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VIRULENCIA DE MICRO-ORGANISMOS A Plutella xylostella (L.)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) E COMPATIBILIDADE COM INSETICIDAS

RESUMO - A tragca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae), € uma das principais pragas da familia Brassicaceae, com controle
baseado no uso indiscriminado de inseticidas, o que tem propiciado o aumento no
numero de casos de populagdes resistentes a diferentes ingredientes ativos. O
controle biolégico com a utilizagdo de micro-organismos entomopatogénicos
constitui uma importante ferramenta para o manejo desta praga. Entretanto, o
principal entrave quanto a eficiéncia e conservagao destes agentes microbianos no
campo esta relacionado a compatibilidade com os agrotéxicos. O objetivo da
pesquisa foi analisar a suscetibilidade de P. xylostella a micro-organismos
entomopatogénicos e avaliar a compatibilidade dos entomopatégenos mais
virulentos com inseticidas registrados para o controle do complexo de pragas da
cultura do repolho. Foi analisada a eficiéncia de 13 isolados da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis, além de isolados dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium rileyi, Isaria fumosorosea, |.
sinclairii e Lecanicillium muscarium, através da realizacdo de testes de
patogenicidade e viruléncia (CLso e TLso) sobre lagartas de segundo instar de P.
xylostella. A interagao entre os isolados e os ingredientes ativos foi realizada a partir
da mistura do inseticida no meio de cultura, sendo inoculada uma aliquota da
suspensao do micro-organismo apos o meio se solidificar, sendo avaliado o numero
de esporos/mL (B. thuringiensis) e o crescimento da col6nia, o numero e a
viabilidade dos conidios (fungos entomopatogénicos), apés um periodo de sete dias
da inoculagdo destes micro-organismos. Os isolados HD-1, HD-4, HD-11, HD-73 e
T-07 de B. thuringiensis foram os mais eficientes no controle de P. xylostella,
responsaveis por ocasionar mortalidade total das lagartas, com CLso variando entre
0,75 e 11,66 x 102 esporos/mL e TLso entre 25,12 e 34,47 h. Os isolados IBCBO01,
IBCB18, IBCB66 e IBCB87 de B. bassiana, LCMAP101 de M. rileyi e ARSEF7973 de
l. sinclairii ocasionaram mortalidade entre 80 e 100%, com CLsp e TLso entre 2,504 e
6,775 x 10* conidios/mL e 52,22 e 112,13 h, respectivamente. Os isolados HD-1 e
HD-4 apresentaram interagdo neutra com o ingrediente ativo tiametoxam, sendo
positiva para com o isolado T-07, com aumento significativo da esporulagdo. Os
ingredientes ativos tiametoxam e azadiractina foram compativeis com os fungos
entomopatogénicos. Os resultados sugerem que a utilizacdo destes isolados € uma
importante alternativa no manejo de P. xylostella, sendo possivel o emprego do
controle quimico baseado principalmente no uso do ingrediente ativo tiametoxam.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, controle biolégico, controle quimico, fungos
entomopatogénicos, interacao, traga-das-cruciferas



Vii
VIRULENCE OF MICROORGANISMS ON Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE) AND THE COMPATIBILITY WITH PESTICIDES

ABSTRACT - Diamondback moth, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae), is one of the main pest in Brassicaceae family with control based on the
indiscriminate use of insecticides, which has provided an increase in the number of
cases of resistant populations to different active ingredients. Biological control, by
using of entomopathogenic microorganisms is an important tool for the management
of this pest. However, the main obstacle in terms of efficiency and conservation of
these microbial agents in the field is related to the compatibility with pesticides. The
aim of the research was to analyze the susceptibility of P. xylostella to
entomopathogenic microorganisms and evaluate the compatibility of the most virulent
entomopathogens with insecticides registered for the control of pest complex in
cabbage crop. Efficiency of 13 isolates of the entomopathogenic bacterium Bacillus
thuringiensis was analyzed, in addition to isolates of the entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana, Metarhizium rileyi, lIsaria fumosorosea, |. sinclairii and
Lecanicillium muscarium by performing pathogenicity and virulence tests (LCso and
LTs0) on second instar larvae of P. xylostella. The interaction between the isolates
and active ingredients was made from the mixture of the insecticide in the culture
medium, inoculated with an aliquot of the microorganism suspension after medium
solidify, evaluated the number of spores / mL (B. thuringiensis), and the colony
growth, the number and conidia viability (entomopathogenic fungi) after seven days
the inoculation of these microorganisms. The isolates of B. thuringiensis HD-1, HD-4,
HD-11, HD-73 and T-07were the most efficient in P. xylostella control, responsible for
overall mortality, with LCso ranging from 0.75 to 11.66 x 10° spores / mL and TLso
between 25.12 to 34.47 h. The isolates IBCB01, IBCB18, IBCB66 and IBCB87 of B.
bassiana, LCMAP101 of M. rileyi and ARSEF7973 of I. sinclairii caused mortality
between 80 and 100%, with LCso and LTso between 2.504 and 6.775 x 10* conidia /
mL and 52.22 and 112.13 hours, respectively. The HD-1 and HD-4 isolates showed
neutral interaction with the active ingredient thiamethoxam, being positive towards
the isolated T-07, with significant increase in sporulation. The active ingredients
thiamethoxam and azadirachtin were compatible with the entomopathogenic fungi.
The results suggest that the use of these isolates is an important alternative in the P.
xylostella management, being possible the use of chemical control mainly based on
the use of the active ingredient thiamethoxam.

Keywords: Bacillus thuringiensis, biological control, chemical control,
entomopathogenic fungi, interaction, diamondback moth



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais
Introducgao

A traga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), € uma
das principais pragas de Brassicaceae em mais de 80 paises (ATTIQUE; KHALIQ;
SAYYED, 2006; SARFRAZ; DOSDALL; KEDDIE, 2006; GRZYWACZ et al., 2010).
Altas populagbes desta praga sdo mais frequentes nas regides tropicais e
subtropicais, devido as condigdes climaticas favoraveis e presenca de grande
quantidade de hospedeiros (SARFRAZ; KEDDIE, 2005; SAYYED; ATTIQUE;
KHALIQ, 2005; GRZYWACZ et al., 2010). Dentre as espécies comerciais de
brassicas, o repolho (Brassica oleraceae var. capitata) € um dos principais
hospedeiros deste lepidéptero, com relatos de prejuizos de até 100%, representados
por danos qualitativos e quantitativos, ou seja, o ataque da praga pode depreciar o
produto, retardar o crescimento da planta e também ocasionar sua morte (OOlI;
KELDERMAN, 1979; BARROS et al., 1993; OHSAWA, 2001; MONNERAT et al.,
2004).

Para a redugéo populacional desta praga sao utilizados, de forma intensiva e
indiscriminada, inseticidas de elevada toxicidade e amplo espectro de acgao
(CASTELO BRANCO et al., 2003; SARFRAZ; KEDDIE, 2005). A elevada presséao de
selecdo induzida pelo excessivo numero de aplicagbes, aliada ao rapido
desenvolvimento de P. xylostella e ao seu grande potencial de migracao, sao
determinantes para o aumento dos casos de resisténcia de populagcbes da traca-
das-cruciferas a ingredientes ativos de muitos grupos quimicos dos inseticidas
(CASTELO BRANCO et al., 2003; SARFRAZ; KEDDIE, 2005; SAYYED; ATTIQUE;
KHALIQ, 2005; ZHAO et al., 2006; THULER; DE BORTOLI; BARBOSA, 2007;
ENDERSBY; RIDLAND; HOFFMANN, 2008; OLIVEIRA et al., 2011).

Como alternativa aos inseticidas convencionais, insetos predadores,
parasitoides e entomopatdogenos sao potenciais agentes controladores desta praga,
com destaque para os micro-organismos entomopatogénicos, principalmente a
bactéria Bacillus thuringiensis Berliner e o complexo de fungos, como Beauveria

bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., M. rileyi (Farlow)



(Kepler, Humber, Bischoff, Rehner), Isaria sp. e Lecanicillium sp.
(GOPALAKRISHNAN, 1989; SILVA et al., 2003; THULER; DE BORTOLI;
BARBOSA, 2007; GODONOU et al., 2009; XU; ALI; HUANG, 2011; MENDEZ, 2012;
MORAES; FOERSTER, 2012; ZHANG et al., 2013).

Entretanto, um dos entraves na utilizacdo e conservacdo destes agentes
microbianos, visando ao controle de P. xylostella, esta relacionado a compatibilidade
com os agrotoxicos empregados para a reducdo populacional de outras pragas.
Neste sentido, os resultados relacionados as avaliagdes de compatibilidade entre os
agrotoxicos e 0s micro-organismos entomopatogénicos podem ser classificados
como negativos, neutros ou positivos (MORRIS, 1975; HABIB; GARCIA, 1981;
KUZMANOVA, 1981; SEELENA; LEE; CHIANG, 1999). Porém, as pesquisas nesta
area sao muito escassas, o0 que implica na necessidade de aprofundar o
conhecimento relacionado a este assunto como forma de contribuir para com o

manejo integrado de P. xylostella.

Objetivo Geral

Analisar a suscetibilidade de P. xylostella a micro-organismos
entomopatogénicos e avaliar a compatibilidade dos entomopatégenos mais
virulentos com inseticidas registrados para o controle do complexo de pragas da

cultura do repolho.

Revisao de Literatura

Familia Brassicaceae

Originaria do norte da costa do mar Mediterrdneo, as brassicaceas,
consideradas como uma das principais familias botanicas de oleraceas, com
aproximadamente 400 géneros e 4.000 espécies, foram inicialmente disseminadas
para outras localidades a partir do século XVII (KOCH; HAUBOLD; MITCHELL-
OLDS, 2001; FREITAS LUZ; SABOYA, SILVA PEREIRA, 2002; JOHNSTON et al.,
2005; ANJUM et al., 2012). A elevada capacidade adaptativa de muitas de suas



espécies as diferentes condi¢gbes agricolas e ambientais permitiu o desenvolvimento
do cultivo comercial em distintas regides do mundo (SUWABE et al., 2006; HONG et
al., 2008).

Dentre estas, a canola (Brassica napus var. oleifera) e o repolho (B. oleraceae
var. capitata) sdo as brassicas de importancia econémica, sendo mundialmente
cultivadas (FREITAS LUZ; SABOYA; SILVA PEREIRA, 2002). No Brasil, muitas
espécies da familia Brassicaceae sao cultivadas comercialmente na regido Centro-
Sul, devido ao menor custo de producdao quando comparadas a outras culturas
oleraceas (FILGUEIRA, 2012). Normalmente, o cultivo é feito pelo pequeno e médio
produtor, com destaque as culturas do repolho, couve (B. oleraceae var. acephala),
brécolis (B. oleraceae var. italica) e couve-flor (B. oleraceae var botrytis)
(FILGUEIRA, 2012).

Entre as espécies da familia Brassicaceae, a cultura do repolho é considerada
a principal atividade comercial nacional, com um volume total comercializado de
aproximadamente 50.000 ton. para o ano de 2012 (AGRIANUAL, 2014). A
temperatura € um dos fatores limitantes para seu desenvolvimento no Brasil, pois,
originalmente, esta espécie foi melhorada geneticamente para atender as condi¢des
climaticas europeias, ou seja, melhor adaptada em temperaturas mais amenas.
Entretanto, com o avango do melhoramento genético, o mercado conseguiu oferecer
ao produtor cultivares adaptadas as condigbes de temperatura elevada, de forma a
ampliar os periodos de plantio e colheita, 0 que possibilitou o cultivo desta espécie
em regides brasileiras mais quentes (FILGUEIRA, 2012).

Entre os fatores bidticos que limitam a produgdo, destacam-se os insetos
pragas, como as lagartas desfolhadoras Ascia monuste orseis (Latreille)
(Lepidoptera: Pieridae) e Pieris rapae L. (Lepidoptera: Pieridae), além dos
hemipteros Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera Aphididae), Myzus persicae Sulzer
(Hemiptera: Aphididae) e Bemisia tabaci Gennadius Biodtipo B (Hemiptera:
Aleyrodidae) (KAHAN; RICCI, 2001; CASTELO BRANCO et al., 2003; MICHEREFF
FILHO et al., 2011; MATA; LOMONACO, 2013; ZHANG et al., 2013; BRYANT et al.,
2014).



Plutella xylostella
Ocorréncia e distribuicao geografica

Plutella xylostella tem como ponto de origem a Europa (HARDY, 1938), Africa
Meridional (KFIR, 1998) ou leste da Asia (LIU et al., 2000), sendo considerada a
maior praga cosmopolita das brassicas, com relatos em diferentes regides do
mundo, por se adaptar a condigdes climaticas adversas, e também por apresentar
elevada capacidade migratéria (HONDA; MIYARA; KEGASAWA, 1992; CHAPMAN
et al., 2002; COULSON et al., 2002; ATTIQUE; KHALIQ; SAYYED, 2006).

Nas regides tropicais e subtropicais, esta espécie ndo interrompe seu
desenvolvimento, ocorrendo a continuidade das geragbes (CHAPMAN et al., 2002).
Entretanto, nos paises localizados nas extremidades Norte e Sul do mundo, onde a
sobrevivéncia de P. xylostella é improvavel devido a temperaturas muito baixas,
surtos desta praga podem ocorrer como resultado de imigracdes (TALEKAR;
SHELTON, 1993; COULSON et al.,, 2002). Em regides temperadas, a maior
densidade populacional de P. xylostella é originaria de imigragdes, relacionadas a
localidades de clima mais ameno (TALEKAR; SHELTON, 1993; CHAPMAN et al.,
2002).

No Brasil, P. xylostella é importante para a maioria das areas produtoras de
brassicas (MARCHIORO; FOERSTER, 2014), com distribuicdo desde a regido
Amazonica até o estado Rio Grande do Sul, com relatos nos estados de Alagoas,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Pernambuco, Bahia e Distrito Federal,
devido as condi¢des climaticas favoraveis, aliado a outros fatores bidticos e abidticos
(FERRONATTO, 1984; CASTELO BRANCO; GUIMARAES, 1990; BARROS et al.,
1993; MELO; CASTELO BRANCO; MADEIRA,1994; CARDOSO, 1999, CARDOSO
et al., 2012).



Espécies hospedeiras

De acordo com Sarfraz, Dosdall e Keddie (2006), as espécies de brassicas
consideradas hospedeiras a P. xylostella podem ser divididas em plantas cultivadas

economicamente ou selvagens (Tabela 1).

Tabela 1. Brassicaceas hospedeiras de Plutella xylostella.

Espécie/Variedade Nome Comum Tipo
Brassica napus L. Canola Cultivada
Brassica rapa L. (= Brassica campestris (L.)) Nabo silvestre Cultivada
Brassica carinata L. Mostarda da Etidpia Cultivada
Brassica juncea (L.) Mostarda marrom Cultivada
Brassica napa L. Nabo Cultivada
Brassica nigra (L.) Mostarda preta Cultivada
Brassica oleraceae L. var. acephala Couve Cultivada
Brassica oleraceae L. var. alboglabra Couve Cultivada
Brassica oleraceae L. var. botrytis Couve-flor Cultivada
Brassica oleraceae L. var. capitata Repolho Cultivada
Brassica oleraceae L. var. gemmifera Couve de Bruxelas Cultivada
Brassica oleraceae L. var. gongylodes Couve-rabano Cultivada
Brassica oleraceae L. var. italica Brécolis Cultivada
Brassica rapa L. var. pakchoi Pak choi Cultivada
Brassica rapa L. var. pekinensis Couve chinesa Cultivada
Raphanus sativus L. Rabanete Cultivada
Sinapis alba L. (= Brassica hirta Moench) Mostarda Branca Cultivada
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh Arabeta Selvagem
Barbarea vulgaris L. DC Erva de Santa-Barbara Selvagem
Capsella bursa-pastoris (L.) Bolsa-de-Pastor Selvagem
Cardamine flexuosa With. Agridao-amargo Selvagem
Descurainia sophia (L.) Erva-Sofia Selvagem
Erysimum cheiranthoides L. Goivo-amarelo Selvagem
Lepidium campestre (L.) R. Br. Field pepperweed Selvagem
Lepidium virginicum L. Mastrugo-de-galinha Selvagem
Raphanus raphanistrum L. Saramago Selvagem
Rorippa indica (L.) Hiern Biri Selvagem
Rorippa islandica (Oeder) Barbas Marsh yellowcress Selvagem
Sinapis arvensis L. Mostarda-dos-campos  Selvagem
Sisymbrium altissimum L. Tumbling mustard Selvagem
Thlaspi arvense L. Stinkeweed Selvagem

Adaptado de Sarfraz, Dosdall e Keddie (2006).

Além destas espécies da familia Brassicaceae, a traca-das-cruciferas também

se alimenta de plantas das familias Tropaeolaceae (Tropaeolum majus L.),



Capparidae (Cleome sp.), Fabaceae (Pisum sativum L.) e Malvaceae (Hibiscus
esculentis L.) (GUPTA, 1971; RENWICK; RADKE, 1990; LOHR; GATHU, 2002;
SARFRAZ; DOSDALL; KEDDIE, 2005).

Descrigdo morfolégica e comportamental

Os adultos da traga-das-cruciferas sdo microlepiddpteros de coloragao parda,
com aproximadamente 10 mm de comprimento, com habito noturno, e que, durante
o dia, ficam escondidos entre as folhagens (GALLO et al., 2002). Nos machos, a
margem posterior das asas anteriores € branca, formando uma mancha dorsal clara,
em forma de diamante, quando o inseto encontra-se em repouso, 0 que conferiu a
esta praga a denominagéo internacional de “diamondback moth” (HARDY, 1938;
GALLO et al., 2002; IMENES et al., 2002). O dimorfismo sexual dos adultos pode ser
observado na parte ventral dos insetos, no final do abdome, cujos machos
apresentam uma mancha escura e alongada nesta regido, e as fémeas duas
manchas circulares escuras (CASTELO BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997)
(Figura 1).

Figura 1. Dimorfismo sexual de adultos de Plutella xylostella. A — macho (mancha
escura e alongada na regido ventral, parte final do abdome); B — fémea
(duas manchas circulares na regiao ventral, parte final do abdome).
Fonte: Vacari (2009).

As fémeas ovipositam, em média, até 350 ovos nas faces abaxial e adaxial
das folhas de brassicas, isoladamente ou agrupada por dois a trés ovos, e
normalmente acompanhando as nervuras (MARSH, 1917; CASTELO BRANCO;



FRANCA; VILLAS BOAS, 1997). Os ovos de P. xylostella s&o diminutos, menores
que 1 mm, tanto em comprimento como em largura, com formato oval e uma
coloragéo inicial amarelada, com escurecimento progressivo até o momento da
eclosao das lagartas (HARDY,1938; OOIl; KELDERMAN, 1979).

A fase larval é representada por quatro instares (ECOLE et al., 1999), com
habito minador no primeiro estadio, sendo os demais responsaveis por ocasionar
perfuragcdes nas folhas, sendo que, as lagartas conseguem crescer em até 10 mm
de comprimento, com coloragao relacionada a planta hospedeira, podendo ser
verde-escuras quando se alimentam de folhas de repolho, brocolis e couve, e verde-
claras quando consomem folhas de couve-flor (CASTELO BRANCO; FRANCA,;
VILLAS BOAS, 1997; GALLO et al., 2002). A fase de pupa € iniciada pela lagarta
através da confeccdo de um casulo de fios de seda, formado na prépria planta, e
fixado geralmente na face abaxial das folhas, com coloragdo verde-claro, tendendo
ao verde-escuro quando proximo da emergéncia dos adultos (HARDY, 1938; OO,
KELDERMAN, 1979; CASTELO BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997).

Quando em baixa densidade populacional, as lagartas de P. xylostella
apresentam preferéncia alimentar por folhas mais jovens, enquanto que, em
densidade populacional mais elevada, observa-se uma distribuicdo homogénea por
toda a planta. A localizagdo das lagartas na planta esta intimamente relacionada
com a protecao e abrigo contra agentes bidticos e abidticos. Em plantas de repolho,
lagartas e pupas sao geralmente encontradas na face abaxial das folhas que
circundam as cabecas, e também naquelas folhas mais externas (CASTELO
BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997).

Ciclo biolégico

A traca-das-cruciferas apresenta ciclo biolégico curto (Figura 2), variando de
acordo com as condigdes climaticas, principalmente temperatura, e também quanto
a disponibilidade e o tipo de substrato alimentar, sendo multivoltina, com 5 a 10
geracdes durante o ano, fator que pode interferir na flutuagcdo populacional desta
praga de um ano para outro (DIAS et al., 2004; DE BORTOLI et al., 2011;
MARCHIORO; FOERSTER, 2014).



Ciclo=15,7 0,13 dias 3,0 0,05 dias

T=25C
B. oleraceae var. italica Lagarta

4.1 0,08 dias . 8,6 0,13 dias

Figura 2. Ciclo biolégico dos estagios imaturos de Plutella xylostella alimentadas
com folhas de brocolis (B. oleraceae var. italica) submetidas a
temperatura ambiente. Fonte: Marchioro e Foerster (2011).

O periodo de desenvolvimento ovo-adulto de P. xylostella é de 12 a 34 dias
nas temperaturas extremas de 35 e 15°C, respectivamente (CASTELO BRANCO;
FRANCA; VILLAS BOAS, 1997), com periodo de pré-oviposicao podendo variar
entre 2,6 a 5,7 dias nas temperaturas de 14 e 25°C (CREMA; CASTELO BRANCO,
2004). O ciclo biologico dos estagios imaturos desta praga pode oscilar de 13,4 a
72,6 dias a temperaturas de 32,5 e 10°C, respectivamente (MARCHIORO;
FOERSTER, 2011).

