvimento do fungo
saprofita Capnodium sp., o qual reduz a capacidade fotossintética da planta, e a
transmissdo de virus entomopatogénicos, dano indireto de maior impacto dessa
praga, com destaque ao cowpea mild mottle virus (CPMMV) (familia Betaflexiviridae,
género Carlavirus), o qual é eficientemente transmitido pelo biétipo B, que pode
levar a planta a morte e a perdas que variam de 174 a 638 kg/ha, a variar com a
cultivar utilizada (BARRETO DA SILVA et al., 2020; BELLO et al., 2021).

O uso de inseticidas quimicos é o método mais utilizado para controlar
populacdes de B. tabaci (PADILHA et al., 2021; POZEBON et al., 2020). No entanto,
0 uso isolado dessa abordagem vem causando prejuizos ambientais, desequilibrio
no agroecossistema (HOROWITZ; ISHAAYA, 2014; PADILHA et al., 2021), e r4pida
selecao de populagdes resistentes as moléculas (MOTA-SANCHEZ; WISE, 2022),
fatos estes que vém estimulando a busca por novas tacticas de manejo.

Dentre os diversos agentes de biocontrole a serem utilizados para mosca-
branca, os fungos entomopatogénicos (FEP) possuem a capacidade de infectar o
hospedeiro através do tegumento, conferindo vantagens no controle de insetos
sugares de seiva (MASCARIN et al, 2013a; QU; WANG, 2018). Além disso, vem
ganhando destaque no mercado mundial, com mais de 1000 espécies ja relatadas
(CHEN et al., 2021), e em especial, os pertencentes ao Filo Ascomicota e Ordem
Hypocreales, ocorrem naturalmente no solo (SCHEEPMAKER; BUTT, 2010), como é
0 caso de Beauveria sp., Metarhizium sp., Cordyceps sp. e Purpureocillium sp., os
guais vem atingindo altos niveis de controle de B. tabaci (GEBREMARIAM,;
CHEKOL; ASSEFA, 2022; MASCARIN et al., 2013a; SANTIAGO-ALVAREZ et al.,
2006; SUN, WU, ALI, 2021; TIAN et al., 2015). A maior diversidade tropical do
mundo estad no Brasil (MITTERMEIER et al., 2005), e apesar da importancia dos
FEP como agentes de biocontrole na agricultura brasileira, a diversidade e a
distribuicdo dos géneros associados a ambientes naturais e cultivados ainda séo
pouco conhecidos. Sendo assim, os objetivos do primeiro capitulo foram investigar a
distribuicdo de FEP de solos de diferentes biomas brasileiros e avaliar a
patogenicidade dos entomopatdgenos identificados e dos ja pertencentes a colecéo
do Laboratério de Controle Biolégico de Pragas Florestais (LCBPF) em B. tabaci
bidtipo B, visando fornecer novos recursos fungicos para o controle biolégico da

praga.
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Local do estudo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Biolégico de
Pragas Florestais (LCBPF), localizado no Departamento de Protecdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, Campus de Botucatu, Sao
Paulo, Brasil.

1.2.2 Criacao de Tenebrio molitor (Coleptera: Tenebrionidae)

Os insetos utilizados foram provenientes de criacdo estabelecida no LCBPF,
criados em caixas de 15 L com farelo de trigo, previamente esterilizado, e chuchu,
como fonte de umidade. A temperatura da sala de criacdo foi mantida a 28° + 1°C,
com pouca luminosidade e baixa umidade relativa, favorecendo o desenvolvimento
do inseto (RIBEIRO et al., 2018). As manuten¢des eram realizadas trés vezes na
semana para retirada das pupas das caixas das larvas e dos insetos mortos, e 0
farelo trocado sempre que apresentasse aspecto de p6. Além disso, uma nova caixa
de larvas neonatas era feita sempre que necessario. Dessa forma, as caixas eram
divididas conforme o tamanho das larvas, sendo neonatas, médias, pupas e adultos.
Foram utilizadas para os bioensaios de prospeccao dos FEP, insetos de terceiro

instar presentes nas caixas, medindo de 2 a 2,5 cm de comprimento.

1.2.3 Criagéo de Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)

Os insetos utilizados para os bioensaios de patogenicidade foram provenientes
da criacdo estabelecida no Laboratorio do Grupo de Pesquisa em Manejo Integrado
de Pragas na Agricultura (AGRIMIP), do Departamento de Protecdo Vegetal,
Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA), Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu. Adultos de mosca-branca,
provenientes do campo, onde infestavam plantas de soja, foram coletados, trazidos
e mantidos em plantas de couve Brassica oleraceae (Brassicaceae), em sala
climatizada a temperatura de 25 + 2 °C, UR de 65 + 5 % e fotofase de 12 horas.

Plantas de couve com ninfas de quarto instar foram utilizadas nos bioensaios.
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1.2.4 Bioensaios para prospeccao dos fungos entomopatogénicos

Os isolados de fungos entomopatogénicos foram prospectados de amostras de
solo coletadas de areas de mata nativa dos estados de S&o Paulo, Parana e
Maranhdo, e de cultivada por soja e eucalipto, nos estados de Sdo Paulo e
Maranhéo (Tabela 1).

Tabela 1 - Localizagdo das mostras de solo coletadas em trés estados
brasileiros, Maranh&o, Sdo Paulo e Parana, em area com solo cultivado (soja e
eucalipto) e nao cultivado (floresta nativa), com o respectivo nimero de
isolados obtidos, época e ano de coleta.

] N° de N° de Epocado
Estado Cidade Area Localizagéo amostras isolados % ano
coletadas
A . 5° 02’ 20-25.2-9” S
Acailandia  Eucalipto 47° 33 52-55 1-9" O 10 11 22,45%  Out./2021
~ o . 5°50' 09-11.0-9" S
Maranhao Grajau Nativa 46° 12’ 43-45.1-8" O 10 9 18,37 Out./2021
. . 3°43-44' 1-9.17-46” S .
Brejo Soja 42° 57" 4-9 02-96" O 10 17 34,70  Prim./2020
. 22°32°1-2"S .
Agudos Eucalipto 49° 2' 11-13" O 10 4 8,16 Prim./2019
Séo . 22° 50’ 15-31" S
Paulo Botucatu Nativa 48° 25-26' 26-35" O 10 2 4,08 Ver./2020
. 22°48-50" 31-51" S
Botucatu Soja 48° 25-26' 26-35" O 10 5 10,20  Ver./2020
. . 23° 23 5-8.5-8" S
Parana  Mandaguacu  Nativa 52° 08' 43-44 4-44" O 10 1 2,04 Ver./2020
Total - - - 70 49 100 -

Para o isolamento, utilizou-se o “Bait method”, com larvas de terceiro instar de T.
molitor (ZIMMERMANN, 1986). Para isso, 10 amostras por area foram coletadas a
10 cm de profundidade da superficie (Figura 1), transportadas ao LCBPF em sacos
de papel, dentro de caixas térmicas com gelo, e armazenadas em freezer, a -4 °C,
até o processamento. Cada amostra de solo foi dividida em 10 repeticdes, e
considerado como um tratamento. Sendo assim, cada area contava com 10

tratamentos.
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Figura 1 - Coleta do solo de area de floresta plantada com eucalipto, apds retirada da
matéria organica, seguido de armazenamento em sacos de papel para envio ao

Laboratdrio de Controle Biolégico de Pragas Florestais.
k\'l‘:‘_ i L V) if{gﬁ‘ ‘\f N> -, j

NFoto: Bianca Cris_tin Costa Géa

Cinco larvas de T. molitor foram alocadas em um recipiente plastico de 100 ml,
contendo 50 g de cada amostra de solo, o qual foi umedecido na capacidade de
campo (UCC) de 40%, foi calculada para cada amostra, conforme a formula: UCC =
[(Massa de solo 100% umidade — massa de solo seco) x 40/100]. Os potes com 0s
insetos foram mantidos em sala a temperatura de 25 + 1 °C, UR de 70 £ 10% e
fotofase de 12 h (Figura 2A). Nos primeiros cinco dias, os potes foram invertidos
diariamente, visto 0s insetos apresentarem fototropismo negativo, objetivando o
contato direto das larvas com todo o solo. Posterior a esses dias, as avaliagdes
eram realizadas a cada dois dias, por 44 dias, totalizando 14 avaliacbes, e 0s
insetos mortos eram retirados e superficialmente desinfestados com solugdo de
hipoclorito de sodio (1% v/v) por 30 segundos, e em seguida, lavados em agua
destilada autoclavada por 30 s (Figura 2B). Os insetos foram mantidos no interior do
fluxo laminar, para secarem, transferidos individualmente para pocos de camaras
Uumidas feitas com placas de cultura de célula de 48 pocos, e incubados em camara
tipo BOD (Temp. de 25 + 1 °C e fotofase de 12 h) por 14 dias, visando estimular o
desenvolvimento e a esporulacédo dos FEP (Figura 2C).
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Figura 2 — Bioensaio conduzido com a técnica “Bait method” para deteccao de
fungos entomopatogénicos em larvas de Tenebrio molitor (Temp. de 25+ 1 °C,
UR 70 + 10% e fotofase de 12 h) (A); inseto apresentando sinal de infeccdo por
fungo entomopatogénico durante a avaliagdo (B); Camaras umidas feitas com
placas de cultura de célula de 48 pocos, incubados em camaratipo BOD
(Temp. de 25 +1 °C e fotofase de 12 h) por 14 dias, visando estimular o
desenvolvimento e a esprula ao dos fungos entomopatogénicos (C).

O isolamento dos fungos foi realizado em placas de Petri (90 mm) com 15 ml de
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA, Sigma-Aldrich 39 g/L), autoclavado a
121 °C e 1 atm por 20 minutos, suplementado com antibidtico sulfato de
estreptomicina (0,01 g.L?). Cada isolado foi mantido em camara tipo BOD, conforme

descrito acima.

1.2.5 Preservagéao dos isolados de fungos entomopatogénicos obtidos

Os isolados de interesse foram preservados utilizando o método descrito por
Castellani em 1939, o qual consiste na conservagcdo por suspensdo em agua
destilada em tubos de penicilina, mantidos em temperatura ambiente (JONK;

ATKINS, 1986), e também em glicerina a 10%, armazenados em freezer a -20 °C.

1.2.6 Identificacao dos isolados

Os isolados foram previamente identificados, ao nivel de género, por exame

morfolégico e ao nivel de espécie por analise molecular.
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1.2.6.1 Caracterizacédo morfologica

Os isolados foram cultivados em placa de Petri (90 mm) contendo 15 ml de meio
de cultura BDA, autoclavado a 121 °C e 1 atm por 20 minutos, suplementado com
antibiético sulfato de estreptomicina (0,01 g.L)., mantidos em camara tipo BOD
(Temp. de 25 £ 1 °C e fotofase de 12 h) por 14 dias e analisados quanto a sua
estrutura, formada a partir do arranjo do conidiéforo, fialide e conidios, em
microscépio optico na amplificacdo de 400x (GADDEYYA et al., 2012).

