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POTRICH, Michele. Seletividade de fungos entomopatogénicos a
Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e viruléncia a
Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae). 2010. 134 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

Os fungos entomopatogénicos e o parasitdide de ovos Trichogramma pretiosum
Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) podem ser utilizados conjuntamente na
cultura do tomate. No entanto, ainda ndo sao claros os efeitos destes fungos sobre
T. pretiosum. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo analisar a seletividade
de fungos entomopatogénicos a T. pretiosum e avaliar a viruléncia destes sobre
Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae). Para isto foram utilizados dois isolados de
Beauveria bassiana (Unioeste 47 e Unioeste 57), dois de Metarhizium anisopliae
(Unioeste 43 e Esalq 09) e dois de Isaria sp. (IBCB 367 e IBCB 394). 1) Seletividade
a T. pretiosum: os isolados foram pulverizados na concentracdo de 1,0x10°

conidios/mL sobre cartelas (1,0x5,0 cm) contendo ovos de Anagasta kuehniella

Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). A testemunha constou da pulverizacdo de agua
destilada esterilizada contendo Tween® 80 (0,01%). Realizaram-se dois testes: (a)
com chance de escolha para parasitismo, confinando uma fémea de T. pretiosum
com duas cartelas, uma pulverizada com o isolado e a outra com a testemunha, e
(b) sem chance de escolha, que consistiu em pulverizar cartelas previamente ou
posteriormente ao parasitismo. Foram realizadas observacées em Microscopio
Eletrbnico de Varredura (MEV) e em Microscopia de Luz (ML). Em (a) os isolados
provocaram repeléncia ao parasitismo de T. pretiosum, e em (b) as pulverizacdes
pré-parasitismo e poés-parasitismo interferiram na porcentagem de adultos
emergidos, periodo ovo-adulto e longevidade. Em MEV foram observados conidios
aderidos as fémeas que realizaram o parasitismo. Em ML observaram-se tecidos de
adultos colonizados pelos isolados. 2) Estratégias de aplicacédo: Pds-parasitismo (A)
cartelas foram submetidas ao parasitismo por T. pretiosum e, posteriormente
pulverizadas com os isolados nos tempos de 24, 72, 144 e 168 h. Pré-parasitismo
(B): as cartelas foram pulverizadas com os isolados a 0, 24, 48, 72 e 96 h e,
posteriormente submetidas ao parasitismo. Foram realizadas observagbes MEV e
em ML. Em (A) os isolados interferiram no periodo ovo-adulto, na longevidade e na
emergéncia, enquanto em (B) verificaram-se alteracbes no periodo ovo-adulto, no
namero de ovos parasitados, na porcentagem de adultos emergidos e na razao
sexual. Nas fases imaturas ndo foram observados indicios de infec¢cdo por fungos
entomopatogénicos (ML). 3) Viruléncia a B. tabaci: os isolados foram pulverizados
(1,0x10° a 1,0x10° conidios/mL) sobre ninfas de B. tabaci de 3° instar,
posteriormente avaliou-se a mortalidade confirmada e estimou-se a concentracao
letal média (CLsp). Verificou-se que os isolados Unioeste 47 e IBCB 367 provocaram
os maiores indices de mortalidade (84,1 e 98,6%) e apresentaram as menores CLsg
(4,1x10° e 2,5%x10° conidios/mL).

Palavras-chave: Parasitéide. Organismo nao-alvo. Mosca-branca. Controle
biolégico. Seletividade.



POTRICH, Michele. Selectivity of entomopathogenic fungi to Trichogramma
pretiosum (Hymenoptera : Trichogrammatidae) and virulence to Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae). 2010. 134 f. Thesis (Doctorate in Agronomy) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