De Bortoli et al. (2011) evidenciaram diferencas significativas nos parametros
populacionais da tabela de vida de P. xylostella alimentadas com diferentes
brassicas, comprovando que couve manteiga e brdcolis proporcionaram melhor
desenvolvimento e reproducdo, diferentemente quanto ao emprego do repolho
cultivar Midori. Thuler, De Bortoli e Hoffmann-Campo (2007) também relataram

diferencgas nas caracteristicas biologicas da tragca-das-cruciferas quando submetidas



a diferentes espécies de brassicas, utilizadas como substrato alimentar,
demonstrando melhores resultados frente ao desenvolvimento da praga com o uso

da couve manteiga em comparag¢ao com o repolho.

Danos, prejuizos e custos do manejo de P. xylostella

ApoOs eclosdo, as lagartas de primeiro instar de P. xylostella penetram no
tecido foliar para se alimentarem do parénquima, formando galerias ou “minas”.
ApoOs dois a trés dias, as lagartas de segundo instar abandonam estas galerias e,
até o terceiro instar, consomem a epiderme da face abaxial das folhas. No quarto
instar, as lagartas conseguem se alimentar de todas as partes da planta (CASTELO
BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997; GALLO et al., 2002).

Na cultura do repolho, as injurias ocasionadas pelo ataque de P. xylostella
nas folhas, representadas pelo aspecto rendilhado, e nas cabecas, relacionadas as
perfuragdes, resultam em danos que comprometem o valor comercial do produto
(FREITAS LUZ et al., 2002). Em outros cultivos de brassicas, as lagartas nao
consomem apenas folhas, mas também inflorescéncias, como observado em
brécolis e couve-flor, e os rebentos, referente a Couve de Bruxelas (B. oleraceae
var. gemmifera) (TIBA, 2008).

De acordo com Shelton, Anoaloro e Barnaro (1982), as perdas econdémicas
devido aos danos desta praga em repolho foram de aproximadamente 95%,
principalmente em areas cujo ataque foi severo. A importancia econbmica de P.
xylostella nas diferentes regides do estado de Sao Paulo varia consideravelmente,
mas as perdas sdo de até 60% na produgdo do repolho (CASTELO BRANCO;
FRANCA; VILLAS BOAS, 1997). Porém existem relatos de até 100% de perdas das
cabecas de repolho, consideradas como inadequadas para a comercializagao (OOl;
KELDERMAN, 1979; BARROS et al., 1993).

Nos Estados Unidos da América, especialmente no Texas, P. xylostella pode
ocasionar perdas econémicas a cultura do repolho entre 40 e 70 milhdes de ddlares
(SHELTON, 2004). No estado de Nova York, os prejuizos econémicos podem
chegar a aproximadamente 80 milhdes de dodlares, se ndo houver nenhum tipo de

manejo (SHELTON, 2004). Na india, a referida praga ocasionou perdas anuais de
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até 16 milhdes de dolares para as culturas do repolho e couve-flor (MOHAN;
GUJAR, 2003). Na Australia, o controle de P. xylostella nas culturas do repolho e
canola geraram custos na ordem de 12 e 6 milhdes de dolares australianos,
respectivamente (SHELTON, 2004). No mundo, estima-se que os custos de controle
desta praga fiquem em torno de um bilhdo de ddlares (TALEKAR; SHELTON, 1993).

Métodos de controle de P. xylostella

Controle quimico

O método de controle quimico € a principal estratégia na redugao
populacional de pragas entre os produtores de brassicas, desde o inicio do século
XX (CASTELO BRANCO; FRANGCA; VILLAS BOAS, 1997). Esta preferéncia esta
relacionada a praticidade, rapidez e eficiéncia para com o controle de pragas
agricolas, em especial a P. xylostella (CASTELO BRANCO; MELO, 2002, TIBA,
2008).

Dentre os inseticidas recomendados para as pragas dos cultivos de brassicas,
os piretroides estdao entre os mais utilizados para a reducédo populacional de P.
xylostella. Porém, a sua utilizagdo inadequada tem aumentado consideravelmente
os relatos de resisténcia de diferentes populagdes (CARAZO et al., 1999; CASTELO
BRANCO et al., 2001; CASTELO BRANCO et al., 2003; THULER; DE BORTOLI,
BARBOSA, 2007). De acordo com Georghiou e Lagunestejada (1991) e Castelo
Branco et al. (2001), populagdes de P. xylostella podem apresentar rapida evolugao
da resisténcia a determinado ingrediente ativo, levando ao aumento ineficiente do
numero de aplicagdes. Esta caracteristica pode estar condicionada tanto ao
potencial bidtico da referida espécie, com ciclo bioldgico curto quando comparado a
outros insetos, e também devido as constantes aplicagbes fitossanitarias dos
mesmos ingredientes ativos (CASTELO BRANCO et al., 2003).

A traca-das-cruciferas foi a primeira espécie a apresentar resisténcia ao
inseticida organoclorado dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (JOHNSON, 1953), sendo
que, 0s grupos quimicos dos piretroides, organofosforados, carbamatos,

avermectinas, oxadiazinas, pirazoles, antranilamida (i.a. clorantraniliprole),



11

neonicotinoides, espinosade, e agonista do ecdisénio (i. a. fufenozide) apresentam
relatos de resisténcia por diversas populagdes de P. xylostella (SAYYED; OMAR,;
WRIGHT, 2004; SAYYED; ATTIQUE; KHALIQ, 2005; ZHAO et al., 2006; SHELTON
et al.,, 2007; SONODA,; IGAKI, 2010; ENDERSBY et al., 2011; TANG et al., 2011;
ZHOU; HUANG; XU, 2011; TROCZKA et al., 2012).

No Brasil, as primeiras evidéncias de resisténcia de P. xylostella foram
relatadas por Franga et al. (1985), Castelo Branco e Melo (1992) e Castelo Branco e
Gatehouse (1997) aos grupos quimicos dos piretroides e organofosforados. Relatos
de populagdes resistentes aos piretroides, avermectinas, benzoiluréias,
metilcarbamato de oxima e oxadiazina também foram confirmados por Castelo
Branco et al. (2003); Oliveira et al. (2011); Santos et al. (2011).

Dentre os inseticidas recomendados para o controle de P. xylostella, mesmo
apresentando relatos de resisténcia, o grupo dos reguladores de crescimento tem
demostrado seletividade em relagdo aos inimigos naturais, considerada uma
importante estratégia no manejo da traga-das-cruciferas (GALLO et al., 2002;
CZEPAK et al., 2005; DE BORTOLI; THULER; LOPES, 2006; THULER et al., 2008;
BACCI et al., 2009; GOULART et al., 2012).

Controle biolégico com micro-organismos entomopatogénicos

A primeira classificagdo de um micro-organismo entomopatogénico foi
realizada por Réaumur, ainda no século XVIII, com a identificagdo de um fungo do
género Cordyceps atacando uma espécie de lepidoptero. No século XIX, Agostino
Bassi, considerado o pai da patologia de insetos, relatou o fungo Beauveria bassiana
como agente causal da doenga “muscardine branca” em lagartas de Bombyx mori L.
(Lepidoptera: Bombycidae), comprovando pela primeira vez a natureza infecciosa de
um micro-organismo (ALVES, 1998).

ApoOs este relato histérico, surgiu no final do século XIX o primeiro trabalho
baseado no controle de pragas com entomopatdégenos, mais precisamente com a
utilizacdo de Metarhizium anisopliae visando a reducao populacional de larvas de

Anisoplia austriaca Herbst (Coleoptera: Scarabaeidae). No século XX, outro
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momento importante para a patologia de insetos foi a descoberta da bactéria
entomopatogénica B. thuringiensis (ALVES, 1998).

No Brasil, os eventos relacionados com o desenvolvimento da patologia de
insetos e do controle microbiano iniciaram-se a partir de 1923 (ALVES, 1998), com
muitos exemplos de sucesso, como a utilizagdo comercial de M. anisopliae para o
controle de Mahanarva fimbriolata Stal (Hemiptera: Cercopidae) na cultura da cana-
de-agucar (DINARDO-MIRANDA et al., 2004; LANDELL; VASCONCELOQOS, 2004), e
também pelo uso de produtos comerciais e/ou isolados de B. thuringiensis visando
ao controle de lepidépteros desfolhadores em monoculturas (MARTINS et al., 2007),
nematoides para o controle de espécies de moscas-das-frutas (ALMEIDA et al.,
2007), além da utilizagédo do virus da poliedrose nuclear (Baculovirus anticarsia) para
o controle da lagarta da soja Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Erebidae)
(MACHADO; BATISTA FILHO, 1987).

As vantagens relacionadas ao emprego do controle biolégico de pragas com
micro-organismos entomopatogénicos estdo relacionadas a especificidade e
seletividade; a elevada capacidade de multiplicacdo e dispersédo; aos efeitos
secundarios prejudiciais no desenvolvimento das pragas e, consequentemente, para
com as geragdes seguintes; o possivel controle associado com outros métodos,
como a utilizacdo de inseticidas; as aplicagdes fitossanitarias relacionadas com
maquinas agricolas convencionais a aplicagdo de agrotéxicos; e a dificuldade das
pragas agricolas em desenvolverem resisténcia aos micro-organismos
entomopatogénicos quando comparados aos inseticidas (ALVES, 1998).

Entretanto, a especificidade pode ser entendida também como uma
desvantagem frente a utilizagdo deste método de controle, aliado a agdo mais lenta
de um entomopatdégeno com base em determinado ingrediente ativo de um
inseticida de origem sintética; a exigéncia de condi¢cbes favoraveis para melhor
eficiéncia, problemas relacionados com o armazenamento, principalmente quanto a
manutencdo da viabilidade do micro-organismo, e a seguranga deste material
biolégico para com os consumidores e ambiente, desde que manuseados
incorretamente (ALVES, 1998).
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A bactéria entomopatogénica B. thuringiensis

Historico

O micro-organismo entomopatogénico B. thuringiensis foi isolado pela
primeira vez em 1901 pelo bacteriologista japonés Shigetane Ishiwata, que a
nomeou “Sottokin-Bacillus" (ISHIWATA, 1901; STEINHAUS, 1961; HEIMPEL;
ANGUS, 1963). Posteriormente, em 1911, esta bactéria foi redescoberta pelo
bidlogo alemdo Ernst Berliner, que isolou este micro-organismo de pupas de
Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) coletadas em um engenho
presente na provincia da Turingia, com a descricdo desta bactéria realizada em
1915, denominada Bacillus thuringiensis Berliner (BERLINER, 1911; BERLINER,
1915).

O referido pesquisador alemdo mencionou em seus relatos a existéncia de
cristais em culturas esporuladas de B. thuringiensis, entretanto, a relagcdo destes
cristais com a atividade inseticida s6 foi observada por Hannay (1953), devido a
possivel formagao de determinada substancia toxica que causava mortalidade dos
insetos, fato comprovado por Angus (1968). Os primeiros relatos na utilizagdo da
referida bactéria visando ao controle de insetos pragas ocorreu no final da década
de 1920, com o objetivo em reduzir a densidade populacional de Lymantria dispar L.
(Lepidoptera: Limantriidae) no Nordeste dos Estados Unidos da América
(METALNIKOV; CHORINE, 1929), e também de Ostrinia nubilalis Hubner
(Lepidoptera: Crambidae) na Hungria e em outros paises da Europa Oriental (HUSZ,
1930; METALNIKOV; HERGULA; STRAIL, 1930). No final da década de 1940, o
primeiro produto comercial a base de B. thuringiensis, denomindado “Sporéine”, foi
produzido na Franca (ENTWISTLE et al., 1993).

A descoberta da propriedade inseticida da molécula dicloro-difenil-tricloretano
(DDT) por Paul Mller, no ano de 1939, desencadeou a utilizagdo em grande escala
de compostos quimicos na redugao populacional de pragas agricolas e controle de
insetos de importancia domissanitaria (MARICONI, 1963; GREEN; HARTLEY;
WEST, 1977; VEIGA et al., 2006). Assim, aliado ao inicio da Segunda Guerra
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Mundial, os progressos quanto ao desenvolvimento de bioinseticidas a base de B.
thuringiensis foram praticamente interrompidos.

Este cenario comecou a mudar novamente a partir da década de 1950, com o
aumento no uso de B. thuringiensis para o controle de pragas, principalmente
relacionada a ordem Lepidoptera (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). A retomada do
interesse quanto ao uso da referida bactéria deve-se principalmente ao pesquisador
Edward Steinhaus, devido ao inicio de experimentos com este micro-organismo,
demonstrando conclusdes promissoras no controle de Colias eurytheme Boisduval
(Lepidoptera: Pieridae) (STEINHAUS, 1951).

Estes resultados serviram como base para algumas empresas quanto a
sintese de produtos bioldgicos a base de B. thuringiensis, com a origem das marcas
comercias Thuricide®, nos Estados Unidos da Ameérica, Bactospéine®, na Franca,
Entobacterin-3® e “Dendrobacilline®, na antiga Unido Soviética, e Biospor®, na
Alemanha (SANCHIS, 2011). Em 1970, determinada estirpe de B. thuringiensis foi
isolada de Ilagartas de Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera:
Gelechiidae), designada como cepa HD-1 (DULMAGE, 1970), tornando-se a base
para aqueles produtos comerciais biolégicos que conseguiam competir com o0s
inseticidas quimicos, em termos de desempenho e custo, como por exemplo, o
formulado comercial Dipel®, sintetizado pela empresa Abbott Laboratories, com sede
nos Estados Unidos da América (SANCHIS, 2011).

A expanséo do uso deste micro-organismo entre a década de 1970 e 1980
esteve principalmente relacionada com o desenvolvimento de tecnologias voltadas a
metodologia de fermentacdo em larga escala, com aumento da eficiéncia de
producdo e melhorias quanto ao controle de qualidade (VAN FRANKENHUYZEN,
2000). Porém, até a década de 1990, apenas trés produtos comerciais estavam
disponiveis no mercado, Dipel®, Thuricide® e o Bactospeine® (HABIB; ANDRADE,
1991), representando 90% das vendas em relacdo aos demais bioinseticidas
comercializaveis (CPL BUSINESS CONSULTANTS, 2013). Em 2010, os produtos a
base de B. thuringiensis representaram 53% de todos os bioinseticidas
comercializados mundialmente, reduzindo para 2013 na ordem de 45 a 50%,
evidenciando o aumento na utilizagdo de outros entomopatdégenos para o controle

de pragas, relacionado com um crescimento anual de 27%, entre 2007 e 2012, com
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perspectivas muito promissoras até 2020 (CPL BUSINESS CONSULTANTS, 2010;
2013).

Aspectos gerais

A bactéria entomopatogénica B. thuringiensis pertence a familia Bacillaceae,
caracterizada como gram-positiva, aerobia, podendo facultativamente se
desenvolver em ambiente anaerdbico, dentro da faixa de 10 a 45°C (HABIB;
ANDRADE, 1998; GLARE; O'CALLAGHAM, 2000; MONNERAT; BRAVO, 2000).
Este micro-organismo € considerado quimio heterotréfico, com temperatura ideal de
crescimento de aproximadamente 30 + 2°C (MORAES; CAPALBO, 1986). A célula
bacteriana possui formato de bastonete, com 1 a 1,2 ym de largura por 3 a 5 um de
comprimento, com esporos elipticos e cilindricos, apresentando como caracteristica
tipica a presenca de um cristal proteico intracelular (HABIB; ANDRADE, 1998). Este
entomopatdégeno pode ser isolado em diferentes regides do mundo, com ocorréncia
em diversos tipos de substratos, como solos agricolas, agua, grados armazenados,
excretas, e cadaveres de insetos (APAYDIN et al., 2005; KONECKA et al., 2007;
BAIG; MEHNAZ, 2010; AMMOUNEH et al., 2011; POOPATHI et al., 2014).

A atividade toéxica desta bactéria esta relacionada, principalmente, a produgao
de inclusdes cristalinas, compostas de toxinas proteicas Cry, caracterizada por 6—
endotoxinas, que se acumulam na célula bacteriana durante o processo de
esporulagcao (BRAVO et al., 2011). Estas inclusdes cristalinas podem conter uma ou
mais proteinas Cry, sendo cada toxina codificada por um gene cry especifico (LlI;
CARROL; ELLAR, 1991). Desta forma, estas proteinas podem apresentar atividade
toxica a uma grande variedade de organismos, como os insetos, principalmente as
ordens Lepidoptera, Trichoptera, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera e
Orthoptera, além dos nematoides, acaros e protozoarios (FEITELSON 1993;
KONECKA et al. 2007; SOBERON et al. 2007; CINAR et al. 2008, VAN
FRANKENHUYZEN, 2009).
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Principais toxinas sintetizadas

A principal toxina produzida por B. thuringiensis com atividade inseticida é a
0—endotoxina, classificada pela sua sequéncia primaria de aminoacidos, e
representada atualmente por mais de 700 diferentes sequéncias de genes cry,
classificadas em 73 grupos (Cry1 ao Cry73) (CRICKMORE et al., 2014). Além deste
composto proteico, o referido micro-organismo também é capaz de sintetizar outras
toxinas com atividade inseticida, que podem potencializar a toxicidade das 0-
endotoxinas, como a—exotoxina, f—exotoxina, hemolisinas, exoenzimas e proteinas
inseticidas vegetativas (VIPs) (HABIB; ANDRADE, 1998). Além destas, os esporos
também podem contribuir com a viruléncia da bactéria, através da agéo sinérgica as
proteinas Cry (JOHNSON; MCGAUGHEY, 1996).

6—endotoxina

O cristal proteico € um agregado de moléculas com peso molecular de
aproximadamente 230.000 daltons ou 7,22 x 10-'* ug. Estes cristais podem variar
em tamanho, numero e formato, caracterizados como esféricos, bipiramidais,
cuboides ou também ausentes de uma forma definida (HABIB; ANDRADE, 1998)
(Figura 3).
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/

Figura 3. Formato dos cristais proteicos da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis. A — amorfo (SOMWATCHARAJIT; TIANTAD;
PANBANGRED, 2014); B — bipiramidal (SANCHIS, 2011); C — cuboide
(THIERY et al., 1998); D — esférico (GUAN et al., 2014).

Este cristal proteico representa o componente principal dos produtos
biolégicos comercias a base da referida bactéria entomopatogénica, denominado &—
endotoxina (HEIMPEL, 1967). Entretanto, como a maioria dos cristais contém mais
de uma toxina, o ideal seria d—endotoxinas ou toxinas do cristal (HABIB; ANDRADE,
1998). Em determinado momento do processo de crescimento vegetativo ou divisao
celular, B. thuringiensis inicia o processo de esporulagao, pelo qual ocorre a sintese
das d—endotoxinas, ou proteinas Cry, que apresentam caracteristicas quimicas e
serolégicas idénticas as proteinas da parede do enddsporo (SOMERVILLE;
DELAFIELD; RITTENBERG, 1968; DELAFIELD; SOMERVILLE; RITTENBERG,
1968).
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Ausente de interferéncias externas, o cristal proteico de B. thuringiensis nao
tem acgao toxica, mas pode ser considerado como uma toxina, pois a sua dissolugao
em meio alcalino propicia a liberagdo de moléculas de diferentes tamanhos, algumas
representadas como téxicas para os insetos. Desta forma, a relagao entre o cristal
proteico e a alcalinidade do meio em que este se encontra explica a razdo pela qual
apenas os insetos de pH intestinal alcalino sao suscetiveis a referida bactéria
entomopatogénica (FAST; MARTIN, 1980; HABIB; ANDRADE, 1998).

O modo de agado das proteinas Cry nos insetos € constituido por diferentes
etapas, composto inicialmente pela ingestdo do cristal proteico ou do complexo
esporo-cristal de B. thuringiensis, com posterior solubilizagdo e ativagéo da toxina,
ligagédo aos receptores do intestino médio, insergdo da toxina na membrana apical,
formacéo do poro e citdlise (SCHNEPF et al.,1998). As proteinas Cry sdo formadas
por prétoxinas, que, depois de ingeridas, sao solubilizadas (SCHNEPF et al.,1998).
Entretanto, este processo inicial depende de fatores intrinsecos, relacionados a
fisiologia do inseto, como, por exemplo, condi¢gées de pH alcalino do intestino médio,
considerado essencial para a solubilizacdo das protoxinas para a maioria dos
lepidopteros e dipteros (HOFFMAN et al., 1988; KNOWLES, 1994; MAAGD;
BRAVO; CRICKMORE, 2001), sendo responsavel por diferengas quanto ao grau de
toxicidade de determinado cristal proteico (ARONSON et al., 1991; DU; MARTIN;
NICKERSON, 1994).

Apos o processo de solubilizagdo, a protoxina deve ser processada por
proteases presentes no intestino médio do inseto, para que ocorra a ativagao destas
(TOJO; AIZAWA, 1983). As principais proteases do intestino médio dos insetos da
ordem Lepidoptera sao as tripsinas e as quimotripsinas, como as serina-proteases,
diferentemente da ordem Coleoptera, relacionadas as cisteina-proteases e
aspartico-proteases (TERRA; FERREIRA, 1994; SCHNEPF et al.,1998). Algumas
pesquisas sugerem que o mecanismo de resisténcia desenvolvido por determinada
espéecie de inseto pode estar relacionado com a redugao de solubilidade e também
com as proteases envolvidas no processo de ativacdo da prétoxina (ARONSON et
al., 1991; CHANG et al., 2012; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2012).