1.2.6.2 Caracterizacdo molecular

A extragdo do DNA e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foram
conduzidas no Laboratério de Biologia Molecular e Nematologia, do Departamento
de Protecéo Vegetal, FCA/UNESP. O micélio e os conidios dos isolados com 14 dias
de crescimento em placa de Petri contendo 15 ml de meio BDA, previamente
autoclavado a 121 °C e 1 atm por 20 minutos, suplementado com antibiético sulfato
de estreptomicina (0,01 g.L?)., foram utilizados para a caracterizacdo molecular. Em
cada microtubo contendo a amostra do fungo para extracdo do DNA foram
adicionados 80 pl de solucdo de resina Chelex 10% e 8 pl de proteinase K (20
mg/ml), e em seguida, incubada em bloco térmico por 95 °C a 20 minutos. O
sobrenadante foi coletado para realizacéo da reacao de amplificacdo da regiao ITS1-
5.8S-ITS2 do rDNA, e foi realizada e um volume total de 50 ul, usando tampéo Taq
DNA Polymerase 1X, 1,5 mM de MgCI?, 0,4 uM de cada primer ITS 1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), 0,2
mM de dNTPs, 0,2 U de Taq DNA polimerase e 25 ng de DNA. A amplificacéo foi
conduzida em termociclador (Infinigen, TC-96CG, USA), programado para
desnaturacao inicial a 95 °C por cinco minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 30 s, anelamento a 62 °C por um minuto, extensao a 72
°C por cinco minutos e extenséao final a 72 °C por cinco minutos (XIONG et al.,
2013).

Os produtos das extracbes de DNA e da reacdo de PCR (50 pl) foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% sob luz ultravioleta (UV) e foto
documentador. Os produtos de amplificacdo foram purificados por beads magnéticas
e encaminhadas para o Instituto de Biotecnologia (IBTEC), UNESP/Botucatu, SP,
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para sequenciamento Sanger. A sequéncia obtida foi utilizada para encontrar a

sequéncia mais similar depositada do GenBank, usando a ferramenta BLASTn.

1.2.7 Viabilidade dos conidios dos fungos entomopatogénicos

Cada isolado de FEP foi inoculado em placa de Petri (90 mm) contendo 15 ml de
BDA suplementado com antibiético sulfato de estreptomicina (0,01 g.L?).,
previamente autoclavado a 121 °C e 1 atm por 20 minutos, foi mantido em BOD
(Temp. de 25 £ 1 °C e fotofase de 12 h) por 14 dias, até o completo desenvolvimento
e esporulacéao.

A viabilidade de todos os fungos foi determinada depositando uma aliquota 100
ul da suspensdo de conidios na concentracdo de 1x10°® conidios/ml, previamente
preparada com solucao do surfactante Tween 80 (0,01% v/v), em placas de Petri (90
mm) contendo 15 ml de meio de cultura BDA suplementado com antibiético sulfato
de estreptomicina (0,01 g.L1)., e incubadas em BOD, conforme descrito acima, por
18 h. O conidio foi considerado viavel quando o tubo germinativo se encontrava
duas vezes maior que o diametro do esporo. Um total de 100 conidios por repeticédo
foi contabilizado em microscépio 6ptico com amplificacdo de 400x, utilizando-se trés
repeticdes por isolado. Os fungos que apresentaram viabilidade acima de 90% foram
utilizados nos bioensaios com os insetos (WRAIGHT; INGLIS; GOETTEL, 2007).

1.2.8 Screening dos isolados de fungos entomopatogénicos em Bemisia tabaci

(Hemiptera: Aleyloridae)

O bioensaio de patogenicidade dos isolados em ninfas de quarto instar de B.
tabaci biotipo B foi conduzido com 28 isolados de FEP (Quadro 1), trés produtos
comerciais (Boveril® WP, isolado PL63 de Beauveria bassiana; Metarril® WP,
isolado E9 de Metarhizium anisopliae; e Octane® SC, isolado 1296 de Cordyceps
fumosorosea) e uma testemunha, composta por solucado de Tween 80 (0,01% v/v).

Os conidios foram obtidos em placas de Petri (90 mm) contendo 15 ml de meio
de cultura BDA suplementado com sulfato de estreptomicina (0,01 g.L)., mantidos
em camara tipo BOD (Temp. de 25 = 1 °C e fotofase de 12 h) por 14 dias. Cada
suspensao foi preparada de maneira independente, para evitar contaminagcdo. Os

conidios foram obtidos através da raspagem superficial do meio de cultura, seguido
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de adicdo de solucdo do surfactante Tween 80 (0,01% v/v). A concentracdo da
solucdo foi ajustada para 1x1028 conidios mlt com auxilio de camara de Neubauer e
microscoépio optico (CHEN, et al., 2021).

Plantas de couve infestadas por ninfas de quarto instar de B. tabaci tiveram as
folhas retiradas, sendo selecionadas 10 ninfas de quarto instar por repeticao,
marcadas com corante a prova d’agua (Figura 3). As folhas com as ninfas foram
colocadas com a superficie abaxial para cima sobre 15 ml de solugcdo de gel
hidrorretentor na concentracdo de 5 gL (condicionador de solo, marca comercial
Hidroplan), para manutencéo da turgidez da folha durante o periodo de avaliacéo,
conforme metodologia adaptada de Mascarin et al. (2013a), em placas de Petri (90
mm). O delineamento foi inteiramente casualizado, sendo cada placa considerada
uma repeticdo, com um total de seis repeticoes.

O volume da suspensédo de conidios aplicada foi determinado de acordo com a
recomendacdo de campo para inseticidas bioldgicos registrados para B. tabaci (200
L/ha), e de acordo com a &rea da placa de Petri de 90 mm (63,6 cm?). Dessa forma,
uma aliquota de 127 p da suspensao de cada isolado foi aplicada em cada
repeticdo, de maneira independente, com auxilio de um aerégrafo profissional de
dupla acédo (DB134k, Fenghua Bida Machinery Manufacture Co., China), a 25 cm de
distancia da placa de Petri, com pressdo de trabalho de 10 PSI, conforme
metodologia adaptada de Mascarin et al. (2013p), no interior da cabine de fluxo
laminar. O equipamento foi lavado com hipoclorito de sédio (1% v/v), alcool 70% e

agua destilada autoclavada ap0és a finalizacdo da aplicacdo no tratamento.

Figura 3 - Ninfas de quarto instar de Bemisia tabaci biétipo B previamente
marcadas com corante a prova d’agua a serem avaliadas no bioensaio de
patogenicidade.
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ApoOs cada aplicacdo, as placas foram imediatamente levadas a camara tipo
BOD (Temp. 25 £ 1 °C, UR de 85 + 2% e fotofase de 12 h), e nesse ambiente
mantidas durante sete dias. As avaliagfes foram diarias, com a primeira realizada 24
h apés a inoculacdo dos fungos. Todas as avaliagbes foram realizadas com auxilio
de microscopio estereoscopio. As ninfas foram consideradas mortas quando
apresentavam aspecto dessecado, coloracdo amarelada ou avermelhada e/ou
crescimento micelial (MASCARIN et al., 2013a). Além disso, 0s insetos mortos eram
mantidos nas folhas e demarcados com outra coloragao de corante a prova d’agua,
uma vez que o ambiente estava propicio para o desenvolvimento do microrganismo
aplicado, devido a alta umidade proporcionada pelo gel hidroretentor, fato que

auxiliou na comprovagéo da morte do inseto pelo fungo.

1.2.9 Andlise estatistica

Os dados da mortalidade das ninfas da testemunha e das ninfas inoculadas com
os FEP foram submetidos ao teste de normalidade (p>0,05). Os melhores isolados
tiveram os dados da mortalidade transformados em mortalidade acumulada (%) e
posteriormente, os melhores foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis seguido
pelo teste de Dunn’s, visando comparar par a par as medianas (p>0,05).
Posteriormente, os dados foram corrigidos pela formula de Schneider-Orelli's
(PUNTENER; ZAHNER, 1981) e novamente submetidos ao teste de Kruskal Wallis
seguido pelo teste de Dunn’s (P>0,05), com auxilio do software Excel (2020) e
Minitab (2021).

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Diversidade de espécies de fungos entomopatogénicos em solos brasileiros

Um total de 49 isolados de fungos entomopatogénicos foram obtidos de 70
amostras de solo, identificados com base na andlise morfolégica e na regido ITS.
Entre eles, Metarhizium anisopliae foi a espécie predominante, representando
69,38% dos FEP encontrados, ou seja, 34 isolados, seguido por M. robertsii,

Purpureocilium lilacinum e Beauveria bassiana, com sete, quatro e dois isolados,
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respectivamente. Além desses, foi encontrado uma de Cordyceps amoene-rosea e
uma cepa de M. guizhouense (Tabela 2).

O numero de FEP obtidos nas diferentes regides do Brasil variaram com relagéo
aos estados. O estado do Maranh&o, onde foram coletadas 30 amostras de solo, foi
o bioma com maior nimero de fungos isolados, com 37 no total. Além disso, o solo
cultivado com soja foi o mais abundante, com 17 cepas obtidas, seguido por
eucalipto e nativa, com 11 e nove fungos, respectivamente. O género mais
encontrado foi Metarhizium, presente nas trés areas analisadas, sendo M. anisopliae
a espécie dominante. Para o estado de S&do Paulo, solo dos trés ecossistemas foi
coletado, no qual foi encontrado 11 cepas, sendo o solo de soja 0 mais abundante,
com cinco FEP, todos da espécie M. anisopliae, das amostras de solos de eucalipto
foram isolados quatro FEP, sendo um de cada espécie: M. anisopliae, M. robertsii,
B. bassiana e C. amoene-rosea, e de mata nativa foi possivel isolar apenas dois
FEP, sendo um M. anisopliae e um M. robertsii. Com relacdo ao estado do Parand, o
anico solo avaliado foi o de nativa, onde foi possivel isolar apenas um exemplar de

M. anisopliae (Tabela 2).
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Tabela 2 - Isolados de fungos entomopatogénicos obtidos de 70 amostras de
solo cultivado (soja e eucalipto) e nao cultivado (nativa) dos estados do
Maranh&o, Sdo Paulo e Parana, identificados através de analise morfolégica
em microscépio estereoscOpio e molecular através daregido ITS do rDNA

Isolado Espécie Hospedeiro Cultura Local
LCBPF 02 Cordyceps amoene-rosea  T.molitor  Eucalipto Agudos — SP
LCBPF 07 Metarhizium anisopliae T. molitor  Eucalipto Agudos — SP
LCBPF 08 Metarhizium robertsii T. molitor  Eucalipto Agudos — SP
LCBPF 09 Beauveria bassiana T. molitor  Eucalipto Agudos — SP
LCBPF 13 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Botucatu — SP
LCBPF 27 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Botucatu — SP
LCBPF 28 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Botucatu — SP
LCBPF31 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Botucatu — SP
LCBPF34 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Botucatu — SP
LCBPF47 Metarhizium robertsii T. molitor Nativa Botucatu — SP
LCBPF 50 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Botucatu — SP
LCBPF 60 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa  Mandaguacu - PR
LCBPF 77 Metarhizium robertsii T. molitor Nativa Grajal - MA
LCBPF 78 Metarhizium guizhouense T. molitor Nativa Grajal — MA
LCBPF 79 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajal — MA
LCBPF 80 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajal — MA
LCBPF 81 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajad — MA
LCBPF 82 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajad - MA
LCBPF 83 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajau - MA
LCBPF 85 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajad - MA
LCBPF 86 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajau - MA
LCBPF 88  Purpureocillium lilacinum T. molitor  Eucalipto  Agailandia -MA
LCBPF 89 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo - MA
LCBPF 90 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 92 Beauveria bassiana T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 93 Metarhizium anisopliae T. molitor Eucalipto  Acailandia -MA
LCBPF 95 Metarhizium robertsii T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 96  Purpureocillium lilacinum T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 98  Purpureocillium lilacinum T. molitor  Eucalipto  Acgailandia -MA

LCBPF 100 Metarhizium robertsii T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 101  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 102  Metarhizium anisopliae T. molitor  Eucalipto  Acgailandia -MA
LCBPF 103  Metarhizium anisopliae T. molitor  Eucalipto  Acgailandia -MA
LCBPF 104  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 105 Metarhizium anisopliae T. molitor Eucalipto  Acailandia -MA
LCBPF 106 Metarhizium anisopliae T. molitor eucalipto Acailandia -MA
LCBPF 107 Purpureocillium lilacinum T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 108 Metarhizium anisopliae T. molitor Eucalipto  Acailandia -MA
LCBPF 109 Metarhizium anisopliae T. molitor Eucalipto  Acailandia -MA
LCBPF 111  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 113  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 115 Metarhizium robertsii T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 116 Metarhizium robertsii T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 117  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 123  Metarhizium anisopliae T. molitor  Eucalipto  Acailandia -MA
LCBPF 124  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 137  Metarhizium anisopliae T. molitor  Eucalipto  Acailandia -MA
LCBPF 144  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
LCBPF 165  Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA
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1.3.2 Viabilidade dos conidios dos fungos entomopatogénicos

Foram selecionados para 0s ensaios de patogenicidade em B. tabaci, as cepas
com viabilidade média superior a 90%. Foi realizada a viabilidade de 63 fungos,
dentre eles, 48 obtidos do isolamento do solo dos estados de SP, MA e PR com T.
molitor, 12 ja pertencentes a colecdo do LCBPF, os quais foram isolados por
Domingues et al. (2022) e trés produtos biol6gicos comerciais.