The entomopathogenic fungi and the parasitoid Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) can be used, at the same time, in the tomato
culture. However, it is still unclear the effects of entomopathogenic fungi on T.
pretiosum. Thus, this study aimed to analyze the selectivity of entomopathogenic
fungi against T. pretiosum and assess the virulence on Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae). Two isolates of each of their entomopathogenic fungus Beauveria
bassiana (Unioeste 47 and Unioeste 57), Metarhizium anisopliae (Unioeste 43 and
Esalg 09) and Isaria sp. (IBCB 367 and IBCB 394) were used. 1) Selectivity to T.
pretiosum: the isolates were sprayed at a concentration of 1.0x10° conidia/mL on
cards (1.0x5.0 cm) containing Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) eggs.
The control consisted of sprayed sterile distilled water containing Tween® 80 (0.01%).
Two tests were conducted: (a) free choice for parasitism by confining a female T.
pretiosum with two cards, one sprayed with the isolate, the other with the control, and
(b) no choice, which consisted of sprayed cards prior or subsequent to parasitism.
Observations were made in Scanning Electron Microscope (SEM) and Light
Microscopy (LM). At (a) the isolates caused repellency to parasitism by T. pretiosum,
and at (b) the pre and post-parasitism spraying interfered in the percentage of
emerged adults, egg-adult cicle and longevity. At SEM, it was observed conidia
attached to females that realized parasitism. At ML, it was observed adult tissues
colonized by the isolates. 2) Strategies for implementation: Post-parasitism (A) cards
were submitted to parasitism by T. pretiosum and then sprayed with the isolates at
24, 72, 144 and 168 h. Pre-parasitism (B): the cards were sprayed with the isolates
at 0, 24, 48, 72 and 96 h and then subjected to parasitism. Observations were made
in Scanning Electron Microscope (SEM) and Light Microscopy (LM). In (A) the
isolates affected the egg-adult cicle, the emergence and the longevity, while in (B) it
was observed changes in the egg-adult cicle, the number of parasitized eggs, the
percentage of emerged adults and the sexual ratio. In the immature stages there
were no evidence of infection by entomopathogenic fungi (ML). 3) Virulence to B.
tabaci: Isolates were sprayed (1.0x10° to 1.0x10° conidia/mL) on third instar nymphs
of B. tabaci and then evalutions were made on confirmed mortality and the median
lethal concentration (LCsp). It was observed that the isolates Unioeste 47 and IBCB
367 caused the highest mortality rates (84,1 e 98,6%) and had the lowest LCsg
(4,1x10° e 2,5x10° conidios/mL).

Key-words:  Parasitoid. Non-target organism. Whitefly. Biological control.
Pathogenicity.
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Figura 4.2 — Microscopia de Luz. Analise histologica de ovos de Anagasta
kuehniella parasitados por Trichogramma pretiosum, mas que
nao apresentaram a emergéncia do parasitdide. Estruturas
histologicas observadas e indicadas: a) corion dos ovos do
hospedeiro (A. kuheniella). b) cabeca, c) torax e d) abdome de
T. pretiosum em fase embrionaria. Tratamentos: A)
Testemunha - fase pré-pupa. B) Testemunha - fase
pupa/emergéncia. C) M. anisopliae Unioeste 43. D) M.

anisopliae Esalq 09. E) B. bassiana Unioeste 47.........ccccccceeeeeeeeeenn.
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1 INTRODUCAO

O tomate, além de estar entre as hortalicas de maior importancia no
Brasil, também é fonte de emprego e renda para agricultores de pequeno e médio
porte. No entanto, essa cultura € suscetivel a muitas pragas que danificam a planta,
levando ao uso excessivo de inseticidas, pois 0s insetos estdo direta ou
indiretamente relacionados aos danos e a ma aparéncia do fruto. Exemplo disso,
sdo os indices apresentados pela Anvisa para o ano de 2007, em que o tomate
apresentou o maior numero de amostras irregulares referentes aos residuos de
agrotoxicos®, sendo 45% do total das amostras classificadas como insatisfatérias.
Nestas amostras foram detectados teores de residuos acima do permitido, além do
uso de agrotoxicos ndo autorizados para esta cultura (ANVISA, 2008).

No entanto, ha na sociedade o anseio por alimentos cada vez mais
“limpos” e de qualidade, com isso, 0s sistemas organicos de cultivo vém se
destacando na producao de alimentos. Porém, tanto o sistema organico de producéo
de tomate quanto o convencional sofrem com o ataque da traca-do-tomateiro, Tuta
absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), que provoca danos em todas as fases
de desenvolvimento da cultura e em varias estruturas da planta. Em alguns sistemas
de producédo, esse inseto vem sendo controlado, ainda na fase de ovo, com a
liberacdo do parasitoides de ovos Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), controle este utilizado com eficiéncia por produtores na regiao
oeste do estado do Parana (PIETROWSKI? 2010 - informac&o verbal). Segundo
Medeiros; Vilela; Franca (2006) esse tipo de controle, utilizando T. pretiosum,
evidencia agdo econdmica significativa (13,68% de aumento de no custo/beneficio)

Além de T. absoluta, a mosca branca, Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) também é considerada uma das principais pragas na cultura do tomate,
e pode provocar danos diretos e/ou indiretos. O controle mais comum para esse

inseto € o uso de inseticidas, levando a problemas de contaminacdo ambiental, dos

! Dados do Programa de Andlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA), coordenado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em parceria com as Secretarias Estaduais
de Saude.