Com as toxinas Cry ativadas, estas se ligam a receptores especificos

presentes nas microvilosidades apicais das ceélulas colunares do intestino médio,
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sendo essencial para a toxicidade e especificidade das toxinas Cry (MONNERAT;
BRAVO, 2000; MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; BRAVO et al.,, 2007;
PIGOTT; ELLAR, 2007). ApoOs este processo, ocorre a inser¢cdo da toxina na
membrana apical, relacionada principalmente pela composicdo proteica da
membrana, como por exemplo, a presenca da aminopeptidase N e da caderina, que
apresentam elevada afinidade para com toxinas Cry1A, devido a sua estrutura
oligomérica, o que torna mais eficiente esta insergao (GILL; ELLAR, 2002; MORIN et
al., 2003; BRAVO et al., 2004).

Posteriormente, ocorre a formacgao de poros nas células epiteliais do intestino
médio, devido ao desequilibrio osmoético destas, com posterior lise, 0 que propicia o
extravasamento do conteudo intestinal para a hemocele (COPPING; MENN, 2000;
MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; PRACA et al., 2004). Como consequéncia da
intoxicacao, os insetos cessam a alimentacdo, morrendo por inanigdo ou septicemia
(GUPTA et al., 1985; BRAVO et al., 1992; MONNERAT; BRAVO, 2000; PRACA et
al., 2004).

a—exotoxina

Esta toxina também é conhecida como fosfolipase C, lecitinase C ou
fosfatidilcolina fosfohidrolase, caracterizada como uma enzima com atividade
citolitica, termolabil, soluvel em agua, que atua sobre os fosfolipidios presentes nas
membranas celulares, e pode ser muito toxica para algumas espécies de insetos e
também para vertebrados, causando degeneracdo e lise das células (HABIB;
ANDRADE, 1998; HANSEN; SALAMITOU, 2000). Esta exotoxina pode ser
encontrada no sobrenadante de algumas culturas, durante a fase logaritmica de
crescimento de determinadas estirpes de B. thuringiensis (HABIB; ANDRADE, 1998;
HANSEN; SALAMITOU, 2000).

B—exotoxina

O nome [(-exotoxina foi sugerido por Heimpel (1967), entretanto foi

considerado inapropriado para a referida substancia, devido a sua estrutura quimica,
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evidenciada entdo pelo termo thuringiensina (KIM; HUANG, 1970; PAIS; DE
BARJAC, 1974). Trabalhos mais recentes evidenciam ambas as denominagdes para
a referida exotoxina (WANG et al., 2007; ZHOU et al., 2007; MAC INNES; BOUWER,
2009).

Este composto é sintetizado por algumas estirpes de B. thuringiensis durante
a fase vegetativa, considerada termolabil, com baixa massa molecular, e dividida em
B—exotoxina tipos | e Il (FARKAS et al., 1969). A toxina tipo | € analoga ao ATP
(adenosina trifosfato), composta por adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico
(FARKAS et al., 1969). Sua atividade téxica esta relacionada com a inibigdo da RNA
polimerase através da competicdo com ATP, apresentando um amplo espectro de
acao para varias espécies de insetos, acaros, nematoides e também vertebrados
(HANSEN; SALAMITOU, 2000). Entretanto, o efeito teratogénico e a possivel
mutagenicidade séo fatores plausiveis de alguns paises quanto a proibigdo do uso
de linhagens de B. thuringiensis que sintetizam esta toxina (BURGES, 1975).

A B—exotoxina tipo Il também é analoga ao ATP, porém mais toxica que a tipo
[, principalmente para coledpteros (LEVINSON et al., 1990). Por apresentar elevada
toxicidade a mamiferos, as empresas produtoras de material biolégico a base B.
thuringiensis comegaram a substituir as linhagens existentes da referida bactéria por
outras nao produtoras de tais toxinas (BASSAND; CARPY, 1977; McCLINTOCK;
SCHAFFER; SJOBLAD, 1995).

Endésporo

A confirmagado da presenga de uma proteina na parede do enddsporo,
quimica e serologicamente semelhante a proteina do cristal, e o efeito toxico desta
para com Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), comprovou a importancia
desta estrutura para com o controle populacional de algumas espécies de insetos,
mesmo que, muitas vezes sendo mascarada ao efeito do cristal proteico
(SOMERVILLE; DELAFIELD; RITTENBERG, 1968; DELAFIELD; SOMERVILLE;
RITTENBERG, 1968; BURGES; THOMSON; LATCHFORD, 1976).

Além desta observagdo, em insetos considerados suscetiveis a B.

thuringiensis, em que a mortalidade da espécie € causada principalmente por
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septicemia, a fungdo do esporo apresenta extrema importéncia, haja vista também,
do papel sinérgico para com as proteinas Cry presentes no meio, 0 que possibilita
melhor eficiéncia de controle da praga frente a utilizagdo conjunta destes (BURGES;
THOMSON; LATCHFORD, 1976).

Exoenzimas

As exoenzimas, representadas pelas quitinases e as proteases, sao
sintetizadas por B. thuringiensis e também estéo relacionadas com a patogenicidade
a insetos. Essas enzimas sao liberadas pela bactéria e provocam a ruptura da
membrana peritréfica favorecendo o acesso das d—endotoxinas ao epitélio intestinal
(REDDY; KUMAR; ESWERLU, 1998; SAMPSON; GOODAY, 1998).

Proteinas vegetativas inseticidas (Vip)

Além das 0-endotoxinas, a bactéria entomopatogénica B. thuringiensis
sintetiza proteinas inseticidas chamadas “Vip” (vegetative insecticidal proteins),
produzidas durante a fase vegetativa ou de crescimento (ESTRUCH et al., 1996).
Este tipo de toxina inclui as proteinas Vip1, Vip2, Vip3 e Vip4, sendo as duas
primeiras especificas para a ordem Coleoptera, e também para o afideo Aphis
gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae), enquanto que, a terceira toxina esta
relacionada a ordem Lepidoptera (ESTRUCH et al., 1996; WARREN, 1997; SHI et
al., 2004; SAMPURNA; MAITI, 2011; CRICKMORE et al., 2014). Atualmente,
existem 126 tipos de toxinas “Vip”, distribuidas em quatro grupos e 32 classes,
classificadas de acordo com a sequéncia de aminoacidos (CRICKMORE et al.,
2014).

Estas proteinas n&o apresentam nenhuma semelhanga para com as proteinas
Cry, sendo considerada uma nova classe de proteinas inseticidas (YU et al., 1997;
LEE et al., 2003; YU et al., 2011). Desta forma, existem relatos sobre a atividade
inseticida destas toxinas em alguns insetos de importancia econémica, como Agrotis
ipsilon  Hufnagel (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda Smith

(Lepidoptera: Noctuidae), S. exigua Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), S. littoralis
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Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera:
Noctuidae) (ESTRUCH et al., 1996; YU et al., 1997; HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2013; PALMA et al., 2013). O modo de acdo destas toxinas € similar as proteinas
Cry, relacionado a ligacdo destas nos receptores especificos presentes na
membrana epitelial do intestino médio dos insetos, com posterior formacéo de poro,
fator responsavel pela mortalidade do hospedeiro (LEE et al., 2003; LEE; MILES;
CHEN, 2006; SENA; HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2009).

Controle biolégico de P. xylostella com B. thuringiensis

O uso de estratégias de controle e redugédo populacional de P. xylostella com
micro-organismos tem sido cada vez mais citado na literatura, com enfoque a
bactéria entomopatogénica B. thuringiensis (KHAN et al., 2005; MEDEIROS et al.,
2006a,b; THULER et al., 2007; VIANA et al., 2009; HWANG et al.,, 2010; DE
BORTOLI et al., 2012; KIM et al., 2013).

Dentre as proteinas Cry identificadas para o controle de insetos, entre 40 a
50% apresentam atividade para uma ou mais espécies da ordem Lepidoptera
(SCHNEPF et al., 2005). Com relagao a P. xylostella, foram identificadas diferentes
toxinas patogénicas a referida praga, representados pelos grupos Cry1, Cry2, Cry7,
Cry9, Cry30 e Cry32, além da proteina vegetativa Vip3 (NAKAMURA et al., 1990;
TABASHNIK et al., 1996; TANG et al., 1996; TABASHINIK et al., 2000; SAYYED;
CRICKMORE; WRIGHT, 2001; BALASUBRAMANIAN et al., 2002; BHALLA et al.,
2005; HUANG et al., 2007; SILVA-WERNECK; ELLAR, 2008; TAN et al., 2010).
Além destes, de acordo com van Frankenhuysen (2009), as toxinas dos cristais
proteicos Cry32 e Cry51 também sao patogénicos a traga-das-cruciferas.

No Brasil, o controle de P. xylostella com a referida bactéria
entomopatogénica é realizado através da aplicagdo de produtos formulados
devidamente registrados para determinada cultura agricola, sendo os mais
empregados a base de B. thuringiensis var. kurstaki, que expressam principalmente
as toxinas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac (THULER et al., 2007) (Quadro 1). Além dos
produtos comerciais bioldgicos, muitas pesquisas tém sido direcionadas a

caracterizacao de novas cepas de B. thuringiensis, obtidas através de isolamento de
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diferentes substratos, com o intuito de descobrir toxinas de elevada eficiéncia
visando ao controle de P. xylostella (MONNERAT et al., 2004; VIANA et al., 2009;
JAYAKUMAR; KAUR, 2013).

Quadro 1. Produtos comerciais a base de Bacillus thuringiensis recomendados para
o controle de Plutella xylostella nas principais culturas brasileiras de

brassicas.
. oo . . ~ Classe
Culturas | Produto Comercial | Grupo Quimico Ingrediente Ativo Formulagao ——— -
Toxicolégica |Ambiental
Bac Control Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP Y Y
Brocolis Dipel Bioldégico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP 1 \Y
Thuricide Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP v v
Bac Control Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP \% \%
Couve-Flor Dipel Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP I \%
Thuricide Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP [\ [\
Able Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki SC 1] Y
R B. thuringiensis subsp. aizawai
Agree Biologico GC 91 + B. thuringiensis subsp. wp i v
Repolho Bac Control Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP Y Y
Dipel Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WG 1 Y
Dipel Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP 1 V2
Thuricide Biologico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP \% W%
Xentari Bioldgico B. thuringiensis subsp. aizawai WG Il [
Bac Control Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP Y Y
Couve Dipel Biolégico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP I \%
Thuricide Bioldgico B. thuringiensis subsp. kurstaki WP Vi Vi
Fonte: MAPA (2014). WP = P6 Molhavel;, WG = Granulado Dispersivel; SC =

Suspensao Concentrada.

Entretanto, a pequena variabilidade no niumero de toxinas relacionadas aos
produtos bioldgicos comerciais, aliada a elevada quantidade de aplicagbes
realizadas no campo, tem induzido a pressdo de selegcao de populagbes de P.
xylostella, com consequente evolugdo da resisténcia desta praga a determinadas
toxinas de B. thuringiensis (TABASHNIK, 1994; CASTELO BRANCO et al., 2003;
GONG et al., 2010; ZAGO et al., 2014). Desta forma, o manejo integrado da traca-
das-cruciferas baseado no controle biolégico com B. thuringiensis constitui um
importante método de controle nas lavouras de brassicas, porém, o uso desta
ferramenta deve ser bem planejado, primeiramente por existir populagcbes
resistentes, o que implica na necessidade do manejo da resisténcia, para evitar
problemas futuros e prejudicar todo o programa de controle desta praga (DE
BORTOLI et al., 2013).
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Fungos entomopatogénicos

Histérico do uso de fungos entomopatogénicos no Brasil

Os primeiros estudos com fungos entomopatogénicos no Brasil datam de
1932, porém estas pesquisas obtiveram destaque somente a partir de 1964, com
observagbes de epizootia de M. anisopliae sobre cigarrinhas da cana-de-agucar
(ALVES et al., 2008). A partir desta data, muitos projetos com fungos
entomopatogénicos comegaram a ganhar notoriedade dentro do cenario agricola
nacional, além do avango das pesquisas cientificas nesta area, o que garantiu os
bons resultados de muitos projetos atuais, como por exemplo, a utilizagdo de M.
anisopliae no controle de M. fimbriolata e M. posticata na cultura da cana-de-agucar.

Estas pesquisas foram iniciadas em 1969, com a instalagcdo de laboratérios
setoriais na regido Nordeste a partir de 1975, visando a produgcdo em larga escala
de M. anisopliae (MARQUES et al., 1981). No estado de Sao Paulo, o controle da
cigarrinha da cana-de-agucar com o referido entomopatégeno é realizado desde
2001 (ALMEIDA; BATISTA FILHO; DA COSTA, 2007), devido a grande importancia
econdmica desta praga a partir da redugao das queimadas nas lavouras canavieiras
(ALVES et al., 2008).

Além deste grande projeto de controle biolégico com fungos
entomopatogénicos, outros de menor dimensao também representam importante
valor frente ao manejo populacional de pragas, como por exemplo, o emprego de
Sporothrix insectorum (Hoog & Evans) visando ao controle de Leptopharsa heveae
Drake & Poor (Hemiptera: Tingidae) na cultura da seringueira. O sucesso deste
programa so foi possivel devido aos estudos iniciais de epizootias naturais, a partir
da década de 1980, e a posterior selecdo de isolados, produgao e formulagao
(CELESTINO FILHO; MAGALHAES, 1986; JUNQUEIRA et al., 1999; ALMEIDA;
BATISTA FILHO, 2001).

Outros projetos estdo voltados para o controle de cupins do género
Cornitermes com os fungos B. bassiana e M. anisopliae; reducao populacional de
gafanhotos com aplicaggo de M. flavoviride; associagcdo de fungos

entomopatogénicos com iscas atrativas visando ao controle de Sphenophorus levis
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Vaurie (Coleoptera: Dryophthoridae) e Metamasius hemipterus L. (Coleoptera:
Dryophthoridae), na cultura de cana-de-agucar, e de Cosmopolites sordidus Germar
(Coleoptera: Dryophthoridae), na cultura da banana; uso de B. bassiana na cultura
do café para o controle de Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae);
utilizacdo de fungos entomopatogénicos para a redugéo populacional de pragas de
cultivos protegidos (ALVES et al., 2008).

Aspectos gerais

Estes micro-organismos, caracterizados pela grande variabilidade quanto ao
tamanho e formato, podendo ser unicelulares ou representados por um conjunto
filamentoso de micélio, e composto por células denominadas hifas, sao
considerados os primeiros patégenos de insetos a serem utilizados no controle
biolégico (ALVES, 1998). Uma das principais vantagens €& sua variabilidade
genética, o que torna possivel a selegdo de isolados de fungos com elevada
viruléncia, além de outras caracteristicas fundamentais neste processo de escolha,
como o grau de especificidade e a compatibilidade com outros compostos quimicos
(HAJEK; ST. LEGER, 1994; ALVES, 1998).

Os fungos entomopatogénicos podem infectar diferentes estagios de
desenvolvimento dos insetos, desde a fase de ovo até os adultos, com penetragao
normalmente realizada via tegumento, o que caracteriza uma importante vantagem
em relacdo a outros entomopatégenos, como B. thuringiensis, que necessita ser
ingerido pela praga para ser patogénico (ALVES, 1998). Entretanto, a relagdo fungo-
hospedeiro depende de condigdes ambientais adequadas, principalmente no que diz
respeito a temperatura e umidade, além das caracteristicas intrinsecas do
hospedeiro, como as condi¢gdes nutricionais e imunoldgica (HAJEK; ST. LEGER,
1994; ALVES, 1998).

Em relagdo ao ciclo de relagdes entre fungos entomopatogénicos e
hospedeiros (Figura 4), a primeira etapa, denominada adesao, constitui um evento
que ocorre apos a deposicdo da estrutura reprodutiva do micro-organismo sobre a
cuticula do inseto, com objetivo de preparar o substrato para a fase de penetragao
(HAJEK; ST. LEGER, 1994; HOLDER; KEYHANI, 2005). Com condigdes climaticas
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favoraveis, estas estruturas iniciam o processo de germinagdo sobre o hospedeiro,
com a formagcdo de um tubo germinativo, cuja extremidade é formada por uma
dilatacdo das hifas, denominada apressorio, que tem a funcéo de iniciar o processo
de penetragdo da epicuticula e procuticula do tegumento do inseto (BOUCIAS;
PENDLAND, 1991; ALVES et al., 1998; HAJEK; EASTBURN, 2003).

A fase de penetragédo é caracterizada por processos fisicos (pressao da hifa
sobre o tegumento) e quimicos (enzimas), que auxiliam na penetragdo mecanica e o
metabolismo pelo tubo germinativo (CHARNLEY; ST. LEGER, 1991; HAJEK; ST.
LEGER, 1994; ALVES, 1998). A partir de entdo se inicia o processo de colonizagao
do hospedeiro, com engrossamento e ramificagao das hifas em direcédo a hemocele
do inseto, e posterior expansao aos diferentes 6rgdos. A reprodugao, caracterizada
como sexuada e/ou assexuada, ocorre apds a morte do inseto, em que as hifas
comegam a emergir inicialmente pelos espiraculos e regides intersegmentares,
formando uma cobertura micelial, que desencadeara na conidiogénese,
caracterizada como uma formagao pulverulenta que recobre o hospedeiro (ALVES,
1998). Os principais tipos de propagulos produzidos por estes micro-organismos sao
0s conidios, esporos, zodsporos, ascosporos, zigdosporos, clamidésporos,
esclerocios e esporodoquios, que posteriormente serdo dispersos pelo ambiente
através de fatores bidticos e abidticos (HAJEK; CARRUTHERS; SOPER, 1990;
HAJEK; ST. LEGER, 1994; ALVES, 1998; MEYLING; EILENBERG, 2007).
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Figura 4. Processos da relagdo dos fungos entomopatogénicos e de seus
hospedeiros.

Principais fungos entomopatogénicos

Beauveria bassiana

O entomopatégeno B. basssiana foi o primeiro fungo a ser estudado com
detalhes pelo italiano Agostino Bassi. Este micro-organismo é considerado
generalista, encontrado com frequéncia sobre insetos e amostras de solo, e
patogénico a diferentes ordens de insetos, como Lepidoptera, Coleoptera e
Hemiptera (ALVES, 1998; BIDOCHKA; KASPERSKI; WILD, 1998; MEYLING;
EINLENBERG, 2006; MEYLING; EINLENBERG, 2007; ZIMMERMANN, 2007). Este
entomopatdégeno pertence a ordem Hypocreales e a familia Clavicipitaceae
(FERNANDES et al., 2006), conhecido como o fungo da “muscardine branca”,

devido sua coloragao, que pode variar do branco até o amarelo claro (ALVES, 1998).
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A importéncia deste fungo no controle microbiano de insetos vem desde o
inicio da histéria da patologia, através de observagdes realizadas em criagdo de B.
mori, utilizado atualmente como uma estratégia comercial para o controle bioldgico
de importantes pragas da agricultura e de insetos vetores de doengas de animais
(ALVES, 1998; FAN; KRUER; KEYHANI, 2011). A ocorréncia natural de B. bassiana
foi documentada em mais de 700 espécies de hospedeiros, com estudos voltados
principalmente as pragas agricolas, mas também com um crescente quanto as
pesquisas com predadores e parasitoides (INGLIS et al., 2001; MEYLING,
EILENBERG, 2006).

Metarhizium anisopliae

O primeiro estudo baseado no controle microbiano de pragas com o uso de
fungos entomopatogénicos foi realizado com M. anisopliae visando ao controle de
larvas de determinada espécie de curculionideo, uma importante praga da
beterraba. A pesquisa foi conduzida pelo zoologista e patologista llya Metchnikoff, no
ano de 1879 (ALVES, 1998). Esta espécie pertence a ordem Moniliales e a familia
Moniliaceae, com relatos de ocorréncia em mais de 300 espécies de insetos
(ZIMMERMANN, 1993; ALVES, 1998).

Diferentes isolados deste entomopatdégeno podem ser faciimente obtidos em
amostras de solos de diferentes regides do mundo (VANNINEN, 1996; BIDOCHKA
et al.,, 1998; KELLER; KESSLER; SCHWEIZER, 2003; ROCHA et al., 2013), cada
qual com caracteristicas peculiares quanto a especificidade e viruléncia, além de
particularidades morfolégicas e de crescimento (ALVES, 1998), caracteristicas que
foram responsaveis pela recente revisdo da taxonomia do género Metarhizium
(BISCHOFF et al., 2009).

A patologia basica do referido micro-organismo nos insetos pode ser
caracterizada pelo endurecimento de todo corpo do artropode, associado a uma
cobertura pulverulenta de conidios, sendo que, no final da conidiogénese, o cadaver
pode apresentar coloragédo verde, com tom claro ou escuro, ou ainda esbranquigado

com pontuacdes esverdeadas, conhecida como “muscardine verde” (ALVES, 1998).
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A descoberta de que este fungo também pode ser encontrado em associagéo
com a rizosfera de diversas espécies de plantas, local onde pode atuar como agente
de controle biolégico de pragas, além de garantir a sua sobrevivéncia, como forma
de persisténcia, despertou ainda mais o interesse comercial sobre o uso deste
entomopatdégeno como bioinseticida (HU; ST. LEGER, 2002; BRUCK, 2005; BAIS,
2006; ST. LEGER, 2008).

Este micro-organismo entomopatogénico apresenta um metabolismo
extremamente versatil, pois cresce em diversas condicdes ambientais, além de
sintetizar compostos letais para outros fungos, como forma de competicdo pelo
substrato alimentar (ROBERTS; ST. LEGER, 2004). Embora o numero de
hospedeiros de M. anisopliae seja muito elevado, alguns isolados podem apresentar
grande especificidade, o que garante vantagens quanto ao controle populacional de
determinada praga agricola, ndo comprometendo organismos considerados n&o-alvo
(SCHRANKA; VAINSTEIN, 2010).