Os isolados selecionados de M. anisopliae apresentaram de 100 a 90,67 +
2,08% de viabilidade, enquanto que os isolados selecionados de B. bassiana e M.
robertsii, os mais abundantes ap6s M. anisopliae, apresentaram, 97,67 + 0,57 a
91,67 £ 0,57% e 100 a 91,67 * 3,51%, respectivamente, de viabilidade (Quadro 1).
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Quadro 1. Fungos entomopatogénicos e produtos comerciais selecionados
para o bioensaio de patogenicidade em Bemisia tabaci bi6tipo B com base na
média da viabilidade (%) dos conidios na concentracdo de 1x10° acima de 90%

Isolado Espécie Viabilidade (%)
LCBPF 02 Cordyceps amoene-rosea 96, 33 £ 3,79
LCBPF 07 Metarhizium anisopliae 82,67 £ 3,21
LCBPF 08 Metarhizium robertsii 84,0+2,0
LCBPF 09 Beauveria bassiana 97,33 +2,08
LCBPF 11 Cordyceps javanica 93,33+ 2,08
LCBPF12 Cordyceps fumosorosea 96,0+ 1,0
LCBPF 13 Metarhizium anisopliae 92,0+5,29
LCBPF 15 Beauveria bassiana 91,67 + 2,52
LCBPF 17 Cordyceps cateniannulata 96,0 £ 3,0
LCBPF 19 Beauveria bassiana 93,33 + 3,06
LCBPF 20 Beauveria bassiana 91,67 £ 0,57
LCBPF 23 Beauveria bassiana 96,0+ 3,0
LCBPF 27 Metarhizium anisopliae 76,0 £ 2,65
LCBPF 28 Metarhizium anisopliae 90,67 £2,31
LCBPF 31 Metarhizium anisopliae 94,67 £ 3,21
LCBPF 34 Metarhizium anisopliae 43,33 £ 4,16
LCBPF 45 Beauveria bassiana 84,67 £ 2,49
LCBPF 46 Beauveria bassiana 97,67 + 0,57
LCBPF 47 Metarhizium robertsii 91,67 + 3,51
LCBPF 50 Metarhizium anisopliae 43,33+2,0
LCBPF 60 Metarhizium anisopliae 90,67 £ 2,08
LCBPF 62 Beauveria bassiana 97,33 +2,08
LCBPF 63 Cordyceps fumosorosea 76,0 £ 2,65
LCBPF 77 Metarhizium robertsii 94,0+2,0
LCBPF 78 Metarhizium guizhouense 90,0+ 2,0
LCBPF 79 Metarhizium anisopliae 91,0+£4,0
LCBPF 80 Metarhizium anisopliae 96,67 + 4,93
LCBPF 81 Metarhizium anisopliae 94,33 £2,52
LCBPF 82 Metarhizium anisopliae 97,67 £ 2,08
LCBPF 83 Metarhizium anisopliae 100,0 £0,0
LCBPF 85 Metarhizium anisopliae 94,0+2,0
LCBPF 86 Metarhizium anisopliae 21,33+2,51
LCBPF 88 Metarhizium anisopliae 80,67 £ 1,15
LCBPF 89 Purpureocillium lilacinum 80,33+ 1,52
LCBPF 90 Metarhizium anisopliae 79,0+5,0
LCBPF 92 Beauveria bassiana 47 £6,0
LCBPF 93 Metarhizium anisopliae 35,0+6,0
LCBPF 95 Metarhizium robertsii 66,33 + 2,08
LCBPF 96 Purpureocillium lilacinum 35,0+6,0
LCBPF 98 Purpureocillium lilacinum 66,33 £ 2,08

LCBPF 100 Metarhizium robertsii 100,0 £0,0
LCBPF 101 Metarhizium anisopliae 68,33 £ 1,15
LCBPF 102 Metarhizium anisopliae 82,0 +£4,35
LCBPF 103 Metarhizium anisopliae 68,67 + 3,05
LCBPF 104 Metarhizium anisopliae 93,67 £ 0,57
LCBPF 105 Metarhizium anisopliae 55,0+ 3,6
LCBPF 106 Metarhizium anisopliae 66,0 £2,0
LCBPF 107 Purpureocillium lilacinum 84,0+ 3,0
LCBPF 108 Purpureocillium lilacinum 100,0 £ 0,0
LCBPF 109 Metarhizium anisopliae 35,0+4,0
LCBPF 111 Metarhizium anisopliae 79,0+1,0
LCBPF 113 Metarhizium anisopliae 84,0+2,0
LCBPF 115 Metarhizium robertsii 85,0+2,0
LCBPF 116 Metarhizium robertsii 74,33 +35
LCBPF 117 Metarhizium anisopliae 66,33 + 1,52
LCBPF 123 Metarhizium anisopliae 13,67 + 1,52
LCBPF 124 Metarhizium anisopliae 32,0+3,5
LCBPF 137 Metarhizium anisopliae 73,67 0,58
LCBPF 144 Metarhizium anisopliae 55,67 £ 2,08
LCBPF 165 Metarhizium anisopliae 79,0+1,0

Boveril® Beauveria bassiana 96,33 + 3,79
Metarril® Metarhizium anisopliae 91,33 +1,53
Octane® Cordyceps fumosorosea 92,67 + 3,06




37

1.3.3 Patogenicidade dos isolados de fungos entomopatogénicos a Bemisia tabaci

Os fungos entomopatogénicos aplicados na concentracdo 1x108 esporos/ml
apresentaram patogenicidade aos adultos de B. tabaci comprovada por analise
morfolégica em microscopio Optico e reisolamento em meio BDA, quando necessario
(Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Ninfas de B. tabaci selecionadas com corante a prova d’agua
apresentando sinais e sintomas de infeccdo por fungos entomopatogénicos. A
—Isolado de LCBPF 11 (C. javanica). B — Isolado LCBPF 23 (B. bassiana).
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Figura 5 - Ninfas de B. tabaci selecionadas com corante a prova d’agua
apresentando sinais e sintomas de infec¢cao por fungos entomopatogénicos. A
—Isolado LCBPF 02 (C. amoene-rosea). B — Isolado LCBPF 15 (B. bassiana). C

Todos os isolados e produtos comerciais avaliados foram patogénicos as ninfas
de B. tabaci com, ao menos, 40% de mortalidade apos oito dias (Quadro 2).
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Quadro 2 - Mortalidade corrigida acumulada (%) de 30 tratamentos com fungos
entomopatogénicos aplicados em Bemisia tabaci biétipo B oito dias ap6s o
inicio das avaliacGes (Temp. de 25 £ 1 °C e fotofase de 12 h)

Tratamento Espécie Mortalidade corrigida acumulada (%)
Testemunha* - -

Boveril® Beauveria bassiana 575+2,0

Metarril® Metarhizium anisopliae 91,1+1,2

Octane® Cordyceps fumosorosea 89,4+14
LCBPF 02 Cordyceps amoene-rosea 96,6 + 1,7
LCBPF 09 Beauveria bassiana 876+1,9
LCBPF 11 Cordyceps javanica 100,0+0,9
LCBPF12 Cordyceps fumosorosea 575+1,1
LCBPF 13 Metarhizium anisopliae 94,7+1,6
LCBPF 15 Beauveria bassiana 94,7+1,1
LCBPF 17 Cordyceps cateniannulata 46,8+ 1,7
LCBPF 19 Beauveria bassiana 71,6 +2,6
LCBPF 20 Beauveria bassiana 78,7+14
LCBPF 23 Beauveria bassiana 100,0 £ 0,6
LCBPF 28 Metarhizium anisopliae 84,024
LCBPF 31 Metarhizium anisopliae 69,9+15
LCBPF 46 Beauveria bassiana 415+0,9
LCBPF 47 Metarhizium robertsii 876+1,8
LCBPF 60 Metarhizium anisopliae 50,4+1,3
LCBPF 62 Beauveria bassiana 379+1,2
LCBPF 77 Metarhizium robertsii 716+24
LCBPF 78 Metarhizium guizhouense 80,5+1,3
LCBPF 79 Metarhizium anisopliae 36,2+14
LCBPF 80 Metarhizium anisopliae 75,2+1,7
LCBPF 81 Metarhizium anisopliae 36,2+1,0
LCBPF 82 Metarhizium anisopliae 575+1,0
LCBPF 83 Metarhizium anisopliae 85,8+1,9
LCBPF 85 Metarhizium anisopliae 57,5+0,8
LCBPF 100 Metarhizium robertsii 450+1,1
LCBPF 104 Metarhizium anisopliae 41,5+0,8
LCBPF 108 Purpureocillium lilacinum 39,7+2,1

*Mortalidade média de Bemisia tabaci no tratamento Testemunha: 0,6 + 0,4

Os fungos denominados LCBPF 11 e LCBPF 23, j4 pertencentes a micoteca do
LCBPF, respectivamente identificados como C. javanica e B. bassiana, foram
responsaveis por 100% de mortalidade ao fim do periodo de avaliacdo, no entanto,
em velocidades distintas. O isolado LCBPF 11 se destacou por causar a morte de
100% das ninfas apoés cinco dias, enquanto o isolado LCBPF 23 levou 100% dos
insetos & morte no sexto dia de avaliacdo (Figura 6 e 7).

Os isolados LCBPF 02 de C. amoene-rosea, LCBPF 13 de M. anisopliae, LCBPF
15 de B. bassiana e o0s produtos comerciais Metarril® e Boveril®, foram
responsaveis pela mortalidade acima de 90% dos insetos, em velocidades diferentes

(Figuras 6 e 8).



39

Figura 6 — Mediana da mortalidade acumulada da testemunha, produtos
comerciais Octane e Metarril, LCBPF 02, LCBPF 11, LCBPF 13, LCBPF 15 e
LCBPF 23, respectivamente, em ninfas de Bemisia tabaci na concentracao
1x108 conidios ml*
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Figura 7 - Mortalidade corrigida acumulada (%) dos isolados LCBPF 11 e
LCBPF 23, de Cordyceps javanica e Beauveria bassiana, respetivamente, em
ninfas de Bemisia tabaci na concentracdo 108 conidios ml?
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*Valores seguidos por letras iguais ndo diferem significativamente (Alpha = 0,05).

Figura 8 - Mortalidade corrigida acumulada (%) dos isolados LCBPF 02, LCBPF
13 e LCBPF 15, e produtos comerciais Metarril® e Octane® em ninfas de
Bemisia tabaci na concentracao 1x108conidios mi-t
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*Valores seguidos por letras iguais nao diferem significativamente (Alpha = 0,05).