% Professora Dra. Vanda Pietrowski. Laboratério de Controle Bioldgico. Universidade Estadual do
Oeste do Parana — Campus Marechal Candido Rondon.
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alimentos e do agricultor. No entanto, alternativas ao controle quimico vém sendo
estudadas, sendo a producdo e utilizacdo dos fungos entomopatogénicos uma
estratégia em potencial. Dentre os fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e Isaria sp. (Wise) Brown e
Smith sdo considerados importantes agentes biolégicos de controle, sendo
encontrados no campo atacando diversas ordens de insetos, além de serem
relatados como eficientes no controle de B. tabaci.

Entretanto, a utilizacdo desses agentes de controle desperta
preocupacdo sobre os possiveis efeitos em organismos nao-alvo, de ocorréncia
natural ou utilizados e aplicados no controle de pragas, principalmente os inimigos
naturais, incluindo T. pretiosum. Apesar dessa preocupagdo, poucos estudos
avaliaram interacfes entre fungos entomopatogénicos e inimigos naturais, em
especial T. pretiosum.

Estas interacdes, entre os agentes de controle microbiano e inimigos
naturais, podem acontecer pela interferéncia nos parametros biolégicos ou no
comportamento. Porém, esses efeitos podem ser evitados ou minimizados atraves
da selecédo de isolados e do emprego de estratégias de controle a campo. Tendo
conhecimento da eficiéncia desses fungos e do parasitdide em campo, e sabendo da
necessidade de algumas vezes serem empregados concomitantemente, avaliou-se
os efeitos de fungos entomopatogénicos sobre T. pretiosum e o controle realizado

por esses sobre B. tabaci.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO TOMATE Lycopersicon esculentum MiLL.

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma planta herbacea
da familia Solanacea, originaria da Cordilheira dos Andes, tendo o0s primeiros
registros de producdo no Brasil em meados da década de 30, com o inicio do
Cinturdo Verde de Sao Paulo (CAMARGO FILHO et al., 1994). No Brasil, o tomate
tornou-se a segunda hortalica em importancia, sendo a maior parte da producao
destinada a mesa (FILGUEIRA, 2003). A producédo e o consumo de tomate, in natura
ou industrializado, ocorrem em numerosos estados brasileiros. Na safra 2009/2010,
a producdo de tomate do Parana chegou a 226.091 toneladas, tendo um aumento
de 16% em relacdo a safra do ano anterior (PARANA-SEAB, 2010a).

Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul concentram 19% da
producdo de tomate destinado a mesa. O tomate de mesa representou 60% da
producdo total no Brasil no biénio 2005/2006, quando atingiu 2,4 milhdes de
toneladas por ano. Nesse mesmo periodo, a produtividade desta cultura aumentou
em 31%, indicando adocdo de novas tecnologias na producdo (CAMARGO;
CAMARGO FILHO, 2008).

No Brasil, a cultura do tomate tem ainda elevada importancia
socioeconbmica, sendo base da agricultura familiar, de pequenos agricultores e de
agricultores de porte médio, além de ser um alimento rico em minerais, vitaminas,
aminoacidos essenciais, acuUcares e fibras dietéticas (MEDEIROS; VILELA,
FRANCA, 2006). Apesar disso, 0 tomate estad entre as culturas com maior risco
econdbmico (FILGUEIRA, 2003), estando relacionada com uma diversidade de
doencas (FILGUEIRA, 2003; NAIKA et al., 2006) e pragas (GALLO et al., 2002;
FILGUEIRA, 2003; NAIKA et al., 2006), entre as quais destacam-se a traga-do-
tomateiro Tuta absoluta (Meyrick, Lepidoptera: Gelechiidae) e a mosca-branca B.
tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae).

A capacidade de injuria provocada por essas pragas, aliada as

exigéncias de qualidade do produto pelos consumidores, induzem a um numero
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expressivo de aplicacdes de agrotoxicos, elevando os custos de producéo, de danos
ao ambiente, ao consumidor e ao produtor, pelos residuos deixados (LEITE, 2004).
Assim, uma das alternativas proposta para este problema é a utilizacao do controle
biolégico de pragas e doencas. Os produtores que empregam essa tatica de
controle, produzindo de forma organica, podem conseguir uma certificagdo que
permite a venda de seus produtos com maior valor agregado, aumentando os

rendimentos em relacéo a producédo convencional (NAIKA et al., 2006).