Metarhizium rileyi

O fungo entomopatogénico M. rileyi foi originalmente descrito como Botrytis
rileyi (Farlow) e mais tarde como Spicaria rileyi (Farlow) Charles, sendo
posteriormente redefinido por Kish et al. (1974) para o género Nomuraea.
Entretanto, Kepler et al. (2014) reclassificaram este entomopatégeno como M. rileyi.
Este micro-organismo € um fungo entomopatogénico dimérfico, com crescimento em
meio de cultura caracterizado por um estagio inicial leveduriforme (semelhante a
cultura de bactéria), o qual vagarosamente vai se transformando em micélio, sendo
que, ao contrario dos entomopatdégenos generalistas, como B. bassiana e M.
anisopliae, tem comportamento especialista, infectando muitas vezes apenas
espécies de lepidépteros, principalmente da familia Noctuidae (ALVES, 1998;
SUWANNAKUT; BOUCIAS; WIWAT, 2005). Porém, este entomopatégeno ja foi
observado em mais de 32 espécies de insetos, das ordens Coleoptera, Lepidoptera
e Orthoptera (ALVES, 1998).

O referido fungo entomopatogénico apresenta elevada exigéncia nutricional,

ausente de caracteristicas saprofiticas (BOUCIAS et al., 2000). Em todo o mundo,
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este micro-organismo tem a capacidade de ocasionar epizootias em populagdes das
principais pragas agricolas, sendo identificadas mais de 30 espécies de lepidopteros
suscetiveis a M. rileyi (IGNOFFO, 1981; SUJIl; CARVALHO; TIGANO, 2002). Em
condigdes ambientais adequadas, este entomopatégeno € capaz de reduzir
significativamente a densidade populacional de algumas espécies de pragas da
familia Noctuidae, com relatos desta elevada eficiéncia observada nos Estados
Unidos, México, Equador, Brasil, Argentina, india e Australia (CARNER, 1980;
CORREA; SMITH, 1975; FARIA; TIGANO-MILANI; LECUONA, 1993; DEVI et al.,
2003). Em alguns sistemas agricolas de regides subtropicais e temperadas, este
micro-organismo pode ocasionar mortalidade superior a 90% em insetos pragas
(BOUCIAS et al., 2000).

No Brasil, este agente de controle biolégico foi responsavel por reduzir
naturalmente a densidade populacional de lagartas de A. gemmatalis na cultura da
soja, principalmente na década de 70, com relatos de mortalidade entre 83 e 94%
(CORREA; SMITH, 1975; GALILEO; GASTAL; HEINRICHS, 1977; HOFFMANN;
NEWMAN; FOERSTER, 1979). Além de A. gemmatalis, este fungo
entomopatogénico também foi responsavel por ocasionar elevada mortalidade sobre
Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), na cultura do algoddao, com um
controle em campo entre 50 a 60% (ALVES; NAKANO; NAKAYAMA, 1978).

Isaria sp. e Lecanicillium sp.

Conhecida anteriormente como Paecilomyces sp., 0 género Isaria € um grupo
de micro-organismos de ampla distribuicdo geografica, composto por muitas
espécies patogénicas a diferentes ordens de insetos, e pode ser facilmente isolado
de amostras de solo (SAMSON, 1974; TIGANO-MILANI et al., 1993; GAMS et al.,
2005). As principais espécies entomopatogénicas sao |. fumosorosea, |. farinosa, |I.
sinclairii, 1. tenuipes e |. amoenerosus, relacionados a doenca de insetos chamada
“‘muscardine amarela” (ALVES, 1998). No Brasil, muitas espécies deste género ja
foram constatadas sobre lepidopteros, coledpteros, hemipteros e ortépteros (ALVES,
1998; SPECHT et al., 2009).
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O género Lecanicillium, anteriormente conhecido como Verticillium (ZARE;
GAMS, 2001), é representado principalmente pelas espécies entomopatogénicas L.
lecanii, L. longisporum e L. muscarium, sendo encontrado frequentemente em
regides tropicais e subtropicais, relatado sobre diferentes ordens de insetos, como
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera (GOPALAKRISHNAN, 1989;
ALVES, 1998; ESCANDON-ARBOLAY; DIAZ-VIRULICHE; CASTRO-LIZARO, 2013;
FADAYIVATA; MORAVVEJ; KARINI, 2014; RIVAS et al., 2014). A presenga de
insetos doentes pode ser determinada visualmente em fungao do aparecimento de
um halo branco ao redor da area atacada, com formato bem caracteristico do
conidioforo (estrutura de um furador), acrescido dos conidios do fungo (ALVES,
1998).

Na Inglaterra, o género Lecanicillium tem sido utilizado em condi¢des de
semi-campo para o controle de diferentes espécies de pulgbes e também mosca-
branca, além de formas imaturas e adultos de tripes. No Brasil, espécies deste
género sao observadas naturalmente causando epizootias em cochonilhas de citrus,
mas principalmente em Cocus viridis (Green) (Hemiptera: Coccidae), na cultura do
café (ALVES, 1998).

Controle biolégico de P. xylostella com fungos entomopatogénicos

Dentre os diferentes géneros e espécies de fungos entomopatogénicos
descritos atualmente, B. bassiana, M. anisopliae, M. rileyi, Isaria sp., Lecanicillium
sp., Zoophthora radicans (Brefelt) Batko, Fusarium sp., Pandora sp., Erynia sp.,
Conidiobolus sp. e Scopulariopsis sp. ja foram isolados de P. xylostella
(GOPALAKRISHNAN, 1989; VANDENBERG et al., 1998; SILVA et al.,, 2003;
CHERRY et al., 2004; KIRK et al., 2004; THULER; DE BORTOLI; BARBOSA, 2007;
GODONOU et al., 2009; XU; ALI; HUANG, 2011; MENDEZ, 2012; MORAES;
FOERSTER, 2012; ZHANG et al., 2013).

A utilizagdo de B. bassiana visando ao controle de lagartas de P. xylostella
tem se mostrado altamente eficiente para o controle desta praga (WRAIGHT et al.,
2010), com relatos de 100% de controle entre trés a sete dias da pulverizagdo na
concentracgédo de 3 x 108 conidios/mL (FURLONG, 2004). A elevada mortalidade de
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lagartas de terceiro instar da traga-das-cruciferas também foi observada por Correa-
Cuadros, Rodriguez-Bocanegra e Saenz-Aponte (2014), com a utilizacdo de B.
bassiana na concentragdo de 10° conidios/cm?.

Entretanto, Batta et al. (2010) conseguiram controle de 100% de lagartas de
terceiro instar de P. xylostella apenas com a aplicagdo de B. bassiana na
concentragédo de 10° conidios/mL. De acordo com Anaisie, Eziah e Owusu (2011), o
fungo entomopatogénico B. bassiana na concentragdo de 10° conidios/mL causou
mortalidade acima de 80% em lagartas de P. xylostella. Para lagartas de segundo
instar, Silva et al. (2003) observaram mortalidade superior a 80% a partir da
concentracdo de 108 conidios/mL, sendo que, entre as concentracdes de 10° e 108
conidios/mL, a mortalidade variou entre 28 e 60%. Rondelli et al. (2013) também
observaram baixa mortalidade (60%) de lagartas de segundo instar de P. xylostella
quando expostas a B. bassiana na concentracao de 5 x 108 conidios/mL.

Silva et al. (2003) observaram mortalidade entre 70 e 96% em lagartas de
segundo instar de P. xylostella, apés um periodo de oito dias da pulverizagdo de M.
anisopliae na concentragdo de 108 conidios/mL, com destaque aos isolados IPA-207
e ESALQ E9, que foram considerados mais virulentos do que isolados de B.
bassiana. Entretanto, o isolado ESALQ E9, na concentragdo de 107 conidios/mL,
ocasionou mortalidade inferior a 45% em lagartas de terceiro instar de P. xylostella
(SANTOS JUNIOR et al., 2006). Resultados n&o satisfatérios do controle de lagartas
de terceiro instar com M. anisopliae também foram observados por Godonou et al.
(2009), cuja mortalidade foi inferior a 25%.

Isolados de M. anisopliae, pulverizados na concentragio de 107 conidios/mL,
em condi¢des de laboratdrio, causaram mortalidade entre 79 e 88% de lagartas de
terceiro instar de P. xylostella. Este resultado foi muito semelhante a mortalidade
entre 73 e 81% observada em casa de vegetagcao. Entretanto, valores inferiores a
30% de mortalidade foram obtidos em campo, o que demonstrou a influéncia de
agentes bidticos e abidticos na eficiéncia deste entomopatdégeno (LOC; CHI, 2007).

Pesquisa realizada por Altre, Vandenberg e Cantone (1999), com oito
isolados do fungo entomopatogénico I. fumosorosea, constatou baixa mortalidade de
lagartas de segundo instar de P. xylostella, entre 2 e 50%. Alguns fatores como a

reduzida velocidade de germinacdo e capacidade de adesédo, aliado a pequena
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dimensdo do conidio podem explicar estes resultados pouco promissores.
Entretanto, o isolado 1576 de |. fumosorosea foi patogénico a lagartas de P.
xylostella, causando mortalidade de 39%, somente quando estas ficaram sem
alimento antes da aplicacao do fungo (ALTRE; VANDENBERG, 2001).

O controle de lagartas de segundo instar de P. xylostella com o fungo
entomopatogénico |. fumosorosea também foi analisado por Huang et al. (2010),
com estimativa da concentragdo de 2,33 x 10° conidios/mL para reduzir em 95% a
populacdo da praga. A utilizacdo de altas concentragdes do referido micro-
organismo entomopatogénico visando ao controle de lagartas de segundo instar
também foram relatadas em pesquisa realizada por Maketon, Orosz-Coghlan e
Jaengarun (2008), em que, a pulverizagdo do isolado CKPF-095 a 1,25 x 10"
conidios/ha apresentou resultados semelhantes quando comparados com a
aplicagdo da bactéria entomopatogénica B. thuringiensis a concentragdo de 10"
esporos/ha.

Os melhores resultados frente a redugéo populacional de lagartas de terceiro
instar de P. xylostella foram obtidos com a utilizagcdo do isolado PF01-N4 de |.
fumosorosea, na concentragédo de 107 conidios/mL, com mortalidade préxima a 70%.
Concentragdes inferiores do fungo entomopatogénico, indiferente do periodo de
avaliacao, evidenciaram resultados pouco promissores, com valores abaixo de 55%
frente a reducgao populacional da praga (XU; ALI; HUANG, 2011).

O micro-organismo M. rileyi, também considerado patogénico a P. xylostella,
causou mortalidade entre 30 e 65% em lagartas de segundo instar nas
concentragdes de 10* e 108 conidios/mL, respectivamente (JUN, 2000). Em pesquisa
de campo, Méndez (2012) comprovou que as aplicagbes do referido
entomopatdégeno devem ser realizadas a cada sete dias, visando a elevada
eficiéncia na reducéo populacional da traga-das-cruciferas e também rentabilidade
econdmica ao produtor. Outros fungos entomopatogénicos, como L. lecanii e Z.
radicans, podem representar importante papel como agentes de controle microbiano
de lagartas de P. xylostella, e ocasionar mortalidade total nos primeiros instares
larvais (OOI, 1981; GOPALAKRISHNAN, 1989).
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Compatibilidade entre micro-organismos entomopatogénicos e agrotéxicos

B. thuringiensis

As avaliagdes de compatibilidade entre os agrotéxicos e os micro-organismos
entomopatogénicos podem ser classificadas como negativas, neutras ou positivas
(MORRIS, 1975; HABIB; GARCIA, 1981; KUZMANOVA, 1981; SEELENA; LEE;
CHIANG, 1999). Os resultados negativos da compatibilidade de B. thuringiensis com
diferentes ingredientes ativos da classe dos inseticidas podem estar intimamente
relacionados com a diminuicdo na capacidade de infecgcdo, baixa taxa reprodutiva,
inibicdo do crescimento e esporulagdo, e mutagbes genéticas (ALVES; MOINO
JUNIOR; ALMEIDA, 1998; MANACHINI, 2002).

A sensibilidade de B. thuringiensis aos agrotdxicos, além de estar relacionada
a molécula quimica de cada ingrediente ativo, também pode ser influenciada
negativamente pela dosagem utilizada, e também pela presenga de compostos
adicionais nos referidos produtos comerciais, como os emulsificantes e outros
aditivos  concentrados, conhecidos como  adjuvantes (DOUGHERTY;
REICHELDERFER; FAUST, 1970; MORRIS; ARMSTRONG, 1975; MORRIS et al.,
1977; BATISTA FILHO; ALMEIDA; LAMAS, 2001; MANACHINI, 2002; FADARE;
AMUSA, 2003; PINTO et al., 2012).

Dentre os ingredientes ativos da classe dos inseticidas, endossulfam,
profenofés + lufenurom e malationa foram capazes de impedir o desenvolvimento
satisfatorio in vitro de B. thuringiensis (ALMEIDA et al., 2003; BATISTA FILHO et al.,
2003; PINTO et al.,, 2012), evidenciando a elevada sensibilidade deste micro-
organismo a uma gama de compostos quimicos sintéticos de determinada
toxicidade. Alves, Moino Junior e Almeida (1998) salientaram que a elevada
toxicidade de um determinado produto comercial testado em laboratério nem sempre
demonstra similaridade no campo, mas possibilita inferir sobre a ocorréncia de
problemas futuros.

O melhor desempenho de B. thuringiensis quando em contato com os
agrotdoxicos pode apresentar relagdo para com a capacidade de alguns micro-

organismos do género Bacillus em degradarem os compostos presentes no produto
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quimico, visando o préprio desenvolvimento (RACHE; COATS, 1988; DAS et al.,
1995; DAS et al., 2003). Em vista disso, a integragéo de um inseticida com o referido
entomopatdégeno podera propiciar maior eficiéncia no controle de determinada praga
quando comparado a adogao de apenas um unico método de controle (HARDMAN;
GAUL, 1990; VALENTINE; GURR; THWAITE, 1996).

Produtos comerciais a base de B. thuringiensis associados ao ingrediente
ativo espiromesifeno apresentaram resultados positivos quanto a compatibilidade,
visando ao controle de Heliothis virescens F. (Lepidoptera: Noctuidae) e Tetranychus
urticae Koch (Acari: Tetranychidae) na cultura do algodao (AGOSTINI et al., 2014).
Estas evidéncias correspondem ao efeito sinérgico entre estes compostos quimicos
(MANACHINI, 2002), sendo também observada por Batista Filho et al. (2001), que
relataram o efeito sinérgico entre o inseticida fipronil e a referida bactéria
entomopatogénica.

O mesmo foi relatado por Hardman e Gaul (1990), que obtiveram elevada
eficiéncia no controle de Operophtera brumata L. (Lepidoptera: Geometridae) e de
acaros da cultura da maga com a associagdao de B. thuringiensis var. kurstaki e
ingredientes ativos do grupo quimico dos piretroides, principalmente cipermetrina.
Os inseticidas do grupo quimico dos organofosforados e carbamatos também foram
sinérgicos com a esporulagado e desenvolvimento de B. thuringiensis (CHEN et al.,
1974; MORRIS, 1977; DAS et al., 2003). Resultados positivos relacionados a
compatibilidade de B. thuringiensis também foram observados com os inseticidas

classificados como reguladores de crescimento (VALENTINE et al., 1996).

Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos também estdo entre os inimigos naturais que
podem sofrer influéncia da aplicagdo de agrotoxicos, entretanto, devido a grande
variabilidade genética e intensa capacidade de multiplicagdo, as pesquisas estao
evoluindo no sentido de descobrir e analisar linhagens compativeis a estas
moléculas quimicas (GUINII; KIMATI, 2000).

A compatibilidade entre os ingredientes ativos acetamiprido, imidacloprido e

tiametoxam, enquadrados no grupo quimico dos neonicotindides, para com as
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principais espécies de fungos entomopatogénicos, evidenciou resultados muito
promissores quanto ao emprego conjunto destes visando ao controle de pragas
(Tabela 2), fatores relacionados a baixa toxicidade das moléculas quimicas para
com 0s micro-organismos, mas também pela possivel capacidade dos
entomopatdégenos em degradarem estes compostos visando seu desenvolvimento e
reproducao (BATISTA FILHO; ALMEIDA; LAMAS, 2001; NEVES et al., 2001;
CAVALCANTI et al., 2002; ALMEIDA et al., 2003; OLIVEIRA; NEVES; KAWAZOE,
2003; ANDALO et al., 2004; CUTHBERTSON; WALTERS; DEPPE, 2005; GASSEN
et al., 2008; WENZEL et al., 2008; BOTELHO; MONTEIRO, 2011; SCHUMACHER,;
POEHLING, 2012; CINTRA et al., 2013; GONZALEZ; NICAO; MUINO, 2013;
SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2013; NIASSY et al., 2014).

Muitas pesquisas também apresentaram resultados positivos entre o uso
conjunto do ingrediente ativo azadiractina, caracterizada como um
tetranortriterpenoide, com os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae
(Tabela 2), considerada uma molécula quimica compativel com estes micro-
organismos (DEPIERI; MARTINEZ; MENEZES JUNIOR, 2005; SANTOS et al., 2009;
ISLAM; CASTLE; REN, 2010; PIRES et al., 2010; ISLAM et al., 2011; HERNANDEZ
et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012; ROCHA et al., 2012).

Em relacdo ao grupo quimico dos organofosforados, as pesquisas
evidenciaram muitos casos de compatibilidade entre os fungos entomopatogénicos e
os diferentes ingredientes ativos, mas também muitos relatos relacionados a
incompatibilidade (Tabela 2), o que pode caracterizar diferengcas frente a
metodologia empregada, e também dosagens dos agrotdxicos utilizados (BATISTA
FILHO; ALMEIDA; LAMAS, 2001; TANZINI; ALVES; SETTEN, 2002; GASSEN et al.,
2008; WENZEL et al., 2008; ANHALT et al., 2010; ARCHANA; RAMASWAMY, 2012;
PINTO et al., 2012; CINTRA et al., 2013; SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2013;
BERNAL; ALVAREZ; MOGOLLON, 2014; NIASSY et al., 2014).

A incompatibilidade dos agrotoxicos para com as espécies de fungos
entomopatogénicos foi observada principalmente para com os ingredientes ativos
relacionados ao grupo dos piretroides (Tabela 2), o que demonstra o elevado grau
de toxicidade destas moléculas quimicas em relagdo a sobrevivéncia destes micro-
organismos (BATISTA FILHO; ALMEIDA; LAMAS, 2001; CAVALCANTI et al., 2002;
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TANZINI; ALVES; SETTEN, 2002; OLIVEIRA; NEVES; KAWAZOE, 2003; SILVA et
al., 2006; ARCHANA; RAMASWAMY, 2012; NIASSY et al., 2014).

Desta forma, testes laboratoriais de compatibilidade entre agrotoxicos e
entomopatdégenos podem ser considerados a primeira etapa para analisar todos os
possiveis efeitos para com o desenvolvimento e reproducdo destes micro-
organismos, auxiliando na escolha de inseticidas seletivos frente a estes agentes de
controle biolégico, que podem apresentar ocorréncia natural ou serem aplicados em

associagao com estes agrotoxicos (ALVES; LOPES, 2008).



Tabela 2. Compatibilidade de ingredientes ativos da classe dos inseticidas e espécies de fungos entomopatogénicos.