1.4 DISCUSSAO

Nesse estudo foi possivel complementar a colecdo de microrganismos
entomopatogénicos do LCBPF através do isolamento de fungos de amostras de solo
de trés estados brasileiros, MA, SP e PR usando o T. molitor através do “Bait

method”. Além disso, os resultados do presente estudo complementam os obtidos
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por Domingues et al. (2022), o qual realizou o isolamento de dois géneros de
Cordyceps em mosca-branca, dentre eles o LCBPF 11, de C. javanica, o qual
apresentou alta letalidade a B. tabaci bi6tipo B nesse estudo.

Dentre as metodologias utilizadas para isolamento de entomopatdégenos, as
duas mais empregados séo a do “Bait method” e a do meio de cultura seletivo. Esta
Gltima consiste na adicdo de compostos bactericidas e fungicidas ao meio de cultura,
0s quais suprimem o desenvolvimento de contaminac¢des. No entanto, ja foi relatado
que o composto dodina, muito empregue na obtencdo de FEP, além de impedir o
desenvolvimento de fungos que ndo possuem interesse para o estudo, podem evitar
com que fungos entomopatogénicos pouco estudados e conhecidos se
desenvolvam, devido a ruptura que causa a membrana plasmatica (CHANG et al.,
2021; RANGEL et al., 2010).

Dessa forma, o uso do “Bait method” com T. molitor, além de apresenta-se como
uma metodologia de baixo investimento necessario, visto a criacdo do inseto em
laboratério demandar poucos recursos e ser muito produtivo, € um método
altamente sensivel, o qual permite o isolamento direto de entomopatégenos (KIN et
al., 2018). Esses motivos, e o fato de esta técnica ser utilizada em diversos trabalhos
(CHANG et al., 2021; KIM et al., 2018; SHARMA et al., 2018; STEINWENDER et al.,
2014), motivaram a escolha dessa metodologia para este estudo, no qual foi
possivel encontrar 49 cepas de fungos entomopatogénicos, de seis diferentes
espécies em 70 amostras de solo.

Dentre as areas estudadas, a area cultivada por soja foi a que apresentou maior
guantidade de fungos, 22 no total, e maior diversidade, com isolados de M.
anisopliae, M. robertsii, P. lillacinum e B. bassiana. As observac¢des aqui obtidas néo
corroboram com os resultados obtidos por Botelho et al. (2019), onde a o nimero de
isolados de Metarhizium obtido foi maior em solos de areas nativas que em areas
agricolas. Além disso, a diferengca demonstrada pelos autores e nos dados aqui
obtidos, evidencia a estreita relacéo entre o solo, 0 ambiente em que esta inserido e
a distribuicdo de FEP. Entre as possiveis razbes para isso acontecer, tem-se o fato
de que as areas cultivadas, com soja, por exemplo, apresentam grande diversidade
de insetos-praga, de diferentes ordens e familias, o que pode favorecer a
manutencdo dos FEP nessas areas (CHEN et al., 2021). Agregado a isso, a adog¢ao
de praticas como plantio direto e fertilizagdo do solo, aumentam disponibilidade de

nichos para FEP, e posteriormente, aumentam a diversidade de fungos (SHARMA et
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al.,, 2018). Solos bem arejados, favorecidos por praticas agricolas, segundo
MCGUIRE; NORTHFIELD (2020), durante o desenvolvimento micelial podem facilitar
o desenvolvimento 6timo de FEP e o controle de pragas.

As espécies de Metarhizium, segundo UZMAN et al (2019) apresentam maior
frequéncia em solos cultivados, resultado que concorda com 0s aqui obtidos, onde
foram isoladas 15 cepas de M. anisopliae de solos cultivados por soja, de um total
de 34, e isso pode ser devido aos relatos que Metarhizium sdo mais tolerantes a
produtos fitossanitarios quando comparado com Beauveria, por exemplo
(SANCHEZ-PENA; LARA; MEDINA, 2011).

Os fungos selecionados para o teste de patogenicidade em B. tabaci foram
aqueles que apresentaram viabilidade acima de 90% apés 18 h de incubacdo. Os
testes de viabilidade devem ser realizados visando a sele¢do de cepas com alta
capacidade germinativa, ou seja, alta taxa de emisséo do tubo germinativo dentro de
18 a 24 h, visto esta ser uma caracteristica importante de viruléncia dos FEP aos
insetos-praga (FARIA et al., 2015).

Foi determinado que o isolado LCBPF 11, de C. javanica, foi o mais letal as
ninfas de quarto instar de B. tabaci em laboratério, seguido pelo isolado LCBPF 23
de B. bassiana. Sain et al. (2019) obtiveram resultados semelhantes aos aqui
obtidos, com elevada eficécia (crescimento micelial, esporulacdo e mortalidade) para
B. bassiana e C. javanica. Agregado a isso, Cordyceps e Beauveria sao
entomopatdégenos conhecidos por infectar naturalmente moscas-brancas, com
potencial de causar epizootias fungicas (WU et al., 2021).

Os bioensaios foram realizados com ninfas de quarto instar de mosca-branca.
No entanto, estudos anteriores em laboratério e em casa-de-vegetacdo relataram
gque o segundo instar é mais suscetivel a infeccdo fangica por Cordyceps e
Beauveria, sendo o quarto instar, os ovos e o0s adultos os estadios menos
suscetiveis (BOAVENTURA et al., 2021; CABANILLAS; JONES, 2009; LU et al.,
2022; RAHIM et al., 2013; TIAN et al., 2015). No caso desse estudo, as ninfas de
guarto instar foram selecionadas devido a alta disponibilidade de insetos e facilidade
de serem manipuladas, visto serem maiores, além disso, cepas eficazes ao quarto
instar, terdo maiores chances de controlar os instares jovens. Testes futuros podem
ser realizados visando a obtencdo da viruléncia nos instares iniciais de B. tabaci,
com alto potencial de estes isolados se apresentarem ainda mais letais, além de

avaliacdo sobre ovos e adultos. Além disso, estudos envolvendo tecnologia de
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aplicacdo também devem ser realizados, visto os estadios imaturos da praga
geralmente ocorrerem na superficie abaxial das folhas, dificultando que os FEP
atinjam diretamente o alto bioldgico (TIAN et al., 2015).

Dentre os isolados de Cordyceps avaliados no estudo, C. javanica e C. amoene-
rosea, além do produto comercial Octane®, a base de C. fumosorosea, causaram
90% de mortalidade em seis dias, enquanto C. fumosorosea e C. cateniannulata
foram responsaveis por 57,44 e 46,81% de mortalidade, respectivamente, apds oito
dias, valores que demonstram o potencial que esse género apresenta contra o
inseto avaliado. A microscopia eletrbnica de varredura revelou que os conidios de C.
fumosarosea germinaram e produziram apressorios em 24 h quando inoculados em
ninfas de segundo instar, enquanto que a penetracdo das hifas pela cuticula das
ninfas de B. tabaci ocorreu em 48 h (TIAN et al., 2015). Apesar de o isolado de C.
fumosorosea avaliado no presente estudo ter sido inferior as outras espécies
avaliadas desse microrganismo, os dados obtidos quanto ao tempo de mortalidade
dos insetos, 100% em cinco dias para C. javanica e 90% em seis dias para C.
amoene-rosea e para o Octane®, condizem com a rapidez no processo de infecao
obtido por Tian et al (2015), que pode estar correlacionado a presenca de um grande
namero de genes codificadores de enzimas importantes durante as etapas iniciais
de infec¢céo, como as proteases (LIN et al., 2019).

Esta é uma caracteristica importante a ser observada, visto que isolados de FEP
mais virulentos e com melhores indices de eficacia terdo melhor desempenho para
serem utilizados em programas de MIP para controle de B. tabaci, além disso,
fungos do género Cordyceps sao facilmente produzidos em escala massal,
favorecendo o seu uso a campo (BOAVENTURA, et al., 2021; SAIN et al., 2019; LIN
et al., 2019; MASCARIN et al., 2015; MASCARIN et al., 2013).

O isolado LCBPF 23, de Beauveria bassiana, também apresentou alta
efetividade contra mosca-branca, com 100% de mortalidade em seis dias de
avaliagdo, seguido pelo isolado LCBPF 15, com 94,68% de mortalidade também
apos seis dias., resultado semelhante ao obtido por Bhadani et al (2021), o qual
relata a mortalidade corrigida acima de 70% apos seis dias de avaliacdo (0,043 x
10° conidios mL?). O potencial de viruléncia de diferentes cepas de FEP varia de
isolado para isolado, o que pode estar relacionado a alta producdo de enzimas e
metabolitos secundarios por esse FEP. Segundo Gerbremariam, Chekol e Assefa

(2022) ha grande variagdo quanto a producdo de compostos enziméticos por B.



44

bassiana e M. anisopliae, como quitinase, lipases e proteases, atribuindo a viruléncia
exibida pelos isolados mais patogénicos altos niveis de atividade dessas enzimas, e,
portanto, alta capacidade de quebra de quitina, lipidio e proteina, compostos que
constituem a cuticula dos insetos. Além disso, os metabdlitos secundarios
produzidos por B. bassiana como a beauvericina, sdo capazes modificarem a
atividade da P-gliproteina, composto de defesa a fungos, produzido pelos insetos
(NORA et al, 2021). Os compostos bassiatin, methyl 1,4-dihydro-4-oxo-2-
qguinolinecarboxylate e 6-dehydrocerevisterol, isolados de uma cepa de Beauveria
sp. apresentaram efeito inseticida quando aplicados em B. tabaci (AN et al., 2021),
demonstrando o potencial que os metabdlitos secundarios produzidos por esse

microrganismo possuem sobre a mosca-branca biétipo B

1.5 CONCLUSAO

A alta diversidade identificada no presente estudo sustenta os outros estudos
realizados, indicando que o solo age como um reservatorio para 0s microrganismos
entomopatogénicos. Foi demonstrado que os solos cultivados por soja foram os
mais ricos em termos de quantidade de isolados e diversidade, quando comparado
com areas de mata nativa e florestas plantadas com eucalipto. M. anisopliae foi a
espécie mais abundante, seguido por M. robertsii, Purpureocilium lilacinum e
Beauveria bassiana. Com relacdo a patogenicidade em B. tabaci bidtipo B, os
isolados LCBPF 11 de C. javanica e LCBPF 23 de B. bassiana foram os mais letais,
seguido pelo LCBPF 02 de C. amoene-rosea, LCBPF 15 de B. bassiana, LCBPF 13
de M. anisopliae, e produtos comerciais Metarril® e Octane®. Além disso, esse € 0
primeiro relato de C. amoene-rosea causando alta mortalidade de B. tabaci no
Brasil. Sendo assim, estudos futuros devem ser realizados com esses isolados
visando a obtencdo de resultados & campo, assim como bioensaios avaliando
diferentes formulacdes. Dessa forma, as melhores cepas poderéo integrar, no futuro,

produtos biolégicos comerciais a base de fungos entomopatogénicos.
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CAPITULO 2

PATOGENICIQADE DE DIFERENTES ISOLADOS DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS PARA O CONTROLE DE Euschistus heros
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)

Bianca Cristina Costa Géa'; Paula Leite dos Santos!; Thiago Souza Bulhdes?;
Mauricio Magalhdes Domingues!; Pedro Henriqgue Queiroz Navarro!; Vanessa
Rafaela de Carvalho?; Carlos Frederico Wilcken?.

!Laboratério de Controle Biolégico de Pragas Florestais, Departamento de Protecédo
Vegetal, Faculdade de ciéncias Agrondmicas, FCA/UNESP — Campus de Botucatu,
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RESUMO

Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) € uma das principais pragas da
soja, Glycine max, no Brasil. Seu controle é majoritariamente realizado com
inseticidas quimicos, mas h& demanda pelo controle biolégico, incluindo o
microbiano. Os fungos entomopatogénicos tém vantagens devido ao modo de
acao, variabilidade genética e permanéncia no ambiente. Assim, esse estudo
teve por objetivo avaliar a patogenicidade de isolados de fungos
entomopatogénicos pertencentes a colecdo do Laboratério de Controle
Biologico de Pragas Florestais (LCBPF) em E. heros. Os fungos, preservados
pelo método de Castellani, foram reativados em meio BDA, permanecendo em
BOD a temperatura de 25 + 1°C e fotofase de 12 h. Os insetos foram obtidos
de criacdo estabelecida no LCBPF. O teste de patogenicidade foi feito em
ovos, ninfas de 3° instar e adultos de E. heros com isolados que apresentaram
viabilidade acima de 90%. Uma aliquota de 127 pl de cada suspenséo fungica
na concentracdo de 1x108 conidios mL?, com 0,01% de Tween 80, foi
aplicada com aerografo a 10 psi de pressao em cada placa de Petri contendo
cinco ovos ou quatro ninfas/adultos de percevejo marrom. O controle consistiu
em agua destilada autoclavada com 0,01% de Tween 80. Os experimentos
permaneceram em sala, a 25 °C e UR de 80%, e foram avaliados diariamente
por 15 dias. Os insetos mortos foram levados para camara Uumida em BOD a
25 + 1°C, para favorecer a esporulacdo. Foram avaliados 25 isolados em
adultos e 28 em ninfas e ovos. Os mais patogénicos foram os isolados LCBPF
11, 19, 20 e 28, além do produto comercial Octane® para adultos, LCBPF 23,
77, 79, 80 e 82 para as ninfas de terceiro instar e LCBPF 08, 13, 63 e 81,
além do produto comercial Octane® para 0s ovos. Sendo assim, os fungos
entomopatogénicos apresentaram potencial de controle para E. heros.

Palavras-chave: Beauveria; controle microbiano; Cordyceps; micoinseticidas;

percevejo marrom; Metarhizium.

ABSTRACT

Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) is one of the main pests of soybean,
Glycine max, in Brazil. Its control is mostly carried out with chemical insecticides, but
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there is a demand for biological control, including microbial control.
Entomopathogenic fungi have advantages due to mode of action, genetic variability
and permanence in the environment. Thus, this study aimed to evaluate the
pathogenicity of isolates of entomopathogenic fungi belonging to the collection of the
Laboratory of Biological Control of Forest Pests (LCBPF) in E. heros. The fungi,
preserved by the Castellani method, were reactivated in PDA medium, remaining in
BOD at a temperature of 25 £ 1 °C and a photophase of 12 h. The insects were
obtained from breeding established in the LCBPF. The pathogenicity test was
performed on eggs, 3rd instar nymphs and adults of E. heros with isolates that
showed viability above 90%. An aliquot of 127 pl of each fungal suspension at a
concentration of 1x108 conidia mL?, with 0.01% Tween 80, was applied with an
airbrush at 10 psi of pressure in each Petri dish containing five eggs or four brown
stink bug nymphs/adults. The control consisted of autoclaved distilled water with
0.01% Tween 80. The experiments were kept in a room, at 25 °C and 80% RH, and
were evaluated daily for 15 days. The dead insects were taken to a humid chamber
in BOD at 25 + 1°C to favor sporulation. Were evaluated 25 strains in adults and 28
in nymphs and eggs. The most pathogenic were isolates LCBPF 11, 19, 20 and 28,
in addition to the commercial product Octane® for adults, LCBPF 23, 77, 79, 80 and
82 for 3rd instar nymphs and LCBPF 08, 13, 63 and 81, in addition to the commercial
product Octane® for eggs. Therefore, the entomopathogenic fungi showed control
potential for E. heros.

Keywords: Beauveria; brown stink bug; Cordyceps; Metarhizium; microbial control;
mycoinsecticides.

2.1 INTRODUCAO

Os insetos-praga causam grandes perdas a agricultura mundial. No Brasil, as
perdas geram um decréscimo de US$ 17,7 bilhbes ao setor agricola (POZEBON et
al., 2020; OLIVEIRA et al., 2014). Apenas para soja, as perdas ocasionadas por
esses organismos podem chegar a 4,31 milhGes de toneladas (mt), representando
uma perda econémica anual de US$ 1,51 bilhdes (POZEBON et al., 2020; CONAB,
2017), sendo assim, estdo diretamente associados a reducédo da produtividade da
cultura, fazendo-se necessario o controle destes para obtencdo de maior
produtividade e qualidade dos produtos (ONSTAD; CRAIN, 2019). O grupo dos
percevejos fitbfagos € o que mais causa perdas a produtividade da soja da América
do Sul (BUENO et al., 2015). Desse grupo, o percevejo marrom Euschistus heros
(Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae), € a espécie mais importante devido a
alta frequéncia, abundancia e dificuldades no manejo (BUENO et al., 2020; PAZINI
et al., 2019; PANIZZI, 2013), ocorrendo desde a fase vegetativa até a maturacao dos
graos na cultura da soja (CORREA-FERREIRA, 2012). O inseto, durante o processo
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alimentar, injeta toxinas na planta deixando-a clorética e com porte menor, além de
reduzir a producdo de vagens e atrasar a maturacdo dos graos (BUENO et al.,
2020). As perdas, no Brasil, devido a alimentacdo pelo E. heros podem chegar a R$
2 bilhdes, caso nenhuma medida de controle seja tomada (OLIVEIRA; LUCINI,
PANIZZI, 2022).

O controle € majoritariamente realizado com o0 uso de inseticidas quimicos, 0s
qguais, dentre outros fatores, favorecem a selecdo de populagdes resistentes, fato
gue vem sendo evidenciado a cada ano devido ao aumento nos casos de surtos nas
regides produtoras, dificultando ainda mais o manejo (TUELHER et al., 2018; PAZINI
et al., 2019), além de poderem desencadear problemas relacionados a
contaminacdo ambiental, desequilibrio da biodiversidade e do agroecossistema
(PAZINI et al., 2019).

Sendo assim, explorar outras estratégias para o controle do E. heros, as quais,
aliadas ao controle quimico seletivo, podem reduzir os niveis populacionais nas
areas de cultivo (SILVA-SANTANA et al.,, 2021). No manejo integrado de pragas
(MIP), os fungos entomopatogénicos (FEP) sao reconhecidos como inimigos
naturais importantes das popula¢cdes de insetos-praga. No entanto, poucos sdo 0s
estudos realizados com diferentes espécies, bem como, com diferentes isolados de
FEP (OLIVEIRA et al., 2016; NORA et al., 2021; SOSA-GOMEZ; MOSCARDI, 1998;
RESQUIN-ROMERO et al., 2020). Esses microrganismos tém a vantagem de
possuirem acgdo por contato, se destacando entre os entomopatdgenos, com
capacidade de infectar o hospedeiro através do tegumento (QU; WANG, 2018).
ApoOs adesdo e germinacdo do conidio na cuticula, ocorre a penetracdo e a
propagacéo pela hemocele, levando o inseto a morte, geralmente devido a producéo
de metabolitos secundérios e toxinas, e ao consumo dos nutrientes (BUTT et al.,
2016). No entanto, apesar das vantagens apresentadas pelos FEP, trabalhos
relataram que o controle obtido para E. heros é baixo (SOSA-GOMEZ; MOSCARDI,
1998; OLIVEIRA et al., 2016), devido a acdo de defesas quimicas, que englobam
compostos com acao fungistatica presentes na epicuticula e volateis téxicos
sintetizados pelas glandulas metatoracicas (LOPES et al., 2015). Sendo assim, a
busca por isolados de FEP que sejam mais virulentos, ndo apenas a adultos, mas
também a imaturos e ovos sdo necessarios. Esse trabalho teve por objetivo avaliar a
patogenicidade de diferentes espécies e isolados de FEP contra diferentes estadios

de desenvolvimento de E. heros. Esses isolados apresentaram alta patogenicidade
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ao psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)
(DOMINGUES et al.,, 2022) e a mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) (dados néao publicados), apresentando potencial de controle ao E.

heros.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Local do estudo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Biolégico de
Pragas Florestais (LCBPF), localizado no Departamento de Protecdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, Campus de Botucatu.

2.2.2 Criagao de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)

A criacao de E. heros foi iniciada a partir de massas de ovos obtidas da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA - soja) e da Koppert Biological
Systems do Brasil, e mantidas em sala de criagdo do LCBPF, conforme método
proposto por Silva et al. (2007), sob condi¢ces controladas (Temp. de 25 + 2° C, UR
de 65 + 10% e fotoperiodo de 14 h).

As posturas obtidas foram mantidas em placas plasticas (60 mm), contendo
aproximadamente 1 g de ovo. Cada recipiente continha uma abertura na tampa,
coberta por tecido tipo voil, para evitar a fuga das ninfas apds ecloséo e facilitar as
trocas gasosas. No interior, além dos ovos, foi colocado um fragmento de vagem
verde de feijdo (Phaseolus vulgaris) e amendoim cru (Arachis hypogaea). Os insetos
foram mantidos nas placas até o inicio do segundo instar, fase em que foram
transferidos para caixas plasticas transparentes de 4,5 L. Cada caixa possuia uma
abertura na tampa, recoberta por tecido tipo voil, e o fundo era forrado com papel do
tipo strong. Os insetos foram alimentados com dieta natural, composta por vagem
verde de feijdo, amendoim cru e, sazonalmente, com frutos de ligustro (Ligustrum
lucidum) e, como fonte de umidade, foi utilizado recipientes contendo algodao
hidréfilo umedecido.

Quando adultos, os insetos foram transferidos para caixas plasticas

transparentes de 8 L, com as mesmas caracteristicas citadas acima, contendo
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aproximadamente 100 casais/caixa. Como substrato para oviposicdo, eram
utilizados quatro recortes de tecido de algodao cru, alocados proximos as paredes
das caixas, os quais foram retirados a cada 48 h, para inicio de uma nova geracao
de insetos.

2.2.3 Screening dos isolados de fungos entomopatogénicos em Euschistus heros

(Hemiptera: Pentatomidae)

Para o ensaio de patogenicidade de fungos entomopatogénicos em E. heros foi
utilizado os fungos pertencentes a colecdo de FEP do LCBPF, preservados
conforme método descrito por Castellani (1939) e em glicerina a 10% (-20 °C)
(Tabela 1) e produtos bioldgicos comerciais (Tabela 2). Todos os entomopatdgenos
e produtos comerciais tiveram a viabilidade avaliada antes dos bioensaios.