Ingrediente

ativo Grupo Quimico B. bassiana M. anisopliae I. fumosorosea S. insectorum L. lecanii L. muscarium M. rileyi
clorfenapir analogo de pirazol - CB4; 164 - - - - ,
abamectina avermectina C(@6) C(14.26,34) |(34) C(26) - c® - -
flufenoxurom benzoiluréia Cce2 - - - - - -
lufenurom benzoiluréia - - Q) - 1(18) - -
amitraz bis(arilformamidina) - ct9 - - - - -
espiromesifeno cetoenol - MT(14) - - - co -
endossulfam ciclodienoclorado |(15.23,24,25) |(23.25) - |25) |(22.23) - -
tebufenozida diacilhidrazina - c® - - - - R
. . éter
G . (16) - - - - - -
piriproxifem piridiloxipropilico MT
espinosade espinosinas - C34) - - - - -
diafentiurom feniltiouréia Cc®d) MT@5); |25) - 125) - - -
metilcarbamato de
. (2) - - - - - -
carbofurano benzofuranila c
carbosulfano metllcarbamato de c@h)- |@5) c@)- |21.25) @1 C(21.25) c@ i} }
benzofuranila ’ ’
metiocarbe meplcarbamato de ) ) ) i ce2) i i
fenila
aldicarb metilcarbamato de |(27) 16.27) - - - - -
oxima
metomil ?X?rtrllgarbamato de - - - - C22): MT®5) - R
acetamiprido neonicotindide C13.30); MTE0); |(30) CU3), T(13) - - - - -
imidacloprid neonicotindide C(2:4.13,30): \T(16.25,30). |(30) C(13.14,19). \MT(25): |(25) 1M C@9) Cce18.22) c® -
tiametoxam neonicotinéide C(2,4,13,15,23,25.27); MT(16,23) C(5,13,14,20,23,25,27) C(ZS); |(1) C(25) C(22,23,25); |(18) - C(25)
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Ing:—:i(ilgnte Grupo Quimico B. bassiana M. anisopliae I. fumosorosea  S.insectorum L. lecanii L. muscarium M. rileyi
acefato organofosforado C(25:30); MT0); |(30) MT@5); |(25) - C@29 Cc@ - -
clorpirifos organofosforado - [3.14) 160 - - - -
diazinona organofosforado - 14 - - - - c@4
fenitrotiona organofosforado CR0; MTE0) 1® - - MT35) - -
malationa organofosforado 1(16) - [(1.31) - |(18) - -
metamidofds organofosforado cen C@N; MT0); |21 cen cen CcR; 19 - -
metidationa organofosforado - 1@ - - - - -
monocrotofés organofosforado Cc@n; 129 MT@Y; |(21,25) cen C21.25); |(25) Cc@1.22) - -
terbufds organofosforado - 1) - - - - -
triazofos organofosforado 119 - - - - - -
triclorfom organofosforado C30); MT30); 121:30) cen; 1en cen MTED c@n - -
indoxacarbe oxadiazina - ce4) - - - - -
fipron" piraZOI MT(25,27); |(25) C(19,27); MT(19,20,25); |(5,25) _ C(25) - _ _
acrinatrina piretroide (012 (012 C@) - - - -
alfa-cipermetrina piretroide MT(19) - - - - - -
ciflutrina piretroide C19); 1(19) - - - - - -
cipermetrina piretroide 128 |20 - - C®35) - -
deltametrina piretroide [(15.25) C@5); MT5) IS 129 1@ - -
esfenvalerato piretroide MT(16) - - - - - -
fempropatrina piretroide |(4.15) - - - - - -

6€
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Ingrediente

ativo Grupo Quimico B. bassiana M. anisopliae I. fumosorosea S. insectorum L. lecanii L. muscarium M. rileyi
lambda-cialotrina  piretroide 1@ C@0); MTR; (1421 MT®EN 11 cen
permetrina piretroide - ct9 161 - C®)
azadiractina tetranortriterpendide  C(810.11,17,32,33). \|T(8,16,17.33). |(8) C(29.34); |(14,34) MT(12)
buprofezina tiadinazinona - - 1) - 1(18)
ciromazina triazinamida - - - - CcR2)

C= Compativel; MT= Moderadamente Téxico; I= Incompativel.

(1) Bernal, Alvarez e Mogollén (2014); (2) Andalé et al. (2004); (3) Anhalt et al. (2010); (4) Cavalcanti et al. (2002); (5) Cintra
et al. (2013); (6) Cuthbertson, Walters e Deppe (2005); (7) Cuthbertson et al. (2008); (8) Depieri, Martinez e Menezes Junior
(2005); (9) Gonzalez, Nicao e Muino (2013); (10) Islam, Castle e Ren (2010); (11) Islam et al. (2011); (12) James (2003); (13)
Neves et al. (2001); (14) Niassy et al. (2014); (15) Oliveira, Neves e Kawazoe (2003); (16) Pinto et al. (2012); (17) Rocha et al.
(2012); (18) Santos et al. (2013); (19) Schumacher e Poehling (2012); (20) Silva et al. (2013); (21) Tanzini, Alves e Setten
(2002); (22) Wenzel et al. (2008); (23) Almeida et al. (2003); (24) Batista Filho et al. (2003); (25) Batista Filho, Almeida e
Lamas (2001); (26) Oliveira et al. (2002); (27) Botelho e Monteiro (2011); (28) Silva et al. (2006); (29) Santos et al. (2009);
(30) Gassen et al. (2008); (31) Archana e Ramaswamy (2012); (32) Hernandez et al. (2012); (33) Ribeiro et al. (2012); (34)
Pires et al. (2010); (35) Khalil, Shah e Naeem (1985).
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CAPITULO 2 - Eficiéncia de isolados de Bacillus thuringiensis Berliner sobre Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e interacio com inseticidas

recomendados a cultura do repolho (Brassica oleraceae var. capitata)

Rogério Teixeira Duarte!, Kelly Cristina Gongalves!, David Jossue Lépez Espinosa', Lais

Fernanda Moreira', Sergio Antonio De Bortoli?, Ricardo Antonio Polanczyk!

"Laboratdrio de Controle Microbiano de Artropodes Pragas, Departamento de Fitossanidade,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Jaboticabal, SP, 14884-900, Brasil. Telefone: +55 (16) 3209-7306. E-mail:
rogerio.tduarte@yahoo.com.br; kellcrist2010@hotmail.com; daespi24.7@gmail.com,;
rapolanc@fcav.unesp.br

2Laboratorio de Biologia e Criacdo de Insetos, Departamento de Fitossanidade, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Jaboticabal, SP, 14884-900, Brasil. Telefone: +55 (16) 3209-7862. E-mail:

bortoli@fcav.unesp.br

Resumo

Frente os problemas do uso do controle quimico na redugdo populacional de Plutella
xylostella (L.), a utilizag¢do de Bacillus thuringiensis constitui importante ferramenta no
manejo desta praga. Entretanto, um dos entraves quanto a eficiéncia deste entomopatdgeno
estd relacionada a interagdo deste com agrotoxicos. O objetivo da pesquisa foi analisar a

suscetibilidade de P. xylostella a isolados de B. thuringiensis e avaliar a interagdo dos
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entomopatdgenos mais virulentos com ingredientes ativos de inseticidas registrados para o
controle de pragas do repolho. Foi analisada a eficiéncia de 13 isolados, realizada através de
testes de patogenicidade e viruléncia (CLso € TLso) sobre lagartas de segundo instar de P.
xylostella. A interacdo entre os isolados ¢ os ingredientes ativos foi realizada a partir da
mistura do inseticida no meio de cultura, sendo inoculada uma aliquota da suspensido do
micro-organismo apos o meio se solidificar, sendo avaliado o nimero de esporos/mL apos
sete dias de crescimento do entomopatogeno. Os isolados HD-1, HD-4, HD-11, HD-73 e T-07
sdo os mais eficientes no controle de P. xylostella, responsaveis por ocasionar mortalidade
total das lagartas, com CLso variando entre 0,75 e 11,66 x 103 esporos/mL e TLso entre 25,12
e 34,47 h. Os isolados HD-1 e HD-4 apresentam interacao neutra com o ingrediente ativo
tiametoxam, sendo positiva para o isolado T-07, com aumento significativo da esporulagao.
Os demais ingredientes ativos sdo considerados toxicos em relagdo ao desenvolvimento
reprodutivo de B. thuringiensis, fatores estes que contribuem para o manejo populacional da
referida praga.

Palavras-chave: traga-das-cruciferas, bactéria entomopatogénica, controle bioldgico, controle

quimico

1. Introducio

A Dbactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner ¢ reconhecida
cientificamente por sua capacidade em sintetizar cristais proteicos, apresentando interesse
mundial frente ao manejo populacional de pragas agricolas, devido tanto & especificidade
quanto a sua atividade inseticida (Schnepf et al., 1998). A principal toxina produzida por B.

thuringiensis com atividade inseticida é a d—endotoxina, classificada pela sua sequéncia
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primaria de aminoacidos, e representada atualmente por mais de 700 diferentes sequéncias de
genes Cry, classificadas em 73 grupos (Cryl ao Cry73), caracterizados por cepas, que sao
analisadas em pesquisas cientificas baseadas em testes de patogenicidade e viruléncia para
diferentes espécies de pragas agricolas, mas também a inimigos naturais, visando determinar
sua atividade inseticida (van Frankenhuyzen, 2009; Crickmore et al., 2014).

Neste sentido, van Frankenhuyzen (2009) publicou uma revisdo sobre a atividade
inseticida de cristais proteicos de B. thuringiensis para diferentes espécies de pragas, como,
por exemplo, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera Plutellidac), demonstrando o grande
interesse cientifico frente ao manejo populacional desta praga com a referida bactéria
entomopatogénica. Este microlepiddptero, também conhecido como a traga-das-cruciferas, ¢
uma das principais pragas de culturas agricolas da familia Brassicaceae (Attique et al., 2006;
Sarfraz et al., 2006; Grzywacz et al., 2010), sendo no Brasil a responsavel por ocasionar
perdas significativas a cultura do repolho (Brassica oleraceae var capitata) (Barros et al.,
1993; Monnerat et al., 2004).

A reducgdo populacional desta espécie ¢ realizada quase que exclusivamente pela
utilizagdo do controle quimico, o que tem culminado em elevada pressdo de selegao e,
consequentemente, ao aumento de relatos de resisténcia de populacdes desta praga a
diferentes ingredientes ativos do grupo quimico dos inseticidas (Castelo Branco et al., 2003;
Thuler et al., 2007; Oliveira et al., 2011). Desta forma, a utilizagdo estratégica do controle
microbiano com B. thuringiensis no Brasil constitui uma importante ferramenta para o manejo
populacional da traca-das-cruciferas. O principal entrave na utilizacdo destes agentes
microbianos esté relacionado a interacdo deste micro-organismo com agrotoxicos empregados
para a reducdo populacional do complexo de pragas de determinado cultivo agricola (Almeida

et al., 2003; Batista Filho et al., 2003; Pinto et al., 2012; Agostini et al., 2014).
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Assim, pesquisas nesta area sdo muito importantes, o que implica em trabalhos
relacionados com a atividade patogénica de B. thuringiensis a P. xylostela aliada a interagdo
deste micro-organismo com agrotoxicos empregados na cultura do repolho, como forma de
contribuir para com o manejo integrado da traga-das-cruciferas. O objetivo da pesquisa foi
analisar a suscetibilidade de lagartas de segundo instar de P. xylostella a isolados de B.
thuringiensis ¢ avaliar a interagdo dos entomopatogenos mais virulentos com diferentes
ingredientes ativos de inseticidas registrados para o controle do complexo de pragas da cultura

do repolho.

2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Controle Microbiano de
Artropodes Pragas (LCMAP) e Laboratorio de Biologia e Criacdo de Insetos (LBCI),
alocados no Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FCAV/UNESP),

Campus de Jaboticabal, SP.

Populacéo de P. xylostella

Para a condugdo dos bioensaios foi utilizada uma populagdo de P. xylostella oriunda
de area comercial convencional de repolho do municipio de Recife — PE, sendo coletados 143
adultos em 15 de janeiro de 2007. Esta populacdo foi conduzida ao LBCI, e mantida isolada
reprodutivamente, com a criagdo massal baseada na metodologia descrita por De Bortoli et al.

(2011).
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Substrato de alimentacéo de P. xylostella

Para a criagdo massal de P. xylostella foram utilizadas folhas de repolho (B. oleraceae
var. capitata cv. Chato de Quintal) como substrato alimentar, com idade entre 45 ¢ 60 dias,
caracterizada como uma cultivar suscetivel a referida praga (Boiga Junior et al., 2013). A
cultura foi conduzida em casa de vegetagdo, em que, mudas de repolho, com
aproximadamente 30 dias de idade, foram obtidas de uma empresa relacionada a producao de
mudas de olericolas (Agrimonte Produtos Agricolas Ltda., Monte Alto, SP), e transplantadas
individualmente em vasos de polietileno com capacidade interna de 5 L, contendo uma
mistura homogénea de solo (latossolo vermelho), areia grossa peneirada e esterco de curral
curtido e peneirado, na proporcao 2:1:1 (Boica Junior et al., 2013). Mensalmente, mudas de
repolho eram transplantas, com o propdsito de manter constante a produgdo de folhas, para

servirem como substrato de alimentagdo a P. xylostella.

Isolados da bactéria entomopatogénica B. thuringiensis

Foram utilizados 13 isolados de B. thuringiensis, obtidos junto ao Banco de
Entomopatdgenos do LCMAP e também da Colegao de Entomopatdgenos do Laboratorio de
Controle Biologico (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA — Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG) (Tabela 1).

Estes isolados foram multiplicados em placas de Petri com meio de cultura nutriente
dgar (NA) [dissolucdo de 28 g do produto formulado Nutrient Agar® (HiMedia Laboratories
Pvt. Ltda., Mumbai, fndia) em 1.000 mL de 4gua deionizada, posterior autoclavagem a 1 atm.
por 20 minutos] e incubados a 30°C por cinco dias, para desenvolvimento e esporulagdo da
bactéria. Apos este periodo, o contetido bacteriano foi transferido para tubo Falcon contendo

10 mL de 4gua deionizada autoclavada e 0,05% do espalhante adesivo Tween® 20. A
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suspensdo foi homogeneizada, sendo a mistura (esporos, cristais e células vegetativas)
submetida a trés centrifugag¢des consecutivas (3.600 rpm por 20 minutos). O sobrenadante foi
descartado, com o objetivo de eliminar as toxinas extracelulares, como as [3-exotoxinas, com
posterior adi¢do de dgua deionizada autoclavada. Apds a tltima centrifugag¢do foi obtida uma
nova suspensdo e, a partir desta, foram feitas duas diluicdes seriadas para a contagem de
esporos em camara de Neubauer (Alves e Moraes, 1998) e padronizacdo da suspensdo na

concentragio de 10® esporos/mL.

Patogenicidade de B. thuringiensis a P. xylostella

Para este experimento foram utilizadas lagartas de segundo instar de P. xylostella,
sendo cada tratamento compreendido por 10 discos foliares de repolho (10 repeti¢cdes), B.
oleraceae var. capitata cv. Chato de Quintal, com 8 cm de didmetro, que foram imersos em
determinada suspensdo [10 mL de 4dgua deionizada autoclavada + Tween® 20 (0,05%) +
isolado de bactéria] por 1 minuto, e posteriormente conduzidos para sala de secagem, em
temperatura ambiente.

Estes discos foliares, posterior secagem, foram transferidos individualmente para
placas de Petri (9 cm de diametro) contendo papel filtro (8 cm de didmetro) umedecido com
agua deionizada autoclavada. Para cada placa de Petri, com auxilio de um pincel de cerdas
macias, foram inseridas 10 lagartas de P. xylostella. Em seguida, estas placas foram
transferidas e mantidas em cadmara BOD a temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de 70 +
10% e fotoperiodo de 12:12 h. O tratamento controle seguiu a mesma metodologia descrita
acima, composta por 4gua deionizada autoclavada + Tween® 20 (0,05%).

As avaliacdes de mortalidade foram realizadas apds 72 h da confec¢do do bioensaio. A

mortalidade total foi corrigida em relacdo a observada no controle (Abbott, 1925). O
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experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, sendo os dados
sujeitos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) (SAS
Institute, 2002). Como critério para estimativa da concentragdo letal média (CLs0) e do tempo
letal médio (TLso) foram selecionados os isolados responsaveis por ocasionar mortalidade

corrigida > 80%.

Estimativa da Concentracao Letal Média (CLso) e Tempo Letal Médio (TLso)

Para estimar a CLso dos isolados de B. thuringiensis foram preparadas suspensoes nas
concentragdes de 10, 10°, 10°, 107 e 10% esporos/mL. Quanto a estimativa da TLso, foram
preparadas 10 repeticdes para cada isolado selecionado, compreendendo 10 lagartas de
segundo instar de P. xylostella por repeticdo, com suspensido de B. thuringiensis padronizada
na concentragio de 10® esporos/mL. A condugio dos bioensaios relacionados a CLso e TLso
foi idéntica a metodologia descrita sobre a avaliagdo da patogenicidade. As avalia¢des
referentes a mortalidade das lagartas pelo entomopatégeno foram efetuadas a cada 24 h da
confeccdo do bioensaio, até o quinto dia. Os resultados relacionados a mortalidade foram
submetidos a analise probit (P > 0,05), através do programa estatistico Minitab 15® (Minitab,

2007).

Interacéo entre B. thuringiensis e agrotoxicos recomendados a cultura do repolho

Os isolados de B. thuringiensis mais virulentos a P. xylostella foram utilizados nas
avaliagdes sobre a interagdo destes micro-organismos com diferentes inseticidas
recomendados no controle de Ascia monuste orseis (Latreille) (Lepidoptera: Pieridae),
Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera: Aphididac) e Bemisia tabaci Gennadius bidtipo B

(Hemiptera: Aleyrodidae) na cultura do repolho (Tabela 2).
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O meio de cultura nutriente agar (NA) foi preparado através da dissolucdo de 28 g do
produto formulado Nutrient Agar® (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, India) em
1.000 mL de agua deionizada, sendo posteriormente autoclavado a 1 atm. por 20 minutos.
Apos atingir temperatura de 45°C, ponto em que o meio ainda ndo se encontra solidificado,
cada inseticida com concentracdo conhecida foi adicionado ¢ homogeneizado no meio de
cultura (Botelho e Monteiro, 2011), e entdo vertido em placas de Petri com 9 cm de didmetro,
totalizando 10 repeticdes para cada analise de interagao.

Apo6s solidificagdo do meio em placas de Petri, foram inoculadas no respectivo
substrato (meio de cultura + ingrediente ativo do inseticida) suspensdes de células do pré-
cultivo na concentragio de 10® esporos/mL de cada isolado de B. thuringiensis, perfazendo
uma pontuagdo de 5 puLL de cada suspensdo do entomopatdgeno na regido central da placa de
Petri.

As placas inoculadas foram acondicionadas em camara BOD a temperatura 6tima de
desenvolvimento de B. thuringiensis (30 + 2°C), com umidade relativa média de 70 + 10% ¢
fotoperiodo 12:12 h, por um periodo de sete dias. Apos esta etapa, foi realizada a contagem de
esporos para cada tratamento com auxilio de uma camara de Neubauer, recortando-se a
colonia do meio de cultura e acondicionando-as em tubos para criagdo com 10 mL de agua
deionizada autoclavada mais espalhante adesivo Tween® 20 (0,05%), sendo esta suspensio
homogeneizada com auxilio de um agitador (Phoenix® ModeloAP56, Sdo Paulo, Brasil) por
um periodo de 1 minuto. O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado, sendo os dados sujeitos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste

de Tukey (P < 0,05) (SAS Institute, 2002).
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3. Resultados e Discussao

Todos os isolados de B. thuringiensis foram patogénicos a P. xylostella. Entretanto, foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos relacionados aos isolados de B.
thuringiensis, com resultados muito promissores para aqueles oriundos da Embrapa (HD-1,
HD-4, HD-11, HD-73 e T-07), caracterizados por ocasionar mortalidade total em lagartas de
segundo instar, quando comparados com os isolados referentes ao LCMAP, cuja mortalidade
variou entre 43 e 59% (Figura 1).

Com relagdo a estimativa da concentracao letal média dos isolados selecionados de B.
thuringiensis, representados pela elevada viruléncia quando comparado com os demais, os
melhores resultados foram obtidos dos isolados HD-1, HD-11 e HD-73, sendo os mais toxicos
a lagartas de segundo instar de P. xylostella, em que, HD-1 e HD-11 diferiram
estatisticamente dos isolados HD-4 e T-07, com valores estimados em 1,2 x 10%; 0,75 x 10
esporos/mL, respectivamente (Tabela 3).

Para a estimativa do tempo letal médio (TLso) foram observadas diferengas
significativas entre os isolados HD-4 ¢ HD-11 em relagdo ao HD-1, correspondendo em um
periodo de tempo menor para ocasionar mortalidade média das lagartas de segundo instar de
P. xylostella (Tabela 4). O isolado HD-11 apresentou elevada viruléncia quando comparado
com os demais tratamentos, representado pelos menores valores estimados da CLso e TLso,
com concentragdo de 0,75 x 10° esporos/mL e um periodo de 25,12 h para ocasionar
mortalidade de 50% da populagdo de lagartas de segundo instar de P. xylostella (Tabela 3 e
4).

A baixa suscetibilidade de lagartas de segundo instar de P. xylostella aos isolados

referentes ao Banco de Entomopatégenos do LCMAP pode estar relacionada com a auséncia
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de genes responsaveis por codificar as proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc, consideradas
importantes por ocasionar elevada mortalidade para esta praga (Medeiros et al., 2005;
Monnerat et al., 2007; Thuler et al., 2007; Gao et al., 2008). Além disso, de acordo com Li et
al. (1992) e Gao et al. (2008), muitos isolados de B. thuringiensis podem apresentar baixa ou
nenhuma toxicidade a determinada praga, caracterizados como especificos a determinadas
fungdes, pois sdo representados por apenas um ou poucos genes Cry, o que pode representar
reduzido espectro de acdo, fato observado no presente estudo, pois estes isolados continham,
em sua maioria, apenas um gene codificador de determinado cristal protéico.

Em relagéo aos isolados mais virulentos de B. thuringiensis, a presenca das proteinas
Cryl e Cry2 podem estar diretamente envolvidas no grau de toxicidade a lagartas de segundo
instar de P. xylostella. As proteinas Cryl estdao associadas a sintese de cristais bipiramidais,
com a agdo toxica a insetos da ordem Lepidoptera, como P. xylostella (Bravo et al., 1998;
Monnerat et al., 1999; Medeiros et al., 2005), enquanto que Cry2 estao relacionados a cristais
cuboides, mas também evidenciados como toxicos a espécies de lepidopteros (Wu et al.,
1991; Medeiros et al., 2005).

Além destes, outros cristais proteicos representados nos isolados mais virulentos de B.
thuringiensis também podem ter influenciado diretamente na mortalidade da referida praga,
como, por exemplo, a proteina Cry9, presente nos isolados HD-11 e T-07, considerada de
elevada toxicidade a traga-das-cruciferas (Lambert et al., 1996; Higushi et al., 2000). Dentre
os cristais proteicos de B. thuringiensis identificados como patogénicos a P. xylostella,
destacam-se os grupos Cryl, Cry2, Cry7, Cry9, Cry30 e Cry32, além da proteina vegetativa
Vip3 (Tabashnik et al., 1996; Tang et al., 1996; Tabashinik et al., 2000; SAyyed et al., 2001;

Balasubramanian et al., 2002; Bhalla et al., 2005; Huang et al., 2007; Silva-Werneck e Ellar,
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2008; Tan et al., 2010). De acordo com van Frankenhuysen (2009), os cristais proteicos
Cry32 e Cry51 também sdo considerados patogénicos a traga-das-cruciferas.