Tabela 1 - Cepas de fungos entomopatogénicos pertencentes a colecdo do
Laboratorio de Controle Biol6gico de Pragas Florestais, identificadas através
de andlise morfolégica em microscopio estereoscopio e molecular através da
regido ITS do rDNA, que foram utilizadas nos bioensaios para o Euschistus
heros (Hemiptera: Pentatomidae)

Isolado Espécie Hospedeiro Cultura Local Alvo
LCBPF 02 Cordyceps amoene-rosea T. molitor Eucalipto Agudos - SP O N** Akxx
LCBPF 08 Metarhizium robertsii T. molitor Eucalipto Agudos — SP ONA
LCBPF 09 Beauveria bassiana T. molitor Eucalipto Agudos — SP ONA
LCBPF 11 Cordyceps javanica B. tabaci Soja Botucatu — SP A
LCBPF 12  Cordyceps cateniannulata T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 13 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 15 Beauveria bassiana T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 17  Cordyceps cateniannulata T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 19 Beauveria bassiana T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 20 Beauveria bassiana T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 23  Beauveria bassiana T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 28 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Botucatu — SP ONA
LCBPF31 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Botucatu — SP ONA
LCBPF 46 Beauveria bassiana T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF47 Metarhizium robertsii T. molitor Nativa Botucatu — SP ONA
LCBPF 60 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Mandaguacu - PR ONA
LCBPF 62 Beauveria bassiana T. molitor Eucalipto  Cruzeiro do Sul -PR ONA
LCBPF 63 Cordyceps fumosorosea B. tabaci Soja Botucatu - SP ON
LCBPF 77 Metarhizium robertsii T. molitor Nativa Grajau - MA ONA
LCBPF 78  Metarhizium guizhouense T. molitor Nativa Grajat — MA ONA
LCBPF 79 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajalu — MA ONA
LCBPF 80 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajat — MA ONA
LCBPF 81 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajal — MA ONA
LCBPF 82 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajau - MA ON
LCBPF 83 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajau - MA ON
LCBPF 85 Metarhizium anisopliae T. molitor Nativa Grajat — MA ON
LCBPF 96 Purpureocillium lilacinum T. molitor Soja Brejo — MA A

LCBPF 100 Metarhizium robertsii T. molitor Soja Brejo — MA ONA
LCBPF 104 Metarhizium anisopliae T. molitor Soja Brejo — MA ONA
LCBPF 108 Metarhizium anisopliae T. molitor Eucalipto Acailandia -MA ON

*Ovo; ** Ninfa; ***Adulto.



57

Tabela 2 — Produtos comerciais e respectivos principais ativos da fabricante
Koppert do Brasil Holding Ltda utilizados em todos os bioensaios com
Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)

Produto comercial Principio ativo Fabricante
Boveril® Beauveria bassiana Koppert do Brasil Holding Ltda.
Metarril® Metarhizium anisopliae  Koppert do Brasil Holding Ltda.
Octane® Cordyceps fumosorosea Koppert do Brasil Holding Ltda.

2.2.3.1 Viabilidade dos isolados

Cada isolado de FEP foi reativado em placa de Petri (90 mm) contendo 15 mL de
meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA - Sigma-Aldrich 39 g L) suplementado
com antibiético sulfato de estreptomicina (0,01 g.L?)., previamente autoclavado a
121 °C e 1 atm por 20 minutos. Os fungos foram mantidos em BOD (Temp. de 25 £
1 °C e fotofase de 12 h) por 14 dias, até o completo desenvolvimento e esporulagao.

Foi realizada a viabilidade de 30 cepas, as quais pertencem a colec¢ao de fungos
entomopatogénicos do LCBPF, além de trés produtos bioldgicos comerciais (Tabela
le?2).

A viabilidade de todos os fungos foi determinada depositando uma aliquota 100
ul da suspenséo de conidios na concentracdo de 1x10° conidios mLt, previamente
preparada com solucao do surfactante Tween 80 (0,01% v/v), em placas de Petri (90
mm) contendo 15 ml de meio de cultura BDA suplementado com antibidtico sulfato
de estreptomicina (0,01 g.L!)., e incubadas em BOD, conforme descrito acima, por
18 h. O conidio era considerado viavel quando o tubo germinativo se encontrava
duas vezes maior que o diametro do esporo. Um total de 100 conidios por repeticdo
foi contabilizado em microscoépio 6ptico com amplificacdo de 400x, utilizando-se trés
repeticdes por isolado. Os fungos que apresentaram viabilidade acima de 90% foram
utilizados nos bioensaios com os insetos (WRAIGHT; INGLIS; GOETTEL, 2007).

2.2.3.2 Patogenicidade dos isolados a Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)

Os bioensaios de patogenicidade ocorreram em adultos, ninfas de terceiro instar

e posturas de E. heros.
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2.2.3.2.1 Bioensaio em adultos de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)

O ensaio foi conduzido com adultos de E. heros, com sete dias de idade, 25
isolados de FEP, trés produtos comerciais e uma testemunha, composta por agua
destilada autoclavada e Tween 80 (0,01% v/v) (Tabela 1 e 2).

Os conidios foram obtidos em placas de Petri (90 mm) contendo meio de cultura
BDA suplementado com sulfato de estreptomicina (0,01 g.Lt)., mantidos em camara
tipo BOD (Temp. de 25 = 1 °C e fotofase de 12 h) por 14 dias. Cada suspenséo foi
preparada de maneira independente, para evitar contaminacdo. Os conidios foram
obtidos através da raspagem superficial do meio de cultura, seguido da adicao de
surfactante Tween 80 (0,01% v/v). A concentracdo da solucdo foi ajustada para
1x108 conidios mL' com auxilio de camara de Neubauer e microscépio 6ptico
(NORA et al., 2021).

Os insetos foram retirados da criagcdo no dia anterior a montagem do ensaio,
com seis dias ap6s emergéncia, e mantidos em placas de Petri (90 mm) contendo
vagem verde de feijao e papel filtro no fundo, até o momento da inoculacdo. O
delineamento foi inteiramente casualizado, sendo cada placa considerada uma
repeticdo, com um total de oito, contendo quatro insetos em cada.

O volume da suspensédo de conidios aplicada foi determinado de acordo com a
recomendacdo de campo para inseticidas biol6gicos registrados para E. heros (200
L ha?), e de acordo com a &rea da placa de Petri de 90 mm (63,6 cm?). Dessa
forma, uma aliquota de 127 p da suspensao de cada isolado foi aplicada em cada
repeticdo, de maneira independente, com auxilio de um aerdgrafo profissional de
dupla acédo (DB134k, Fenghua Bida Machinery Manufacture Co., China), a 25 cm de
distancia da placa de Petri, com pressdo de trabalho de 10 PSI, conforme
metodologia adaptada de Jordan et al. (2021), no interior da cabine de fluxo laminar.
O equipamento foi lavado com hipoclorito de sédio a 1% (v/v), alcool 70% e agua
destilada autoclavada a cada tratamento.

Apo6s cada aplicagdo, as placas foram imediatamente levadas a camara tipo
BOD (Temp. de 25 + 1 °C, UR de 85 + 2% e fotofase de 12 h), e nesse ambiente
mantidas por 48 h, favorecendo o contato dos insetos com os conidios retidos no
papel filtro. ApOs esse periodo, os insetos foram transferidos para placas plasticas
(60 mm) adaptadas com tecido tipo voil, contendo a mesma fonte de alimento e

mantidos em sala a temperatura de 25°C, UR de 80% e fotofase de 12 h (Figura 1).
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As avaliacdes foram realizadas diariamente, sendo a primeira conduzida 48 h
apos a inoculacdo dos fungos, a qual consistia na verificagdo de insetos mortos e na
substituicdo do alimento, conforme necessario, durante 15 dias. Os cadaveres
removidos das placas eram submetidos a desinfestacdo superficial com solucédo de
hipoclorito de sédio (1% v/v) por 30 segundos e posteriormente lavados em agua
destilada autoclavada, por 30 segundos, seguido por transferéncia para as camaras
Uumidas, confeccionadas de recipientes plasticos de 500 mL. A incubacdo ocorreu
em BOD, com mesmas condi¢cdes ja descritas acima, por 15 dias, visando a
confirmacdo da morte do inseto pelo fungo, através do desenvolvimento de

estruturas como hifas e conidios.

Figura 1 — Bioensaio com Euschistus heros em placas adaptadas com tecido
tipo voil mantidos a temperatura de 25°C, UR de 80% e fotofase de 12 h

2.2.3.2.2 Bioensaio em ninfas de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)

O bioensaio foi conduzido com ninfas de terceiro instar de E. heros, retiradas da
criagdo, com no maximo 24 h, para evitar com que a troca de instar pudesse afetar o

desenvolvimento do FEP, com as mesmas caracteristicas descritas acima.
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2.2.3.2.3 Bioensaio em posturas de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)

As posturas de E. heros utilizadas no bioensaio foram retiradas da criacdo 12 h
antes da montagem do experimento. Além disso, quando retirados, 0os ovos estavam
frescos, com no maximo 10 h. Todos os ovos selecionados para o bioensaio foram
avaliados em microscopio estereoscopio, objetivando selecionar apenas 0s 0vos
viaveis, ou seja, sem danos aparentes no corion.

Os ovos que ndo emergiram ninfas foram considerados inviaveis/mortos, e
levados a camara umida, conforme descrito. Os ovos que apresentaram estruturas
fungicas, apos a incubacéo, tiveram a morte confirmada pelo microrganismo apos a
identificagcdo morfolégica do FEP em microscopio estereoscopio.

As ninfas que eclodiram foram mantidas no mesmo ambiente dos ovos. Além
disso, foi realizada camara Umida de todas as ninfas que morreram. Cada repeticdo
foi composta por cinco ovos, totalizando 40 ovos por tratamento. As condi¢cfes de

inoculacdo foram as mesmas descritas acima.

2.2.3 Analise estatistica

Os dados de mortalidade dos ovos, ninfas e adultos de E. heros do controle
obsoluto e dos tratamentos com FEP foram submetidos ao teste de normalidade,
apresentando p<0,05, sendo necessario 0 uso da analise ndo paramétrica. Os
isolados tiveram os dados da mortalidade transformados em mortalidade acumulada
(%) e posteriormente, os melhores foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis
seguido pelo teste de Dunn’s, visando comparar par a par as medianas (P>0,05).
Posteriormente, os dados foram corrigidos pela formula de Schneider-Orelli's
(PUNTENER; ZAHNER, 1981) e novamente submetidos ao teste de Kruskal Wallis
seguido pelo teste de Dunn’s (P>0,05), com auxilio do software Excel (2020) e
Minitab (2021).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Viabilidade dos conidios dos fungos entomopatogénicos

Foram avaliadas 30 cepas de FEP pertencentes a colecdo do LCBPF e trés
produtos biolégicos comerciais a base de FEP (Quadro 1), todos os fungos
obtiveram viabilidade igual ou superior a 90%, e foram selecionados para serem
utilizados nos bioensaios de patogenicidade em E. heros.

Quadro 1. Fungos entomopatogénicos e produtos comerciais selecionados
para o bioensaio de patogenicidade em Euschistus heros com base na
viabilidade (%) dos conidios, na concentracdo de 1x108, acima de 90%

Isolado Espécie Viabilidade (%)
LCBPF 02 Cordyceps amoene-rosea 96,3 £3,8
LCBPF 08 Metarhizium robertsii 89,8+25
LCBPF 09 Beauveria bassiana 97,3+2,1
LCBPF 11 Cordyceps javanica 93,3+2,1
LCBPF 12  Cordyceps cateniannulata 96,0+ 1,0
LCBPF 13 Metarhizium anisopliae 92,0+5,3
LCBPF 15 Beauveria bassiana 91,8+25
LCBPF 17  Cordyceps cateniannulata 96,0 + 3,0
LCBPF 19 Beauveria bassiana 93,3+3,1
LCBPF 20 Beauveria bassiana 91,7+0,6
LCBPF 23 Beauveria bassiana 96,0 + 3,0
LCBPF 28 Metarhizium anisopliae 90,7+2,3
LCBPF31 Metarhizium anisopliae 94,7 + 3,2
LCBPF 46 Beauveria bassiana 97,7+0,6
LCBPF47 Metarhizium robertsii 91,7+3,5
LCBPF 60 Metarhizium anisopliae 90,7+2,1
LCBPF 62 Beauveria bassiana 97,3+2,1
LCBPF 63 Cordyceps fumosorosea 93,7+1,2
LCBPF 77 Metarhizium robertsii 94,0+ 2,0
LCBPF 78  Metarhizium guizhouense 90,0+ 2,0
LCBPF 79 Metarhizium anisopliae 91,0+4,0
LCBPF 80 Metarhizium anisopliae 96,7 +4,9
LCBPF 81 Metarhizium anisopliae 94,3+25
LCBPF 82 Metarhizium anisopliae 97,7+21
LCBPF 83 Metarhizium anisopliae 100,0£0,0
LCBPF 85 Metarhizium anisopliae 94,0+2,0
LCBPF 96 Purpureocillium lilacinum 96,0 + 4,6
LCBPF 100 Metarhizium robertsii 100,0 £ 0,0
LCBPF 104 Metarhizium anisopliae 93,7+ 0,6
LCBPF 108 Metarhizium anisopliae 100,0 £ 0,0
Boveril® Beauveria bassiana 96,3+ 3,8
Metarril® Metarhizium anisopliae 91,3+1,5
Octane® Cordyceps fumosorosea 92,7+3,1

2.3.2 Patogenicidade dos isolados de fungos entomopatogénicos em adultos de

Euschistus heros

Foram avaliados 28 tratamentos fangicos, sendo trés produtos comerciais e 25

cepas de FEP, e um tratamento controle, composto por agua destilada autoclavada
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+ 0,01% de Tween 80 (v/v). Os insetos mortos tiveram mortalidade comprovada
pelos FEP por analise morfolégica em microscopio Optico e reisolamento em meio
BDA, quando necessario (Figura 2).