Desta forma, o elevado grau de toxicidade dos isolados de B. thuringiensis oriundos da
Embrapa pode estar relacionado com o incremento no nimero de cristais proteicos presentes
(Mohan e Gujar, 2001). Outros fatores também podem ter influenciado na elevada
mortalidade de lagartas de segundo instar de P. xylostella, como a quantidade de genes cryl
expressos, a grande concentragdo de toxinas acumuladas, mas também a presenga de outros
cristais proteicos, que ndo foram identificados pelos primers utilizados no processo de
sequenciamento molecular (Monnerat et al., 2007; Chen et al., 2014).

Nos testes sobre a intera¢do entre os isolados mais virulentos a P. xylostella com os
principais ingredientes ativos dos inseticidas recomendados para o controle de pragas da
cultura do repolho, foram observadas interacdes neutras entre os isolados HD-1 e HD-4 em
relacdo ao ingrediente ativo tiametoxam, com interacdo positiva entre a referida molécula
quimica e o isolado T-07, devido ao estimulo de esporulagdo, diferindo estatisticamente do
controle (Tabela 5). Em relagdo aos demais ingredientes ativos utilizados, foi observado o
efeito toxico destes no processo reprodutivo da bactéria, o que demonstrou interagdo negativa
dos demais inseticidas para com os referidos isolados de B. thuringiensis (Tabela 5).

O ingrediente ativo tiametoxam, representado pelo grupo quimico dos
neonicotinoides, ¢ também citado em outras literaturas como uma molécula quimica que
apresenta uma intera¢ao positiva ndo somente com B. thuringiensis, mas com muitas espécies
de fungos entomopatogénicos (Batista Filho et al., 2001; Almeida et al., 2003; Batista Filho et
al., 2003; Andal6 et al., 2004; Wenzel et al., 2008; Botelho e Monteiro, 2011; Cintra et al.,
2013). Outros ingredientes ativos enquadrados como neonicotinoides, como imidacloprido e

acetamiprido, também sdo relatados como compativeis a diferentes espécies de micro-
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organismos entomopatogénicos, também representados por sua importancia frente ao manejo
integrado de pragas (Batista Filho et al., 2001; Neves et al., 2001; Andal6 et al., 2004; Niassy
et al., 2014).

A agdo dos inseticidas com os aspectos reprodutivos de cada isolado de B.
thuringiensis tem relacdo direta com a natureza quimica do ingrediente ativo analisado,
demonstrado através da variacdo dos resultados destas interagdes quando comparado com o
controle, fator também observado por Batista Filho et al. (2001). Outra variavel que pode ter
influenciado nas interagdes entre os isolados de B. thuringiensis com os ingredientes ativos
esta relacionado a presenca de adjuvantes no produto comercial, sendo um fator de elevada
importancia a partir da biossintese de um produto bioldégico (Morris, 1977).

Neste sentido, com base na problematica evidenciada atualmente para com a
resisténcia de populagdes de P. xylostella a determinados produtos comerciais biologicos a
base de B. thuringiensis (Zago et al., 2014), aliado a auséncia de informagdes a respeito da
interacdo destes com inseticidas, a descoberta de diferentes isolados de elevada viruléncia a
traga-das-cruciferas, além da compatibilidade destes com agrotdxicos, pode ser considerada
uma importante ferramenta na biossintese de novos produtos biologicos (Monnerat et al.,
2007). Esta estratégia pode favorecer na diminui¢do da pressao de selecdo, através da
utilizagao racional dos materiais comerciais biologicos disponiveis no mercado e, porventura,
reduzir gradativamente o nimero de casos de populagdes resistentes desta praga para com
inseticidas biologicos relacionados a B. thuringiensis (Khan, et al., 2005; Mohan et al., 2009;
Jayakumar e Kaur, 2013).

Além deste fator, outra possibilidade advém do desenvolvimento de plantas
transgénicas, ja bem caracterizadas para espécies da familia Brassicaceae, como a canola

(Brassica napus var. oleifera) (James, 2010), relacionadas a expressdo daquelas toxinas
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referenciadas inicialmente por testes com isolados de caracteristica genética conhecida, mas
também por metodologias baseadas no uso de proteinas Cry purificadas visando ao controle

de pragas agricolas (Mohan e Gujar, 2001; Bravo et al., 2011).

4. Conclusoes

Os isolados de Bacillus thuringiensis mais eficientes visando ao controle de lagartas
de segundo instar de Plutella xylostella sao HD-1, HD-4, HD-11, HD-73 e T-07.
Os isolados HD-1, HD-4 nao apresentam interacdo negativa com o ingrediente ativo

tiametoxam, sendo positiva para o isolado T-07 devido ao estimulo a esporulagao.

5. Referéncias

Abbott WS (1925). A method of computing the effectiveness of an insecticide. J. Econ.
Entomol. 18: 265-267.

Agostini LT, Duarte RT, Volpe HXL, Agostini TT, Carvalho GA, Abrahdao YP, Polanczyk
RA (2014). Compatibility among insecticides, acaricides, and Bacillus thuringiensis used to
control Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidac) and Heliothis virescens (Lepidoptera:
Noctuidae) in cotton fields. Afr. J. Agric. Res. 9: 941-949.

Almeida JEM, Batista Filho A, Lamas C, Leite LG, Trama M, Sano AH (2003). Avaliacao da
compatibilidade de defensivos agricolas na conservagdo de microrganismos
entomopatogénicos no manejo de pragas do cafeeiro. Arq. Inst. Biol. 70: 79-84.

Alves SB, Moraes SA (1998). Quantificagao de indculos de patdogenos de insetos. In: Alves
SB (Ed.). Controle microbiano de insetos. Piracicaba: FEALQ, p.765-777.

Andalé V, Moino Jinior A, Santa-Cecilia LVC, Souza GC (2004). Compatibilidade de
Beauveria bassiana com agrotoxicos visando o controle da cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro
Dysmicoccus texensis Tinsley (Hemiptera: Pseudococcidae). Neotrop. Entomol. 33: 463-467.
Attique MNR, Khaliq A, Sayyed AH (2006). Cold resistance to insecticides in Plutella
xylostella (Lep., Plutellidae) be overcome by insecticide mixtures? J. Appl. Entomol.130:122-
127.

Balasubramanian P, Jayakumar R, Shambharkar P, Unnamalai N, Pandian SK, Kumaraswami
NS, Ilangovan R, Sekar NS (2002). Cloning and characterization of the crystal protein-
encoding gene of Bacillus thuringensis subsp. yunnanensis. Appl. Environ. Microb. 68: 408-
411.

Barros R, Albert Junior IB, Oliveira AJ, Souza ACF, Loges V (1993). Controle quimico da
traga-das-cruciferas, Plutella xylostella L. (Lepidoptera; Plutellidac) em repolho. Anais da
Sociedade Entomologica do Brasil 22: 463-469.



92

Batista Filho A, Almeida JEM, Lamas C (2001). Effect of thiamethoxam on
entomophatogenic microorganisms. Neotrop. Entomol. 30: 437-447.

Batista Filho A, Ramiro ZA, Almeida JEM, Leite LG, Cintra ERR, Lamas C (2003). Manejo
integrado de pragas em soja: impacto de inseticidas sobre inimigos naturais. Arq. Inst. Biol.
70: 61-67.

Bhalla R, Dalal M, Panguluri SK, Jagadish B, Mandaokar AD, Singh AK, Kumar PA (2005).
Isolation, characterization and expression of a novel vegetative insecticidal protein gene of
Bacillus thuringiensis. FEMS Microbiol. Lett. 243: 467-472.

Boica Junior AL, Janini JC, Souza BHS, Rodrigues NEL (2013). Efeito de cultivares de
repolho e doses de extrato aquoso de nim na alimentagdo e biologia de Plutella xylostella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae). Bioscience Journal 29: 22-31.

Botelho AAA, Monteiro AC (2011). Sensibilidade de fungos entomopatogénicos a
agroquimicos usados no manejo da cana-de-agtcar. Bragantia 70: 361-369.

Bravo A, Sarabia S, Lopez L, Ontiveros H, Abarca C, Ortiz A, Ortiz M, Lina L, Villalobos V,
Pena G, Nunez-Valdez M, Soberon M, Quintero R (1998). Characterization of Cry genes in
Mexican Bacillus thuringiensis strain collection. Appl. Environ. Microbiol. 64: 4965-4972.
Castelo Branco M, Franga FH, Pontes LA, Amaral PST (2003). Avaliagdao da suscetibilidade
a inseticidas em populagdes da tragca-das-cruciferas de algumas areas do Brasil. Horticultura
Brasileira 21: 549-552.

Chen M-L, Chen P-H, Pang J-C, Lin C-W, Hwang C-F, Tsen H-Y (2014). The correlation of
the presence and expression levels of cry genes with the insecticidal activities against Plutella
xylostella for Bacillus thuringiensis strains. Toxins 6: 2453-2470.

Cintra ERR, Loureiro ES, Almeida JEM, Gassen MH, Batista Filho A, Wenzel IM, Hojo H
(2013). Patogenicidade de Metarhizium anisopliae a cigarra do café Fidicinoides pronoe
(Hemiptera: Cicadidae) e sua compatibilidade com agrotoxicos utilizados na cultura do
cafeeiro. Biologico 75: 63-70.

Crickmore N, Baum J, Bravo A, Lereclus D, Narva K, Sampson K, Schnepf E, Sun M,
Zeigler DR (2014). Bacillus thuringiensis toxin nomenclature. Disponivel em:
<http://www.btnomenclature.info/>

De Bortoli SA, Vacari AM, Goulart RM, Santos RF, Volpe HXL, Ferraudo AS (2011).
Capacidade reprodutiva e preferéncia da traga-das-cruciferas para diferentes brassicaceas.
Horticultura Brasileira 29: 187-192.

Gao M, LiR, Dai S, Wu Y, Yi D (2008). Diversity of Bacillus thuringiensis strains from soil
in China and their pesticidal activities. Biol. Control 44: 380-388.

Grzywacz D, Rossbach A, Rauf A, Russell D, Srinivasan R, Shelton AM (2010). Current
control methods for diamondback moth and prospects for improved management with
lepidopteran-resistant Bt vegetables brassicas in Asia and Africa. Crop Prot. 29: 68-79.
Higuchi K, Saitoh H, Mizuki E, Ichimatsu T, Ohba M (2000). Larval susceptibility of the
diamondback moth, Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), to Bacillus thuringiensis H
serovars isolated in Japan. Microbiol. Res. 155: 23-29.

Huang D, Zhang J, Song F, Lang Z (2007). Microbial control and biotechnology research on
Bacillus thuringiensis in China. J. Invertebr. Pathol. 95: 175-180.

James C (2010). Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2010. New York:
ISAAA.

Jayakumar S, Kaur S (2013). Occurrence of cry genes in Bacillus thuringiensis (Bt) isolates
recovered from phylloplanes of crops growing in the New Delhi region of India and toxicity
towards diamond-back moth (Plutella xylostella). J. Biol. Sci. 13: 463-473.



93

Khan MFR, Griffin RP, Carner GR, Gorsuch CS (2005). Susceptibility of diamondback moth,
Plutella xylsotella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), from collards fields in South Carolina to
Bacillus thuringiensis. J. Agr. Urban Entomol. 22: 19-26.

Lambert B, Buysse L, Decock C, Jansens S, Piens C, Saey B, Seurinck J, van Audenhove K,
van Rie J, van Vliet A, Peferoen M (1996). A Bacillus thuringiensis insecticidal crystal
protein with a high activity against members of the family Noctuidae. Appl. Environ.
Microbiol. 62: 80—86.

Li R, Dai S, Li X (1992). Morphology and & -endotoxin proteins of Bacillus thuringiensis
from soil and their toxicities to insects. Acta Microbiologica Sinica, 32: 387-393.

MAPA.  Agrofit: sistema de  agrotoxicos  fitossanitdrios.  Disponivel em:
<http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit cons/principal agrofit cons>. Acesso: 18 nov. 2013.
Medeiros PT, Ferreira MN, Martins ES, Gomes ACMM, Falcao R, Dias JMCS, Monnerat RG
(2005). Selecio e caracterizagao de estirpes de Bacillus thuringiensis no controle da traga-das-
cruciferas Plutella xylostella. Pesquisa Agropecuaria Brasileira 40: 1145-1148.

Minitab (2007). Meet Minitab 15. EUA: Minitab Inc.

Mohan M, Gujar GT (2001). Toxicity of Bacillus thuringiensis strains and commercial
formulations to the diamondback moth, Plutella xylostella (L.). Crop Prot. 20: 311-316.
Mohan M, Sushil SN, Selvakumar G, Bhatt JC, Gujar GT, Gupta H (2009). Differential
toxicity of Bacillus thuringiensis and their crystal toxins against high-altitude Himalayan
populations of diamondback moth, Plutella xylostella. Pest Manag. Sci. 65: 27-33.

Monnerat RG, Leal-Bertioli SCM, Bertioli DJ, Butt TM, Bordat D (2004). Caracterizagdo de
populagdes geograficamente distintas da traga-das-cruciferas por susceptibilidade ao Bacillus
thuringiensis Berliner e RAPD-PCR. Horticultura Brasileira 22: 607-609.

Monnerat RS, Masson L, Brousseau R, Pusztaicarey M, Bordat D, Frutos R (1999).
Differential activity and activation of Bacillus thuringiensis insecticidal proteins in
diamondback moth, Plutella xylostella. Current Microbiology 39:.159-162.

Monnerat RG, Batista AC, Medeiros PT, Martins ES, Melatti VM, Praca LB, Dumas VF,
Morinaga C, Demo C, Gomes ACM, Falcdo R, Siqueira CB, Silva-Werneck JO, Berry C
(2007). Screening of Brazilian Bacillus thuringiensis isolates active against Spodoptera
frugiperda, Plutella xylostella and Anticarsia gemmatalis. Biol. Control 41: 291-295.

Morris ON (1977). Compatibility of 27 chemical insecticides with Bacillus thuringiensis var.
kurstaki. Can. Entomol. 109: 855-864.

Neves PMOJ, Hirose E, Tchujo PT, Moino Junior A (2001). Compatibility of
entomopathogenic fungi with neonicotinoids insecticides. Neotrop. Entomol. 30: 263-268.
Niassy S, Maniania NK, Subramanian S, Gitonga ML, Maranga R, Obonyo AB, Ekesi ES
(2012). Compatibility of Metarhizium anisopliae isolate ICIPE 69 with agrochemicals used in
French bean production. Int. J. Pest Manage., 58: 131-137.

Oliveira AC, Siqueira HAA, Oliveira JV, Silva JE, Michereff Filho M (2011). Resistance of
Brazilian diamondback moth populations to insecticides. Scientia Agricola 68: 154-159.

Pinto LMN, Dorr NC, Ribeiro APA, De Salles SM, De Oliveira JV, Menezes VG, Fiuza LM
(2012). Bacillus thuringiensis monogenic strains: screening and interactions with insecticides
used against rice pests. Brazilian Journal of Microbiology, 43: 618-626.

Sarfraz M, Dosdall LM, Keddie BA (2006). Diamondback moth-host plant interactions:
Implications for pest management. Crop Prot. 25: 625-639.

SAS Institute (2002). User’s guide: statistics, version 9.1. SAS Institute Inc. Cary, NC.
Sayyed AH, Crickmore N, Wright DJ (2001). CytlAa from Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis is toxic to the diamondback moth , Plutella xylostella, and synergizes the activity
of Cryl Ac towards a resistant strain. Appl. Environ. Microbiol. 67: 5859-5861.



94

Schnepf HE, Crickmore N, van Rie J, Lereclus D, Baum J, Feitelson J, Zeigler DR, Dean DH
(1998). Bacillus thuringiensis and its pesticidal crystal toxins. Microbiol. Mol. Bio. R. 62:
775-806.

Silva-Werneck JO, Ellar DJ (2008). Characterization of a novel Cry9Bb 4-endotoxin from
Bacillus thuringiensis. J. Invertebr. Pathol. 98: 320-328.

Tabashnik BE, Johnson KW, Engleman JT, Baum JA (2000). Cross-resistance to Bacillus
thuringiensis toxins CrylJa in a strain of diamondback moth adapted to artificial diet. J.
Invertebr. Pathol. 76: 81-83.

Tabashnik BE, Malvar T, Liu YB, Finson N, Borthakur D, Shin BS, Park SH, Masson L,
Maagd RA, Bosh D (1996). Cross-resistance of the diamondback moth indicates altered
interactions with domain II of Bacillus thuringiensis toxins. Appl. Environ. Microbiol. 62:
2839-2844.

Tan F, Zheng A, Zhu J, Wang L, Li S, Deng Q, Wang S, Li P, Tang X (2010). Rapid cloning,
identification, and application of one novel crystal protein gene Cry30Fal from Bacillus
thuringiensis. FEMS Microbiol. Lett. 302: 46-51.

Tang JD, Shelton AM, van Rie J, De Roeck S, Moar WJ, Roush RT, Peferoen M (1996).
Toxicity of Bacillus thuringiensis spore and crystal protein to resistant diamondback moth
(Plutella xylostella). Appl. Environ. Microbiol. 62: 564-569.

Thuler AMG, Thuler RT, Cicero ES, De Bortoli SA, Lemos MVF (2007). Estudo da
variabilidade génica em isolados brasileiros de Bacillus thuringiensis para emprego no
controle bioldgico de Plutella xylostella. Boletin de Sanidad Vegetal Plagas, 33: 409-417.
Thuler RT, De Bortoli SA, Barbosa JC (2007). Eficacia de inseticidas quimicos e produtos
vegetais visando ao controle de Plutella xylostella. Cientifica 35: 166-174.

van Frankenhuyzen K (2009). Insecticidal activity of Bacillus thuringiensis crystal proteins. J.
Invertebr. Pathol. 101: 1-16.

Wenzel IM, Batista Filho A, Gassen MH, Almeida AMB (2008). Compatibilidade de
Lecanicillium lecanii (Hyphomycetes), em condi¢des de laboratério e estufa, aos agrotoxicos
utilizados na cultura do crisantemo. Arq. Inst. Biol. 75: 157-166.

Wu D, Cao XL, Bai YY, Aronson Al (1991). Sequence of an operon containing a novel delta-
endotoxin gene from Bacillus thuringiensis. FEMS Microbiol. Lett. 65: 31-35.

Zago HB, Siqueira HAA, Pereira EJG, Picanco MC, Barros R (2014). Resistance and
behavioural response of Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) populations to Bacillus
thuringiensis formulations. Pest Manag. Sci. 70: 488-495.



Tabela 1. Isolados de Bacillus thuringiensis utilizados nos bioensaios.
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Numero Isolado Obtencao do isolado Toxinas presentes

1 LCMAPO4 Cultura da Soja (FCAYV) Vip2

2 LCMAPO5 Cultura da Soja (FCAYV) Vip2

3 LCMAPO6 Cultura do Milho/Soja (FCAV) Cry2Ab

4 LCMAP20 APP (FCAV) Cry2Ab

5 LCMAP27 Cultura do Algodao (FCAV) CrylC; Vip2

6 LCMAP29 Cultura do Milho (FCAV) Vip2

7 LCMAP45 Cultura do Eucalipto (FCAYV) Cry2Ab

8 LCMAP46 Cultura da Goiabeira (FCAV) Cry2Ab
CrylAb/1Ac; Cryl Aa/1Ad;
CrylAc; CrylB; CrylAS;

9 HD-1 EMBRAPA CrylAb; CrylFb; Cry 11;
Cry2Ab
CrylAa/l1Ad; crylB; CrylD;

10 HD-11 EMBRAPA CrylAS5; Cry 1I; Cry2Ab; Cry9
CrylAa/l1Ad; CrylFa/1Fb;

11 HD-4 EMBRAPA CrylA5
CrylAb/1Ac; CrylAc; Cryl AS;

12 HD-73 EMBRAPA CrylFb
CrylAb/1Ac; CrylAa/1Ad;
CrylB; CrylC; CrylD;

13 T-07 EMBRAPA CrylEa/1Eb; CrylFa/1Fb;

CrylAS; CrylAb; Cry 11
Cry2Ab; Cry9
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Tabela 2. Inseticidas quimicos recomendados para o controle de pragas da cultura do repolho.

Nome Concentracio
Recomendacido Principio Ativo Grupo Quimico
Comercial Recomendada
AzaMax B. brassicae azadiractina tetranortriterpendide 200mL/100L

A. monuste orseis , ) ,
Decis 25EC ) deltametrina piretroide 30mL/100L
e B. brassicae

A. monuste orseis metilcarbamato de
Lannate BR ] metomil . 100mL/100L
e B. brassicae oxima
Actara 250WG B. tabaci tiametoxam neonicotinoide 20g/100L
Orthene 750 BR B. brassicae acefato organofosforado 100g/100L

Fonte: Mapa (2013).
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Tabela 3. Estimativa da concentragdo letal média (CLso) dos isolados de Bacillus thuringiensis mais

virulentos a lagartas de segundo instar de Plutella xylostella.