Para os adultos de E. heros, a mortalidade acumulada, aos 15 DAA, variou de 0
a 43,75% (Quadro 2).

Figura 2 — Adultos de Euschistus heros apresentando sintomas de infecgéo
por fungos entomopatogénicos. A — Octane®. B — Isolado LCBPF 11 (C.
javanica). C — Isolado LCBPF 19 (B. bassiana). D — Isolado LCBPF 20 (B.

bassiana). E — Isolado LCBPF 28 (M. anisopliae).
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Quadro 2 — Numero médio acumulado de adultos de Euschistus heros
(Hemiptera: Pentatomidae) mortoscom fungos entomopatogénicos e produtos

comerciais na concentracdo 1x108 conidios ml?
Mortalidade acumulada (%)
1 DAA* 3 DAA 5 DAA 7 DAA 9 DAA 11 DAA 13 DAA 15 DAA
Testemunha 00+00 3,1+04 31+04 31+04 63%05 125+08 125+08 125%08
Octane®  3,1+04 94+05 125+05 188%07 250+09 37,508 375+08 43809
Boveri®  00+00 63%07 125+09 156+12 18815 21,9+15 219+15 21,9+15
Metarril®  00+00 00+00 00+00 63+07 63%07 63%07 63+07 9411
LCBPF02 00+00 00%00 00%00 31+04 63%07 63%07 63+07 6307
LCBPF08 00+00 31%04 31%04 31+04 94+07 94%07 125+08 156%0,9
LCBPF09 00+00 63%05 94+05 219+06 250+08 281+08 281+08 21,9+08
LCBPF11 00%00 9405 21,9+08 31,3+10 31,3+1,0 344%09 375+09 40,6+0,9
LCBPF12 00+00 00%00 31%04 6307 63+07 63%07 63+07 6307
LCBPF13 00+00 00%00 31%04 94+05 94%05 125+08 125+0,8 188+0,9
LCBPF15 00+00 00%00 31%04 125+09 125+09 125+09 125+09 125+0,9
LCBPF17 31%04 3,1%04 31%04 3104 31+04 63%05 63+05 63%05
LCBPF19 00+00 9407 156+11 219+11 31,3+13 406+16 43815 43815
LCBPF 20 0,0+0,0 156+0,7 281+15 313+x14 313+14 344+14 375+13 40614
LCBPF23 00+00 31%04 63%05 63+05 156+0,7 188%07 18807 18807
LCBPF28 31+04 31%04 125+05 188+09 250+1,2 375+14 40,6+05 43805
LCBPF31 00+00 00%00 31%04 31+04 62+07 63+07 63+09 63+0,9
LCBPF46 00+00 00%00 31+04 63+05 94%05 94%05 94+05 125405
LCBPF47 00+00 3,1%04 94%07 94+07 156+09 156+09 188+08 188%0,7
LCBPF60 00+00 3,1%04 31%04 31+03 63+05 6305 63+05 9405
LCBPF62 00+00 00%00 00%00 3104 125+08 125+08 125+08 1560,7
LCBPF77 00+00 00%00 00%00 00%00 31%04 6305 63+05 6305
LCBPF78 00+00 00%00 31%04 63+05 94+05 94%05 94+05 9405
LCBPF79 31+04 31%04 94+07 157+09 188+10 188+10 188+10 188+1,0
LCBPF80 31+04 31%04 31+04 93+07 156+09 188+09 188+09 281+1,1
LCBPF8L 00+00 00%00 31%04 3104 94+05 94%05 99+05 9405
LCBPF96 00+00 00%00 31%04 6307 94+11 94+11 99+11 9411
LCBPF100 00+00 00%00 00%00 00+00 00+00 000+00 00+00 0000
LCBPF104 00+00 00+00 00%00 00+00 94%07 125+08 125%08 125+0,8

Tratamento

As melhores cepas e produtos comerciais foram submetidos a andlise estatistica,
a qual evidenciou que nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os melhores
tratamentos e a testemunha (Figura 3) com o decorrer dos dias de avaliacdo. A
mortalidade acumulada corrigida também foi obtida, sendo possivel a observacéo de
que também ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os tratamentos dentro do
mesmo dia de avaliacéo (Figura 4).
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Figura 3 — Mediana da mortalidade de adultos de E. heros (Hemiptera:
Pentatomidae) pelos melhores isolados de fungos entomopatogénicos
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*DAA — Dias apés a aplicacdo; medianas seguidas por letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05).
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Figura 4 — Mortalidade média acumulada corrigida (%) dos melhores isolados
de fungos entomopatogénicos e produtos comerciais biol6gicos em adultos de
Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) na concentracdo 1x108 conidios
ml-t
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*Medianas seguidas por letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05).

1.3.3 Patogenicidade dos isolados de fungos entomopatogénicos em ninfas de

Euschistus heros

Nas ninfas foram aplicados e avaliados 31 tratamentos fungicos, sendo trés
produtos comerciais e 28 cepas de FEP, e um tratamento controle, composto por
agua destilada autoclavada + 0,01% de Tween 80 (v/v). Os insetos mortos tiveram
mortalidade comprovada pelos FEP por analise morfolégica em microscépio optico e
reisolamento em meio BDA, quando necesséario (Figura 5).

Para as ninfas de E. heros, a mortalidade acumulada, aos 15 DAA, variou de 3,57
a 67,86%, respectivamente identificados como LCBPF 20 (B. bassiana) e LCBPF 77
(M. robertsii) (Quadro 3).

A analise estatistica dos isolados que apresentaram maior taxa de mortalidade
para as ninfas evidenciou diferenca estatistica na mortalidade aos 9 DAA, se
destacando o LCBPF 77, o qual diferiu da testemunha (p = 0,004), mas né&o diferiu
dos tratamentos restantes. Nos dias posteriores, notou-se o aumento das mortes
dentro de cada tratamentos, mas estas nao diferiram estatisticamente, com excecéo

da diferenca ja relatada entre o LCBPF 77 e a testemunha (Figura 6).
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A analise da mortalidade acumulada corrigida dos melhores tratamentos contra
ninfas de E. heros, nao diferiu estatisticamente (p>0,05) entre os tratamentos dentro

do mesmo dia de avaliagéo (Figura 7).

Figura 5 — Ninfas de terceiro instar de Euschistus heros apresentando
sintomas de infec¢cdo por fungos entomopatogénicos. A — Isolado LCBPF 23
(B. bassiana). B — Isolado LCBPF 77 (M. robersii). C —Isolado LCBPF 79 (M.
anisopliae). D —Isolado LCBPF 80 (M. anisopliae). E — Isolado LCBPF 82 (M.
anisopliae).

-
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Quadro 3 — Numero médio acumulado de ninfas de Euschistus heros
(Hemiptera: Pentatomidae) mortas com fungos entomopatogénicos e produtos
comerciais na concentragdo 1x108 conidios ml?

Mortalidade acumulada (%)

Tratamento 1 DAA* 3DAA 5 DAA 7 DAA 9 DAA 11DAA _ 13DAA __ 15DAA
Testemunha _ 0,0+00 66+05 63+05 63+05 63+05 63+05 63+05 6305
Octane® 00+00 71+05 10,7+0,7 10,7+08 143+11 214+10 250+09 250+0,9
Boveril® 00+00 00+00 00+00 107+07 10,7+07 10,7+0,7 10,7+0,7 10,7+0,7
Metarril® 00+00 00+00 00+00 71+07 71+07 71+07 71+07 71+05
LCBPF 02 00+00 36+04 36+04 107+05 10,7+05 10,7+0,5 10,7+0,5 10,7+0,5
LCBPF 08 31+04 63+05 63+05 63+05 63+05 63+05 63+05 63+05
LCBPF 09 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+0, 00%00 3604
LCBPF 12 00+00 00+00 36+04 107+05 10,7+05 10,7+0,5 10,7+0,5 10,7+0,5
LCBPF 13 00+00 36+04 71+05 10,7+05 10,7+0,5 10,7+0,5 10,7+0,5 143+0,5
LCBPF 15 00+00 00+00 7,1+05 143+05 179+07 179+07 179+07 21,4+0,9
LCBPF 17 00+00 36+04 179+07 21,4+06 286+10 286+10 321+10 321+1,1
LCBPF 19 00+00 00+00 00+00 36+04 36+04 71+05 143+1,0 214+1,1
LCBPF 20 00+00 00+00 36+05 3605 36+05 3605 3605 3605
LCBPF 23 00+00 7,1+05 17,8407 286+04 286+04 357+05 357+05 39,3+0,8
LCBPF 28 00+00 36+04 36+04 7,1+05 107+05 143+05 179407 21,4+1,0
LCBPF 31 00+00 36+04 179+07 214+08 286+08 286+09 286+09 321+0,7
LCBPF 46 00400 10,7+05 21,4+08 286+06 321+07 321+07 321+07 321+0,7
LCBPF 47 36+04 7,1+05 10,7+05 10,7405 10,7+05 10,7405 10,7+0,5 10,7+0,5
LCBPF 60 00+00 01+04 36+05 107+05 17,9+07 17,9407 17.9+07 17,.9+0,7
LCBPF 62 00+00 36+05 179+14 250+13 250+10 250+13 250+1,3 250+13
LCBPF 63 00+00 00+00 36+05 36+05 36+05 71+05 71+05 7,1+05
LCBPF 77 71+05 179+05 321+0,9 500+10 571+10 571+10 57,1+10 67,9+10
LCBPF 78 00+00 00+04 7,1+05 7,1+05 107+05 250+11 250+1,1 321+1,0
LCBPF 79 36+04 7,1+05 321+09 357+11 357+11 357+11 393+09 429+0,9
LCBPF 80 00+00 36+04 143+05 321+07 393+05 429+05 429+05 429+05
LCBPF 81 00+00 36+04 21,4+07 286+08 286+08 321+08 321+08 321+08
LCBPF 82 00+00 36+04 17,9409 286+10 357+08 357+08 357+08 357+0,8
LCBPF 83 00+00 7,1+05 7,1+05 143+05 143+09 143+09 143+09 143+0,9
LCBPF 85 00+00 36+04 143+07 179+07 21,4+05 21,4+05 21,4405 214+05
LCBPF100 0,0+00 00+00 00+05 10,7+05 143+07 143+07 143+07 143+0,7
LCBPF104 00+00 00+00 00+00 00%07 00+07 36+12 107+12 143+12
LCBPF108 0,0+00 10,7+07 10,7+07 10,7+08 10,7+08 107+08 143+09 143+0,9
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Figura 6 - Mediana da mortalidade de ninfas de E. heros (Hemiptera:
Pentatomidae) pelos melhores isolados de fungos entomopatogénicos (temp.