Tratamento N Slope + EP CLso (IC 95%) (x10° esporos/mL) D
HD-1 500 0,43 +0,05 1,20 (0,65 — 1,88) 1,00
HD-4 500 0,24 £ 0,02 11,66 (6,25 — 19,96) 4,28
HD-11 500 0,26 = 0,03 0,75 (0,26 — 1,57) 9,18
HD-73 500 0,21 £0,02 1,18 (0,37 — 2,68) 13,33
T-07 500 0,25 +£0,02 4,32 (2,13 -17,65) 4,63

MQui-Quadrado (P > 0,05).
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Tabela 4. Estimativa do tempo letal médio (TLso) dos isolados de Bacillus thuringiensis mais

virulentos a lagartas de segundo instar de Plutella xylostella.

Tratamento N Slope + EP TLso (IC5%) (h) D
HD-1 100 0,07 = 0,006 34,47 (31,35 - 37,36) 4,62
HD-4 100 0,07 = 0,008 27,74 (24,18 - 30,75) 35,52
HD-11 100 0,09 £0,013 25,12 (22,13 - 27,63) 0,001
HD-73 100 0,06 £ 0,007 29,12 (25,46 - 32,24) 12,62
T-07 100 0,11 £0,013 29,31 (27,13 - 31,61) 0,0001

MQui-Quadrado (P > 0,05).
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Tabela 5. Numero médio de esporos/mL (+EP) dos isolados mais virulentos de Bacillus thuringiensis

submetidos a tratamentos com ingredientes ativos da classe dos inseticidas.

Esporos de Bacillus thuringiensis (x 10%) / mL

Tratamentos

HD-1 HD-4 HD-11 HD-73 T-07
Controle 3,15£0,20 a 3,30£0,17a 2,83+£0,28a 4,05+0,24a 2,85+0,19b
azadiractina 1,49+0,05b 2,00 £0,21 be 1,30+ 0,14 b 1,93+0,15b 1,68 +0,17 ¢
deltametrina 0,80£0,09b 1,26£0,13cd  0,99+0,19b 1,09+0,12 ¢ 1,28+0,16 ¢
metomil 1,43+£0,14b 1,34+£0,21cd  0,98+0,12b  0,95+0,12¢ 1,07 £0,07 c
acefato 1,21 £0,07 b 0,79 £0,09d 0,58+0,12b 1,00£0,19 ¢ 1,56 £0,16 c
tiametoxam 324+0,39a  2,57+0,21ab  091+0,13b  2,04+0,16b 3,90+0,16a

F 27,92 28,87 20,80 49,92 49,32

P <0,01 <0,01 <0,01 < 0,01 < 0,01

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 1. Mortalidade corrigida (%) de lagartas de segundo instar de Plutella xylostella submetidas a
isolados da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis. Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). A barra de erros corresponde ao erro padrao (+EP).
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CAPITULO 3 - Potencial de fungos entomopatogénicos como agentes de controle
biologico da traca-das-cruciferas (Lepidoptera: Plutellidae) e

compatibilidade com inseticidas
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RESUMO Os objetivos da pesquisa foram avaliar a eficiéncia de fungos entomopatogénicos
no controle de Plutella xylostella (L.) e a compatibilidade dos isolados mais virulentos com
inseticidas registrados para a cultura do repolho. Para os testes de patogenicidade foram
utilizados isolados de Beauveria bassiana, Metarhizium rileyi, Isaria fumosorosea, I.
sinclairii e Lecanicillium muscarium, padronizados na concentra¢io de 107 conidios/mL.
Discos foliares de repolho foram imersos nestas suspensoes, € apds a evaporagao do excesso
de agua, foram inseridas 10 lagartas de segundo instar de P. xylostella, totalizando 10 discos
foliares para cada tratamento. A mortalidade foi avaliada 7 d apds a aplicagao dos
tratamentos, € os isolados que causaram mortalidade acima de 80% foram utilizados nos
testes de estimativa da concentragdo letal média (CLso) e tempo letal médio (TLso). A
compatibilidade entre os isolados mais virulentos e os ingredientes ativos dos agrotoxicos
convencionais foi conduzida a partir da mistura destes no meio de cultura, e apos o meio se
solidificar foi inoculada uma aliquota da suspensao do isolado. Os seguintes parametros
foram avaliados: crescimento da colonia, nimero e viabilidade dos conidios. Os isolados
IBCBO1, IBCBI18, IBCB66 ¢ IBCB87 de B. bassiana, LCMAP101 de M. rileyi ¢ ARSEF7973
de 1. sinclairii causaram mortalidade entre 80 ¢ 100%, com CLso € TLso entre 2,504 ¢ 6,775 %
10* conidios/mL e 52,22 e 112,13 h, respectivamente. Os ingredientes ativos tiametoxam e
azadiractina foram compativeis com os fungos entomopatogénicos. Os resultados sugerem
que a utilizagdo destes isolados constitui importante alternativa no manejo de P. xylostella,
com a possibilidade no uso associado do controle quimico baseado nos ingredientes ativos
tiametoxam e azadiractina.

PALAVRAS-CHAVE Plutella xylostella, controle biologico, controle quimico, interagao
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A traga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), ¢ uma das
principais pragas de plantas da familia Brassicaceae, com relatos de sua ocorréncia em
diferentes regides do mundo, tanto por apresentar grande capacidade migratéria como
também por se adaptar a condi¢des climaticas adversas e possuir alto potencial biotico,
representado por um ciclo biolégico curto e elevada fecundidade (Honda et al. 1992,
Chapman et al. 2002, Coulson et al. 2002, Ulmer et al. 2002, Attique et al. 2006, Sarfraz et al.
2006, Grzywacz et al. 2010). No Brasil, esta espécie ¢ importante na maioria das areas
produtoras de brassicaceas (Marchioro e Foerster 2014), com distribuicao desde a regido
Amazonica até o estado do Rio Grande do Sul (Ferronatto 1984, Castelo Branco e Guimaraes
1990, Barros et al. 1993, Melo et al. 1994, Cardoso 1999, Cardoso et al. 2012).

Dentre as espécies comerciais, o repolho (Brassica oleraceae var. capitata) ¢ um dos
principais hospedeiros deste microlepiddptero, cuja fase larval se alimenta do tecido foliar,
ocasionando danos quantitativos e qualitativos na cultura, representados desde a depreciagao
do produto vegetal até a morte da planta, comprometendo até 100% da producao (Ooi e
Kelderman 1979, Shelton et al. 1982, Barros et al. 1993, Castelo Branco et al. 1997, Ohsawa
2001, Monnerat et al. 2004). Para reduzir a densidade populacional desta praga, o método de
controle quimico com inseticidas de elevada toxicidade e amplo espectro de agdo tem sido a
principal estratégia adotada pelos produtores, principalmente pelo uso dos grupos quimicos
dos piretroides e organofosforados (Castelo Branco e Medeiros 2001, Castelo Branco et al.
2003, Filgueira 2007). Entretanto, a elevada pressao de selecdo, induzida pelo excessivo
namero de aplicagdes, ¢ um dos fatores cruciais para o aumento dos casos de resisténcia de
populagoes de P. xylostella a ingredientes ativos de muitos grupos quimicos dos inseticidas
(Castelo Branco et al. 2003, Sarfraz e Keddie 2005, Sayyed et al. 2005, Zhao et al. 2006,

Thuler et al. 2007, Endersby et al. 2008, Oliveira et al. 2011).
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Para minimizar esta problematica, diferentes agentes de controle bioldogico podem
contribuir para o controle de P. xylostella, com destaque aos micro-organismos
entomopatogénicos, principalmente o complexo de fungos, como Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., M. rileyi (Farlow) (Kepler, Humber,
Bischoff, Rehner), Isaria sp. e Lecanicillium sp. (Gopalakrishnan 1989, Silva et al. 2003,
Godonou et al. 2009, Xu et al. 2011, Méndez 2012). Um dos entraves para a utilizagdo mais
eficiente e também frente a conservacao destes agentes microbianos no campo esta
relacionado a compatibilidade com os agrotdxicos empregados para o controle de outras
pragas ou doengcas agricolas (Batista Filho et al. 2001, Almeida et al. 2003, Batista Filho et al.
2003, Cuthbertson et al. 2005, Wenzel et al. 2008, Botelho € Monteiro 2011, Schumacher e
Poehling 2012, Niassy et al. 2014).

Entretanto, poucos estudos relacionam o potencial das diferentes espécies de fungos
entomopatogénicos no controle bioldgico de P. xylostella e a possivel compatibilidade destes
com o controle quimico baseado no uso de inseticidas (Tian e Feng 2006), o que requer
melhor compreensao das possiveis interagdes entre estes agentes microbioldgicos e quimicos
envolvidos, no intuito de aprimorar as estratégias de controle. O objetivo da pesquisa foi
analisar a eficiéncia de fungos entomopatogénicos visando ao controle de lagartas de segundo
instar de P. xylostella ¢ avaliar a compatibilidade dos isolados mais virulentos com

ingredientes ativos de inseticidas registrados para o controle de pragas na cultura do repolho.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Microbiano de

Artrépodes Pragas (LCMAP) e Laboratorio de Biologia e Criagdo de Insetos (LBCI),
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localizados no Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FCAV/UNESP),

Campus de Jaboticabal, SP.

Populacio de P. xylostella

Para a condugdo dos bioensaios foi utilizada uma populagdo de P. xylostella oriunda de
area comercial convencional de repolho do municipio de Recife — PE, formada a partir da
coleta de 143 adultos em 15 de janeiro de 2007. Esta populagdo foi conduzida ao LBCl ¢
mantida isolada reprodutivamente, com a criacao laboratorial baseada na metodologia descrita
por De Bortoli et al. (2011).

Para a criacgdo laboratorial da fase larval de P. xylostella foram utilizadas folhas de
repolho (B. oleraceae var. capitata cv. Chato de Quintal) como substrato alimentar, com
idade entre 45 e 60 d, caracterizada como uma cultivar suscetivel a referida praga (Boiga
Junior et al. 2013). Plantas com aproximadamente 20 d foram obtidas da empresa Agrimonte
Produtos Agricolas Ltda., Monte Alto, SP, e transplantadas individualmente em vasos de
polietileno com capacidade interna de 5 litros, contendo uma mistura homogénea de solo
(latossolo vermelho), areia grossa peneirada e esterco de curral curtido e peneirado, na
proporcao 2:1:1 (Boiga Junior et al., 2013). Estes vasos foram acondicionados em casa de
vegetacdo. Mensalmente, mudas de repolho foram transplantadas, com o proposito de manter
constante a producao de folhas, para alimentar as lagartas de P. xylostella.

A criagdo dos adultos foi realizada em recipientes cilindricos de plastico transparente
(15 cm de didmetro x 25 cm de altura), contendo um disco foliar de repolho com 8 cm de
didmetro, inserido sobre um disco de papel filtro de mesmo didmetro, levemente umedecido

com agua destilada. Este disco de papel foi disposto sobre um copo pléstico transparente (5
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cm de didmetro x 8 cm de altura), com a abertura voltada para baixo, ficando o disco foliar de
repolho elevado dentro da gaiola, onde ocorreu a oviposi¢ao. No dpice do recipiente foi
efetuada uma abertura de aproximadamente 3 cm de didmetro, utilizada para fixagdo de uma
esponja embebida em solugdo aquosa de mel a 10%. Em cada gaiola foi realizada uma
abertura lateral (10 cm de comprimento x 10 cm de largura), coberta com tecido tipo “voile”,
para melhorar a aeragdo interna. Diariamente, estes discos foliares de repolho foram repostos,
sendo retirados aqueles com a presenca das posturas, e transferidos para placas de Petri (9 cm

de didmetro), ondem ficavam até a eclosdo das lagartas.

Isolados de fungos entomopatogénicos

Os isolados dos fungos entomopatogénicos utilizados nos bioensaios pertencem as
espécies B. bassiana, L. muscarium (Petch.) Zare & Gams, |. fumosorosea, I. sinclairii
(Berk.) Llond e M. rileyi (Tabela 1). Estes isolados estao armazenados em tubos de ensaio e
placas de Petri (9 cm de didmetro) a temperatura de -4 °C (freezer) no Banco de
Entomopatdgenos do LCMAP. Para sua utilizagao, os isolados foram repicados em placas de
Petri (9 cm de diametro) contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), e incubados
em camara BOD a temperatura de 28 + 2 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de
12:12 h, por um periodo de 15 d. Posteriormente, foram realizadas suspensdes [10 mL de
4dgua deionizada autoclavada + espalhante adesivo Tween® 20 (0,05%) + isolado de fungo
entomopatogénico]. A partir desta suspensdo foram feitas duas dilui¢des seriadas para a
quantificagdo do nimero de conidios/mL, com auxilio de uma camara de Neubauer, sendo

esta padronizada na concentragdo de 107 conidios/mL.
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Patogenicidade dos isolados de fungos entomopatogénicos

Para este experimento foram utilizadas lagartas de segundo instar de P. xylostella, sendo
cada tratamento compreendido por 10 discos foliares de repolho (10 repetigdes), B. oleraceae
var. capitata cv. Chato de Quintal, com 8 cm de diametro, que foram imersos em suspensao
[10 mL de 4gua deionizada autoclavada + Tween® 20 (0,05%) + isolado de determinado
fungo entomopatogénico] por 1 min, e posteriormente conduzidos para sala de secagem.

Ap6s este procedimento, os discos foliares foram transferidos individualmente para
placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo papel filtro (8 cm de didmetro) umedecido com
agua deionizada autoclavada. Em cada placa de Petri, com auxilio de um pincel de pelos
macios, foram inseridas 10 lagartas de P. xylostella. Em seguida, estas placas foram
transferidas e mantidas em camara BOD a temperatura de 25 £+ 2 °C, umidade relativa de 70 +
10% e fotoperiodo de 12:12 h. O tratamento controle seguiu a mesma metodologia descrita
acima, apenas composto por dgua deionizada autoclavada + Tween® 20 (0,05%).

A mortalidade foi avaliada no sétimo dia apds a aplicagdo dos tratamentos, com a
transferéncia dos insetos mortos para uma camara umida, com o proposito de confirmar a
mortalidade pelo entomopatogeno. A camara iimida consistiu em disco de papel filtro (8 cm
de didmetro) sob uma espuma, ambos esterilizados e umedecidos com dgua deionizada
autoclavada, inserida em placa de Petri (9 cm de didmetro) e mantida em camara BOD a
temperatura de 28 + 2 °C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12:12 h. A
confirmacdo da mortalidade das lagartas pelos fungos entomopatogénicos foi realizada apos
10 d da transferéncia das mesmas para o interior da camara imida, através da observagao das
estruturas reprodutivas do fungo sobre os cadaveres dos referidos organismos, realizado com
auxilio de um microscopio estereoscopio (modelo Stemi 2000-C, Carl Zeiss Corporate,

Alemanha).
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A mortalidade total foi corrigida em relacdo a mortalidade observada no controle
(Abbott 1925). O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado,
sendo os dados submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(P <0,05) (PROC GLM, SAS Institute 2002). Como critério para estimativa da concentragao
letal média (CLso) e do tempo letal médio (TLso) foram selecionados os isolados patogénicos

que causaram mais de 80% de mortalidade.

Estimativa da Concentraciao Letal Média (CLso) e Tempo Letal Médio (TLso)

A estimativa da CLso dos isolados dos fungos entomopatogénicos mais promissores ao
controle de P. xylostella foi realizada através do preparo de suspensdes nas concentragdes de
104, 10°, 10°, 107 e 10® conidios/mL, sendo a mortalidade avaliada no sétimo dia apds a
aplicacao dos tratamentos. Quanto a estimativa da TLso, foram preparadas 10 repeti¢cdes para
cada isolado selecionado, compreendendo 10 lagartas de segundo instar de P. xylostella por
repeticdo, com suspensdo padronizada na concentra¢do de 107 conidios/mL. As avaliagdes
referentes a mortalidade das lagartas pelo entomopatogeno foram efetuadas a cada 24 h, até o
sétimo dia. A conducao dos bioensaios referentes a CLso € TLso foi idéntica a metodologia
descrita sobre a avaliacao da patogenicidade.

A confirmacao da mortalidade foi realizada apds 10 d da transferéncia das lagartas
mortas para o interior da cadmara umida, através da observacao das estruturas reprodutivas do
fungo sob os cadaveres dos insetos, realizado com auxilio de um microscopio estereoscopio
(modelo Stemi 2000-C, Carl Zeiss Corporate, Alemanha). Os resultados relacionados a
mortalidade foram sujeitos a andlise probit (P > 0,05), através do programa estatistico Minitab

15® (Minitab 2007).
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Compatibilidade entre fungos entomopatogénicos e agrotoxicos registrados para a
cultura do repolho

Os isolados mais virulentos para P. Xxylostella foram utilizados nos testes de
compatibilidade com ingredientes ativos recomendados para o controle do complexo de
pragas da cultura do repolho: azadiractina (AzaMax — 200 mL x 100 litros™), deltametrina
(Decis - 30 mL x 100 litros '), metomil (Lannate BR - 100 mL x 100 litros '), tiametoxam
(Actara — 20 g x 100 litros™) e acefato (100 g x 100 litros ") (Mapa 2013).

O efeito téxico dos inseticidas sobre os entomopatdgenos foi determinado em
laboratorio pela adicao dos produtos quimicos em meio de cultura BDA, preparado a partir da
dissolucdo de 39 g do produto formulado Potato Dextrose Agar® (HiMedia Laboratories Pvt.
Ltda., Mumbai, india) em 1 litro de 4gua deionizada, sendo posteriormente autoclavado a 1
atm por 20 min. Apds atingir temperatura de 45 °C, ponto em que o meio ainda ndo se
encontra solidificado e também nao afeta as propriedades quimicas dos agrotoxicos (Botelho
e Monteiro 2011), cada inseticida foi adicionado e homogeneizado no meio de cultura, e entao
vertido em placas de Petri com 9 cm de didmetro, totalizando 10 repeticdes para cada andlise
de compatibilidade.

Ap6s solidificacao do meio em placas de Petri, foram inoculadas as estruturas
reprodutivas dos fungos entomopatogénicos, na concentragdo de 107 conidios/mL, perfazendo
uma pontuagdo de 5 pL da suspensdo do entomopatdgeno na regido central de cada placa de
Petri, sendo posteriormente acondicionadas em camara BOD a temperatura de 28 + 2 °C, com
umidade relativa média de 70 + 10% e fotoperiodo de 12:12 h, por 7 d. Apos este periodo, foi
mensurada a 4rea de crescimento da colonia (cm?), sendo recortada uma folha de sulfite do

tamanho da mesma, ilustrando uma figura, que foi analisada com auxilio de um aparelho
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medidor de area foliar (Model CI-202, CID Bio-Science, Washington, Estados Unidos da
América).

Depois de mensurada a area da colonia foi realizada a contagem de conidios para cada
tratamento, recortando-se a colonia do meio de cultura e acondicionando-as em tubos para
criagdo com 10 mL de 4gua deionizada autoclavada mais espalhante adesivo Tween® 20
(0,05%), sendo esta suspensdao homogeneizada com auxilio de um agitador (Model AP56,
Phoenix, Sdo Paulo, Brasil) por um periodo de 1 min, e retirada uma pequena aliquota da
suspensao para visualizacdo das estruturas reprodutivas em microscopio 6tico, com a
contagem destas realizada com auxilio de uma camara de Neubauer.

A viabilidade dos conidios foi analisada através da técnica de microcultivo e exame
direto em lamina, proposta por Marques et al. (2004). Para cada tratamento foram realizadas
cinco repeticdes. O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado,
sendo os dados submetidos a analise de varidncia e as médias do tamanho das colonias, o
namero ¢ a viabilidade de conidios referentes a cada tratamento foram comparados entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (PROC GLM, SAS Institute 2002), sendo
padronizados pela classificagdo de compatibilidade desenvolvida por Alves et al. (2007), com
auxilio da seguinte formula (IB=47 [CV] + 43 [ESP] + 10 [GER] / 100), em que IB = indice
biolégico; CV = porcentagem de crescimento vegetativo da colonia apds 7 d, em relagao ao
controle; ESP = porcentagem de esporulacdo da colonia apos 7 d, em relagdo ao controle;

GER = porcentagem de germinacdo dos conidios apds 24 h.
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Resultados e Discussao

Todos os isolados analisados foram patogénicos a P. xylostella, com mortalidade
variando entre 46 ¢ 100% (Fig. 1). As espécies que causaram mortalidade acima de 80%
foram B. bassiana, I. sinclairii e M. rileyi, com destaque a IBCBO1, IBCB18, IBCB66 ¢
LCMAPI101, responsaveis por ocasionar mortalidade entre 98 e 100% de lagartas de segundo
instar de P. xylostella, ndo diferindo estatisticamente entre si, seguido de ARSEF7973 e
IBCB87, com 80 e 94% de mortalidade, respectivamente (Fig. 1).

A CLso estimada variou entre 2,504 e 6,775 x 10* conidios/mL, com diferenca
significativa apenas entre IBCB01 e IBCB18 de B. bassiana, sendo o primeiro caracterizado
como o mais virulento (Tabela 2). O isolado LCMAP101 de M. rileyi apresentou o menor
TLso, resultado significativo em relagcdo aos demais tratamentos, representado pelo valor
médio de 52,22 h, seguido de IBCB18 ¢ IBCBO1, com valores de 63,48 ¢ 69,56 h,
respectivamente (Tabela 3).