1DAA

7DAA

de 25°C, UR de 80% e fotofase de 12 h)
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*DAA — Dias ap6s a aplicagcdo; medianas seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05).
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Figura 7 — Mortalidade média acumulada corrigida (%) dos melhores isolados
de fungos entomopatogénicos para ninfas de Euschistus heros (Hemiptera:
Pentatomidae) na concentracédo 1x108 conidios ml?
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*Medianas seguidas por letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05).

1.3.4 Patogenicidade dos isolados de fungos entomopatogénicos em ninfas de

Euschistus heros

Os ovos de E. heros inviaveis/mortos foram contabilizados 10 dias apds a
inoculagcdo com as cepas de fungos entomopatogénicos e produtos comerciais na
concentracdo 1x10% esporos mlt. Esses ovos foram levados a camara Umida, e
posteriormente a analise em microscopio Optico, e quando necessario, os fungos
foram reisolados em meio de cultura BDA, para confirmacdo da contaminacéo
(Figura 8).

Foram avaliados 31 tratamentos fangicos, sendo trés produtos comerciais e 28
cepas de FEP, e um tratamento controle, composto por agua destilada autoclavada
+ 0,01% de Tween 80 (v/v). A mortalidade acumulada (%) variou de 62,5 a 17,5%,
respectivamente, os isolados LCBPF 63 de C. fumosorosea e LCBPF 47 de

Metarhizium robertsii (Quadro 4).
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Figura 8 — Ovos de Euschistus heros apresentando sintomas de infeccao por
fungos entomopatogénicos. A — Octane®. B — Isolado LCBPF 08 (M. robertsii).
C —Isolado LCBPF 13 (M. anisopliae). D — Isolado LCBPF 63 (C. fumosorosea).

E — Isolado LCBPF 81 (M. anisopliae).
o et -

B. 4
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Os melhores tratamentos foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis, e tiveram
as medianas comparadas pelo teste de Dunn’s, o qual revelou que apés 10 dias a
instalacdo do experimento os fungos LCBPF 63, LCBPF 13 e LCBPF 81 diferiram
estatisticamente da testemunha (p = 0,006) e apresentaram mortalidade de 62,5,
57,5 e 55% (Quadro 4 e Figura 9).
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Quadro 4 — Numero médio acumulado de ovos de Euschistus heros
(Hemiptera: Pentatomidae) mortos devido aos fungos entomopatogénicos e

produtos comerciais na concentracdo 1x108 conidios ml*
Mortalidade acumulada (%)

Tratamento 10 DAA*
Testemunha 10,0+0,8
Octane® 475+1,3
Boveril® 325+1,1
Metarril® 275+£13
LBCPF 02 425+0,8
LCBPF 08 50,0+ 1,6
LCBPF 09 40,0+1,8
LCBPF 12 450+15
LCBPF 13 575+1,6
LCBPF 15 40,0+ 1,4
LCBPF17 450+1,0
LCBPF 19 25,0+0,9
LCBPF 20 425+1,4
LCBPF 23 350+1,3
LCBPF 28 40,0+1,3
LCBPF 31 40,017
LCBPF 46 35015
LCBPF 47 17,5+1,2
LCBPF 60 325+1,4
LCBPF 62 40,0 +2,0
LCBPF 63 62,5+ 1,1
LCBPF 77 27,5+0,7
LCBPF 78 325+1,1
LCBPF 79 32,5+0,9
LCBPF 80 40,0+1,9
LCBPF 81 550+1,5
LCBPF 82 40,012
LCBPF 83 350+1,5
LCBPF 85 40,0+1,1
LCBPF 100 40,0+1,5
LCBPF 104 45,0+ 1,7
LCBPF 108 325+1,1
*DAA — Dias ap6s a aplicacéao.
Figura 9 - Mediana acumulada para ovos de E. heros (Hemiptera:

Pentatomidae) mortos pelos melhores isolados de fungos entomopatogénicos
(temp. de 25°C, UR de 80% e fotofase de 12 h)
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*DAA — Dias ap0s a aplicacdo; medianas seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05).
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Os dados de mortalidade foram corrigidos e ndo revelaram diferenca estatistica

entre os tratamentos (p<0,05) apos 10 dias de inoculacao (Figura 10).

Figura 10 — Mortalidade média acumulada corrigida (%) dos melhores isolados
de fungos entomopatogénicos para ovos de Euschistus heros (Hemiptera:
Pentatomidae) na concentragédo 1x108 conidios ml?
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*Medianas seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05).

2.4 DISCUSSAO

Os isolados pertencentes a colecao de fungos entomopatogénicos do LCBPF, os
guais possuem origem de estados diferentes e, em alguns casos, de hospedeiro,
variaram quanto a patogenicidade para adultos, ninfas e ovos de E. heros. O estudo
revelou também que houve grande variagdo quanto aos isolados patogénicos
guando correlacionados com os estadios do inseto, uma vez que nao houve isolado
em comum para todos os estadios avaliados do percevejo marrom. Além disso, a
cepa LCBPF 77 de M. robertsii para ninfas, LCBPF 11 de C. fumosorosea, LCBPF
13 e 81 de M. anisopliae para ovos, apresentaram potencial de controle para os
estadios de desenvolvimento citados da praga.

Diversos estudos avaliaram o desempenho de FEP em E. heros sob condi¢des
controladas de laboratério, sendo a maior parte dos resultados obtidos apenas em
adultos (NORA et al., 2021; LOPES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; RESQUIN-
ROMERO, et al, 2020). Foi avaliado nesse trabalho trés estadios de
desenvolvimento do E. heros, os quais apresentaram alta variacdo quanto a

suscetibilidade as cepas de entomopatdgenos.
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Os adultos, foram os que se apresentaram mais resistentes, com mortalidade
apos 15 dias de avaliagcdo de 43,75%, provocado pelas cepas LCBPF 19 e 28,
respectivamente, B. bassiana e M. anisopliae. Lopes et al. (2015) também obtiveram
resultados semelhantes aos encontrados nesse trabalho, com mortalidade variando
de 10 a 22% para adultos de E. heros. Os Pentatomidae sdo insetos conhecidos
pela liberacdo de compostos volateis quando em situacdes de estresse. Esses
compostos sdo produzidos e armazenados, no caso dos adultos, pelas glandulas
metatoracicas, afetando negativamente o desenvolvimento de fungos
entomopatogénicos (LOPES et al., 2015; MORAES et al., 2008). Muito provavel que
esses compostos tenham sido os responsaveis pela baixa mortalidade de adultos
nesse trabalho, além disso, estudos envolvendo formas que induzam a superacao
pelos FEP da inibicdo causada por esses volateis podem ser relevantes para o
manejo dessa praga com entomopatogenos.

As ninfas foram mais suscetiveis a infeccdo por fungos, juntamente com os ovos,
com controle de 67,86% e 62,5% apds 15 e 10 dias, respectivamente. Resquin-
Romero et al. (2020) obtiveram mortalidade de 83,3% para ninfas de quinto instar,
ao aplicarem o isolado ARSEF 3297 de M. brunneum. As ninfas sdo consideradas o
estadio de vida mais suscetivel do E. heros, e por isso maior viruléncia ja era
esperada (NORA et al., 2021). Além disso, enquanto o0s adultos produzem
majoritariamente 0 composto n-tridecano, alcoois de cadeia curta e ésteres pelas
glandulas metatoracicas, as ninfas produzem apenas o primeiro, através das
glandulas abdominais (LOPES et al., 2015).

Com relacdo aos ovos, poucos sdo 0s produtos quimicos que possuem efeito
ovicida em hemipteros, sendo considerado um dos estadios mais dificeis de se obter
o controle da praga (CAMPBELL; PEREIRA; KOEHLER, 2016; PERMADI et al.,
2021). Os ovos utilizados no experimento com os FEP foram tratados quando
estavam com no maximo 30 h, além disso, o tratamento controle teve apenas 10%
de mortalidade, enquanto que o melhor tratamento, LCBPF 63, de C. fumosorosea,
obteve 62,5% de mortalidade. Normalmente, inseticidas a base de 0leo penetram
melhor no cérion, quando comparado com 0s inseticidas a base de agua, e isso se
deve a presenca de compostos cerosos, 0S quais servem como barreira para perda
de agua (CAMPBELL; PEREIRA; KOEHLER, 2016), sendo assim, a formulacdo de
um produto a base de 6leo com o entomopatégeno LCBPF 63, pode auxiliar no

aumento do controle obtido nesse trabalho. A somar, o coérion € composto por
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carboidratos e proteinas, 0s quais sdo essenciais para o desenvolvimento dos
conidios dos FEP, o que contribui para a patogenicidade desses microrganismos
durante o desenvolvimento embrionario dos insetos (PERMADI et al., 2021).

E interessante salientar que as ninfas, devido ao habito gregario, tiveram contato
com O microrganismo que estava presente na superficie do ovo, infectando-se. A
camera umida permitiu a esporulacdo dos FEP presentes nas ninfas, sendo esta
uma vantagem do uso desses microrganismos tendo como alvo ovos de E. heros,

merecendo novos estudos.

2.5 CONCLUSAO

Isolados de fungos entomopatogénicos, de origens diferentes, apresentaram
patogenicidade as diferentes etapas de desenvolvimento do inseto. Os isolados
LCPBF 19 de B. bassiana e 28 de M. anisopliae, com origem de mata nativa e de
area cultivada por soja, respectivamente, foram os mais patogénicos aos adultos de
E. heros. Para as ninfas de terceiro instar, o maior nivel de mortalidade foi obtido
pelo LCBPF 77 de M. anisopliae, originario de mata nativa, enquanto que para os
ovos, 0 mais patogénico foi o LCBPF 63 de C. javanica, obtido de adultos de
Bemisia tabaci de uma area de soja. Sendo assim, apesar de as eficacias de
controle ndo terem sido tdo satisfatorias, os fungos avaliados possuem potencial de
controle da praga, visto que apdés a formulacdo podem ser mais eficientes no
combate dos insetos. Além disso, a juncdo em um Unico produto dos melhores
entomopatdégenos pode apresentar excelentes resultados, controlando os insetos em

todas as suas fases no campo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Solos cultivados e néo cultivados se apresentam como um ambiente propicio
para manutencéo de isolados de fungos entomopatogénicos, sendo os estudos que
visam a obtencéo de novas cepas de regides e areas diferentes do Brasil essenciais
para democratizar o controle microbiano de insetos. Foram encontradas 49 novas
cepas desses microrganismos, dentre elas exemplares de Metarhizium, Beauveria,
Cordyceps e Purpureocilium, com potencial para serem utilizados no controle de
insetos-praga.

Os isolados LCBPF 11, 23, 02, 13 e 15 se destacaram no controle de B. tabaci
bi6tipo B, sendo este o primeiro relato de patogenicidade de C. amoene-rosea para
mosca-branca.

O controle microbiano de percevejos fitofagos da familia Pentatomidae, como o
E. heros, é dificultado devido a liberacdo de compostos volateis das glandulas
metatoracicas e abdominais que possuem efeito fungistatico e fungicida aos fungos
entomopatogénicos. O controle de adultos, apesar de dificultoso, apresenta
potencial com os isolados LCBPF 11, 19, 20 e 28. Ja as ninfas, as melhores taxas
de controle foram obtidas pelos fungos LCBPF 23, 77, 79, 80 e 82, enquanto que
para 0os ovos se destacaram as cepas LCBPF 08, 13, 63 e 81. Novos testes
avaliando um produto, em suspensédo de 6leo, contendo as melhores cepas para
cada estadio de vida do E. heros pode viabilizar um melhor controle da praga,

abrangendo todas as fases do seu desenvolvimento.
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