Os isolados IBCBO1, IBCB18, IBCB66 ¢ IBCB87 de B. bassiana foram muito
virulentos para lagartas de segundo instar de P. xylostella, o que demonstrou elevado
potencial para com o manejo populacional da referida praga. Outros trabalhos também
apresentaram resultados promissores de B. bassiana no controle da traga-das-cruciferas,
porém em concentracdes mais elevadas. Silva et al. (2003) relataram mortalidade entre 78 e
90% para lagartas de segundo instar de P. xylostella quando submetidas a suspensoes de B.
bassiana utilizando ESALQ 447, ESALQ 760, ESALQ 900, ESALQ 634 ¢ IPA-205 na
concentracdo de 10 conidios/mL. Batta et al. (2010) e Anaisie et al. (2011) constataram
mortalidade de 80% e 100%, respectivamente, de lagartas de P. xylostella com a aplicagdo de

B. bassiana na concentragdo de 10° conidios/mL. Na referida pesquisa, a concentragdo de 107
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conidios/mL foi o suficiente para ocasionar mortalidade entre 94 e 100% de lagartas de
segundo instar de P. xylostella, resultados muito interessantes do ponto de vista econdmico,
principalmente em relagdo a uma possivel formulagdo e comercializagao destes micro-
organismos entomopatogénicos.

Outro resultado de extrema importancia esta relacionado ao fungo entomopatogénico M.
rileyi, responsavel por ocasionar mortalidade total de lagartas de P. xylostella no sétimo dia
apos aplicagdo, além de apresentar o menor tempo letal quando comparado aos demais
entomopatdgenos, o que demonstra elevada viruléncia para esta praga. Este micro-organismo
¢ considerado patogénico a P. xylostella, porém pouco virulento (Jun 2000), contrastando com
os resultados do presente estudo. Esta variabilidade pode ser atribuida as diferencas nos
fatores de viruléncia entre os isolados, conforme observado por Khan et al. (2012) para Myzus
persicae.

O micro-organismo L. muscarium, considerado um importante agente de controle de
Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) (Cuthbertson et al. 2005, Cuthbertson et
al. 2008) foi patogénico a traca-das-cruciferas, porém nao apresentou resultados tao
satisfatorios quando comparado com as demais espécies de fungos entomopatogénicos
analisadas (Fig. 1). Entretanto, este ¢ o primeiro relato de patogenicidade deste
entomopatdgeno em relagao a P. xylostella, considerada uma importante etapa frente a futuras
pesquisas baseadas em bioensaios com L. muscarium visando ao controle da referida praga.

Com relagdo ao género Isaria, foi observado que apenas um isolado de I. sinclairii
apresentou resultados promissores visando a reducdo populacional de lagartas de segundo
instar da traca-das-cruciferas (Fig. 1). Os poucos trabalhos sobre o uso deste género de fungo
entomopatogénico no controle deste lepidoptero evidenciam unicamente a espécie |.

fumosorosea, caracterizada como potencial a partir do uso de elevadas concentra¢des do
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entomopatdgeno, o que pode tornar o método de controle invidvel em termos econdomicos
(Maketon et al. 2008, Huang et al. 2010). A presente pesquisa, além de ser o primeiro relato
cientifico em relagdo a patogenicidade de 1. sinclairii para P. xylostella, também evidenciou o
elevado potencial deste entomopatégeno no manejo integrado desta praga, considerando o uso
de uma concentrac¢io experimental (107 conidios/mL) com base em outras pesquisas, e
também com resultados muito satisfatorios quanto a mortalidade, com reducao em 80% de
lagartas de segundo instar de P. xylostella (Fig. 1), caracteristicas que possibilitam sua plena
utilizagdo futura visando ao controle da traga-das-cruciferas.

A diferenca dos resultados entre as pesquisas pode ser decorrente de uma série de
fatores, caracterizados inicialmente pelos isolados dos fungos entomopatogénicos, cuja
variabilidade genética pode determinar uma resposta a viruléncia para lagartas de P.
xylostella. Outra questdo esta relacionada a diferenca genética das populagdes da traga-das-
cruciferas utilizadas nas pesquisas, o que pode resultar em diferentes respostas de mortalidade
para um mesmo isolado de determinada espécie de fungo entomopatogénico. Por fim,
diferencas metodologicas empregadas na conducao de testes de patogenicidade e viruléncia
também podem influenciar diretamente os resultados de mortalidade de lagartas de P.
xylostella em relagdo ao fungo entomopatogénico analisado.

Quanto aos testes de compatibilidade entre os fungos entomopatogénicos mais
virulentos a P. xylostella com os principais ingredientes ativos dos inseticidas recomendados
para o controle de pragas da cultura do repolho, a maioria dos micro-organismos analisados
ndo sofreu interferéncia significativa em relagdo ao crescimento vegetativo da colonia quando
em contato com tiametoxam, salvo apenas IBCB18 de B. bassiana (Tabela 4).

O ingrediente ativo azadiractina também ndo interferiu significativamente no

crescimento vegetativo de IBCBO1 de B. bassiana, ARSEF7973 de I. sinclairii e LCMAP101
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de M. rileyi em comparagdo com o controle. Entretanto, as demais moléculas quimicas
reduziram de forma significativa o desenvolvimento vegetativo da colonia de todos os
entomopatdgenos analisados, principalmente quando em contato com metomil (Tabela 4). O
ingrediente ativo tiametoxam ndo influenciou no numero de conidios produzidos pelos micro-
organismos entomopatogénicos, enquanto que, azadiractina, deltametrina, acefato e metomil
foram responsaveis por reduzir o nimero de conidios produzidos pelos micro-organismos
(Tabela 5).

A viabilidade dos conidios foi elevada quando em contato com as moléculas quimicas
azadiractina e tiametoxam, com variagao entre 75,20 e 88,80% e 87,40 ¢ 90,80%,
respectivamente, ndo diferindo estatisticamente do controle. Os demais ingredientes ativos
reduziram a viabilidade das estruturas reprodutivas dos entomopatogenos, principalmente
quando em contato com acefato e metomil (Tabela 6).

Desta forma, azadiractina e tiametoxam, seguindo o padrdo de classificacao de
compatibilidade desenvolvida por Alves et al. (2007), foram compativeis com os fungos
entomopatogénicos testados. A molécula quimica deltametrina foi compativel apenas com M.
rileyi, sendo moderadamente toxico e também toxico aos demais entomopatogenos. O
ingrediente ativo acefato foi moderadamente toxico quando em contato com a maioria dos
fungos entomopatogénicos, enquanto que metomil foi classificado como toxico para
praticamente todos 0s micro-organismos, considerado como o mais prejudicial em relagdo ao
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo destes agentes de controle biologico (Tabela 7).

A compatibilidade de azadiractina e tiametoxam, classificados dentro dos grupos
quimicos tetranortriterpendide e neonicotindide, respectivamente, com os isolados dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana, I. sinclairii e M. rileyi pode estar relacionada a baixa

toxicidade destas moléculas quimicas para os micro-organismos, mas também pela possivel
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capacidade dos entomopatogenos em degradarem estes compostos visando seu
desenvolvimento e reproducdo. Diferentes trabalhos evidenciaram a possibilidade da
utilizacdo destes ingredientes ativos com diferentes espécies de fungos entomopatogénicos,
demonstrando resultados positivos quanto as questdes voltadas a compatibilidade (Batista
Filho et al. 2001, Andalo et al. 2004, Botelho € Monteiro 2011, Hernandez et al. 2012,
Ribeiro et al. 2012, Rocha et al. 2012, Cintra et al. 2013).

O ingrediente ativo deltametrina apresentou resultados divergentes em relagdo as
espécies dos fungos entomopatogénicos, sendo considerada, para a maioria das pesquisas,
toxica ou moderadamente toxica para com estes micro-organismos (Oliveira et al. 2003, Silva
et al. 2006, Archana e Ramaswamy 2012, Niassy et al. 2014), fato observado no presente
estudo, contrastando apenas para com M. rileyi, cuja molécula quimica foi compativel com o
referido agente de controle biologico (Tabela 7).

Ademais, tanto acefato como metomil foram prejudiciais para o desenvolvimento dos
entomopatdgenos, o que demonstra o elevado grau de toxicidade destas moléculas em relagao
a estes micro-organismos. Ambos os ingredientes ativos sao representados como compativeis,
para alguns casos, mas também como moderadamente toxicos ou incompativeis (Khalil et al.
1985, Batista Filho et al. 2001, Gassen et al. 2008, Wenzel et al. 2008), o que pode
caracterizar diferengas frente & metodologia empregada e a variagao na dosagem dos
agrotoxicos utilizados.

Estes resultados, relacionados ao ambito laboratorial, cujas condigdes sdo plenamente
favoraveis ao desenvolvimento dos fungos entomopatogénicos, de forma a expressar o melhor
potencial destes entomopatdgenos, sao muito importantes para a obtencdo de informagdes
basicas quanto a selecdo inicial destes agentes microbioldgicos para pesquisas a semi-campo €

a campo. A partir deste processo inicial, testes in vitro sobre a compatibilidade entre
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agrotoxicos e 0s micro-organismos mais virulentos podem ser considerados uma importante
etapa para analisar todos os possiveis efeitos para com o desenvolvimento e reproducao destes
agentes de controle biologico, auxiliando na escolha de inseticidas seletivos frente a estes
fungos entomopatogénicos, que podem apresentar ocorréncia natural ou serem aplicados em
associacdo com estes agrotoxicos (Alves et al. 2008). Também ¢é plausivel considerar o fato
do referido micro-organismo, depois de aplicado para o controle de pragas em determinada
cultura, se adaptar no agroecossistema, o que pode permitir a agdo enzodtica, € também
epizodtica do entomopatdgeno na area, o que pode acrescentar no controle natural da praga.
Assim, o uso correto do controle bioldégico com os fungos entomopatogénicos mais
virulentos, visando a redugdo populacional de P. xylostella, conjuntamente ao método de
controle quimico associado a produtos comerciais com ingredientes ativos compativeis com
estes agentes de controle, possibilitara um importante incremento frente ao manejo integrado
da referida praga, com possivel redu¢ao no emprego de agrotoxicos, devido a diminui¢do dos
impactos ecologicos propiciados ao uso indiscriminado de inseticidas, aliado a melhoria das

condicdes do ecossistema, com impactos positivos para homem e também ao meio ambiente.
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Tabela 1. Isolados de fungos entomopatogénicos utilizados nos bioensaios

Entomopatogeno

Isolado

Origem

B. bassiana

IBCBO1

IBCB17

IBCBI18

IBCB33

IBCB35

IBCB63

IBCB66

IBCB87

JABO1

JABO09

JAB48

JAB63

Laboratério de Controle Bioldgico do Centro Experimental do Instituto

Biolégico, Campinas (SP)

Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Produgdo Vegetal

(FCAV/UNESP), Jaboticabal (SP)

L. muscarium

I. fumosorosea

I. sinclairii

ARSEF5128

ARSEF7050

ARSEF6925

ARSEF7973

United States Department of Agriculture (USDA) - Collection of

Entomopathogenic Fungal Cultures, Ithaca (USA)

M. rileyi

LCMAP101

Laboratdrio de Controle Microbiano de Artropodes Pragas

(FCAV/UNESP), Jaboticabal (SP)
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Tabela 2. Estimativa da concentragdo letal média (CLso) de isolados dos fungos

entomopatogénicos mais virulentos a lagartas de segundo instar de Plutella xylostella

Tratamentos n Slope£ EP CLso (IC95%) x 10* conidios/mL v
Beauveria bassiana
IBCBO1 500 0,37+ 0,04 2,504 (1,442 - 3,923) 5,26
IBCB18 500 0,31 +0,03 6,775 (3,975 - 10,756) 13,31
IBCB66 500 0,36 +0,03 2,887 (1,667 - 4,548) 7,20
IBCB87 500 0,25+ 0,02 3,796 (1,249 - 4,822) 8,79
Isaria sinclairii
ARSEF7973 500 0,27 +0,03 4,600 (2,436 - 7,774) 28,89
Metarhizium rileyi
LCMAPI101 500 0,34 +0,03 2,506 (1,377 - 4,057) 5,07

WQui-Quadrado (P > 0,05).
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Tabela 3. Estimativa do tempo letal médio (TLso) (h) de isolados dos fungos

entomopatogénicos mais virulentos a lagartas de segundo instar de Plutella xylostella
Tratamentos n Slope + EP TLso (IC95%) v

Beauveria bassiana

IBCBO1 100 0,03 £ 0,001 69,56 (64,72 - 74,21) 23,05

IBCB18 100 0,02 + 0,002 63,48 (58,16 - 68,41) 10,85

IBCB66 100 0,02 £ 0,001 101,66 (96,77 - 106,62) 15,43

IBCBS87 100 0,02 £ 0,001 84,82 (78,07 - 91,24) 15,56

Isaria sinclairii

ARSEF7973 100 0,02 + 0,001 112,13 (105,93 - 118,69) 14,22

Metarhizium rileyi

LCMAP101 100 0,07+0,01 52,22 (49,52 - 54,88) 4,64

WQui-Quadrado (P > 0,05).
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Tabela 4. Crescimento vegetativo (cm?) (£EP) dos isolados de fungos entomopatogénicos
mais virulentos a Plutella xylostella quando em contato com inseticidas registrados para o

controle de pragas da cultura do repolho

Beauveria bassiana Isaria sinclairii ~ Metarhizium rileyi
Tratamentos
IBCBO1 IBCB18 IBCB66 IBCBg7 ARSEF7973 LCMAP101

Controle 38,65+0,52a 37,32+0,50a 34,57+0,63a  34,67+£0,58a 26,98 + 0,66a 29,20 +0,62a
azadiractina 34,63 +0,43a 29,24+0,82¢c 30,27 £0,85b 24,43 £1,02b 25,23 +£0,81a 26,32 +1,13ab
tiametoxam 35,73+0,91a 33,28+0,61b 31,73+0,75ab  31,56+0,82a 24,90+ 0,95a 26,38 £ 0,94ab
deltametrina 23,04 £2,45b 21,83+0,67d 21,83+1,35c 12,39+0,79cd 16,08 = 0,79b 23,84 +0,92b
acefato 18,47+ 1,04b 16,68 £0,81e 18,97+ 1,16¢cd 15,69 + 0,84c 13,64 £ 0,92bc 14,56 £ 0,81¢c
metomil 13,28+ 091c 10,95+ 0,66f 16,13+1,13d  9,13+£0,96d 11,37 +0,%c 11,20 + 0,69¢
F 71,15 218,55 56,49 153,86 63,53 70,46

df 5,54 5,54 5,54 5,54 5,54 5,54

P < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 <0,01 <0,01

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 5. Numero de conidios produzidos (+EP) pelos isolados de fungos entomopatogénicos

mais virulentos a Plutella xylostella quando em contato com inseticidas registrados para o

controle de pragas da cultura do repolho

Metarhizium
Isaria sinclairii
Beauveria bassiana (x10® conidios) rileyi (x10%
8 conidi
Tratamentos (x10° conidios) L1
conidios)
IBCBO1 IBCB18 IBCB66 IBCB87 ARSEF7973 LCMAPI101
Controle 1,06 +0,07a 1,15+ 0,06a 1,08 +0,05a 1,16 + 0,06a 1,71 +£0,12a 1,16 £0,07a
azadiractina 0,81 +0,07bc 0,76 + 0,06b 0,82 = 0,04bc 0,77 + 0,04b 0,82 + 0,06bc 0,89 £ 0,03bc
tiametoxam 1,03 + 0,06ab 1,00 £ 0,04a 1,03 + 0,05ab 0,98 + 0,04a 1,12 +0,06ab 1,00 + 0,06ab
deltametrina 0,55 +0,04d 0,67 = 0,04b 0,66 = 0,06cd 0,69 £ 0,05b 0,35 £0,05bc 0,78 £0,05¢
acefato 0,64 = 0,04cd 0,66 = 0,05b 0,55+ 0,07de 0,62 + 0,04b 0,45 £+ 0,09bc 0,69 + 0,04c
metomil 0,22 +0,05¢ 0,29 + 0,04c 0,40 + 0,06¢ 0,25 + 0,04c 0,16 +0,03c 0,19 +0,03d
F 33,28 36,14 22,21 48,47 6,93 48,59
df 5,54 5,54 5,54 5,54 5,54 5,54
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 6. Viabilidade dos conidios (%) (£EP) dos isolados de fungos entomopatogénicos
mais virulentos a Plutella xylostella quando em contato com inseticidas registrados para o

controle de pragas da cultura do repolho

Beauveria bassiana Isaria sinclairii ~ Metarhizium rileyi
Tratamentos
IBCBO1 IBCB18 IBCB66 IBCBg7 ARSEF7973 LCMAP101

Controle 93,80+ 1,24a 94,80+1,07a 90,60+0,93a 93,00+ 1,38a 92,80+ 1,16a 91,80 + 0,66a
azadiractina 84,80+ 1,93a  83,20+2,22a  75,20+2,78a 88,80+2,01a 79,00+ 1,58a 83,40+ 2,01a
tiametoxam 90,80+ 1,66a 90,80+ 1,16a 87,40+ 1,44a 87,80+ 124a 88,20 = 0,86a 89,00 + 1,22a
deltametrina 59,60 £3,11b  54,20+4,89b  47,20+£3,06b 56,40+5,28b 51,80 + 6,62b 43,40 + 3,04b
acefato 3440+ 521c  41,40+4,72bc 50,60 +6,92¢ 38,20+ 5,31c 34,60 £+ 6,56bc 29,20 £2,71¢c
metomil 32,60+5,19¢c  27,00+£3,85¢c  26,00+4,92¢c 22,00+£2,72d 17,40+ 3,92¢ 26,60 + 4,68¢c
F 67,28 70,19 42,73 76,23 53,43 127,87

df 5,24 5,24 5,24 5,24 5,24 5,24

P < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 <0,01

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 7. Classificagdo de compatibilidade entre os isolados de fungos entomopatogénicos
mais virulentos a Plutella xylostella e os inseticidas registrados para o controle de pragas da

cultura do repolho

Beauveria bassiana Isaria sinclairii ~ Metarhizium rileyi

Tratamentos IBCBO1 IBCB18 IBCB66 IBCB87 ARSEF7973 LCMAP101
IB CL IB CL 1B CL IB CL IB CL 1B CL
azadiractina 84,35 C 7472 C 8286 C 70,96 C 73,85 C 84,54 C
tiametoxam 93,71 C 87,62 C 091,67 C 8799 C 66,34 C 91,37 C
deltametrina 59,41 MT 61,62 MT 64,70 MT 51,15 MT 37,18 T 78,91 C

acefato 54,38 MT 51,10 MT 52,41 MT 49,89 MT 33,08 T 55,77 MT
metomil 28,51 T 28,77 T 4292 MT 2546 T 21,31 T 28,65 T

IB = Indice Biologico; CL = Classifica¢io de Compatibilidade

C = Compativel; MT = Moderadamente Toxico; T = Toxico
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Fig. 1. Mortalidade corrigida de lagartas de segundo instar de Plutella xylostella submetidas a
tratamentos com fungos entomopatogénicos. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem

significativamente entre si (P < 0,05). A barra de erros representa o erro padrao (£EP).
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CAPITULO 4 - Consideracées Finais

Dentro do cenario agricola nacional, caracterizado como o principal
consumidor mundial de agrotdoxicos, pesquisas que fomentem estratégias
diferenciadas aquelas voltadas ao controle quimico tradicional apresentam extrema
valia para com a ciéncia, mas também com o meio ambiente e aos aspectos
voltados ao ser humano, principalmente a saude. Assim, resultados positivos, porém
iniciais, como os observados neste trabalho, fortificam uma ideologia cada vez mais
consolidada dentro das questdes voltadas a sustentabilidade e ao equilibrio de um
agroecossistema, evidenciando que ¢é possivel produzir alimentos de forma
saudavel, sem agredir de forma abusiva o0 meio ambiente e todos os componentes
que estao ao seu entorno.

A utilizacdo da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis tem sido
representada atualmente como uma importante ferramenta no controle de pragas
agricolas, conjuntamente com o emprego de formulados de fungos
entomopatogénicos, sendo comercializado por um numero cada vez maior de
empresas que observaram a real necessidade de novas estratégias de controle de
pragas. Assim, testes laboratoriais sdo primordiais para uma selegao inicial de
isolados com potencial de controle, seguindo posteriormente para testes semi-
campo e finalmente a campo. O objetivo desta pesquisa foi justamente iniciar os
primeiros testes de selecdo e também analisar a agdo de ingredientes ativos de
inseticidas nos melhores isolados de B. thuringiensis e dos fungos
entomopatogénicos, buscando uma alternativa viavel e eficaz quanto ao emprego
satisfatorio dos métodos de controle biolégico e quimico, haja vista da mentalidade
do produtor quanto a necessidade do uso dos inseticidas em suas lavouras.

Na presente pesquisa, em condigdes laboratoriais, os isolados de B.
thuringiensis HD-1, HD-4, HD-11, HD-73 e T-07 foram os mais eficientes no controle
de lagartas de segundo instar de P. xylostella, sendo que HD-1 e HD-4 néo
apresentaram interacado negativa com o ingrediente ativo tiametoxam, sendo positiva
com o isolado T-07. Os isolados IBCB01, IBCB18, IBCB66 e IBCB87 de B. bassiana,
LCMAP101 de M. rileyi e ARSEF7973 de I. sinclairii foram responsaveis por
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ocasionar elevada mortalidade para P. xylostella, sendo os ingredientes ativos
tiametoxam e azadiractina compativeis com estes entomopatogénicos.

Aliada a estas informacdes, novas pesquisas sdo necessarias dentro desta
area, buscando analisar a agado destes entomopatdégenos em condi¢do de semi-
campo e campo, para, finalmente, selecionar aqueles micro-organismos que
possibilitem pesquisas iniciais quanto a formulagdo de produtos bioldgicos,

contribuindo com o manejo integrado de pragas.