2.2 INSETOS-PRAGA ASSOCIADOS A CULTURA DO TOMATE

A cultura do tomate tem sido uma atividade lucrativa para os
produtores do estado do Parand, no entanto, esta cultura sofre com o ataque de
insetos, que além dos danos diretos provocados podem ainda ser vetores de
doencas. Dentre estes, a traca do tomateiro T. absoluta e a mosca branca B. tabaci
sdo pragas em potencial em todas as regides produtoras, causando prejuizos aos
agricultores. A importancia da mosca-branca vem aumentando consideravelmente,
uma vez que a traca ja vem sendo controlada pelo parasitdide Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), usado em associagdo com
Bacillus thuringiensis var. kurstaki Berliner (ZUCCHI; MONTEIRO, 1997; GALLO et
al., 2002; HAJI et al., 2002).

2.2.1 Traca-do-Tomateiro Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae)

Na fase imatura da tragca-do-tomateiro T. absoluta, fase em que o
inseto é considerado praga, suas lagartas apresentam coloragéo inicial branca e
posteriormente verde, com uma mancha parda no dorso. Nessa fase de
desenvolvimento, penetram na folha, fruto e apice das hastes, se alimentando do
interior da planta, até se transformarem em pupa. Os adultos sdo mariposas cinzas

ou prateadas de 9 a 10 mm, com asas franjadas nos bordos posteriores. A postura é
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realizada principalmente no terco superior das plantas (HAJI, 1997; GALLO et al.,
2002; HAJI et al., 2002). T. absoluta ocorre durante todo o periodo da cultura,
destruindo brotagcbes novas e frutos, que se tornam depreciados para
comercializacdo (GALLO et al., 2002; HAJI et al., 2002). Essa praga foi descrita pela
primeira vez no Brasil no Submédio do Vale do Sdo Francisco, no final de 1981
(HAJI et al., 2002).

Os controles recomendados para essa praga sao a eliminacao de
plantas hospedeiras, rotacéo de cultura, plantio de sorgo gramifero para atracao de
predadores, destruicdo dos restos culturais e monitoramento com feromoénios. O
controle mecanicos pode ser realizado pela limpeza nas caixas usadas na colheita e
nos veiculos de carga. Para o controle quimico recomenda-se inseticidas do grupo
dos piretroides, diacilhidrazina e organofosforados (GALLO et al., 2002; COSTA;
PERIOTO; 2006; PARANA-SEAB, 2010b).

Apesar das recomendagfes para o controle quimico, o controle
bioldgico tem eficiéncia acima de 80% em tomate estaqueado, utilizando liberagcbes
inundativas de T. pretiosum (para controlar a praga na fase de ovo) conjuntamente
com aplicacdes de B. thuringiensis (para controle da fase larval) (GALLO et al.,
2002). Desta forma verifica-se a importancia de um programa de manejo desta
praga empregando associa¢cdes com o parasitéide de ovos T. pretiosum.

2.2.1.1 Trichogramma pretiosum riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

Os insetos do género  Trichogramma  (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) apresentam corpo compacto com tamanho entre 0,2 e 1,5 mm
na fase adulta, em cuja fase, alimentam-se de néctar e exsudados do hospedeiro e
da planta. As fémeas podem colocar de 20 a 120 ovos, sendo os mesmo colocados
no interior de ovos do hospedeiro, sendo normalmente um ovo do parasitéide por
ovo do hospedeiro. O periodo ovo-adulto pode variar de seis a 10 dias, dependendo
da temperatura, ambiente e hospedeiro parasitado (PINTO, 1997).

Nas fases imaturas, o parasitéide desenvolve-se no interior do ovo

do hospedeiro, do qual se alimenta. O ovo do hospedeiro parasitado por T.
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pretiosum pode ser identificado, mais precisamente, quando o parasitdide encontra-
se na fase de pré-pupa, pois ocorre a deposicdo de sais de urato no abdome,
tornando o ovo enegrecido (CONSOLI; ROSSI; PARRA, 1999). Quando
completamente formado, o adulto de Trichogramma emerge do ovo do hospedeiro.
Os adultos apresentam dimorfismo sexual, observado pela morfologia das antenas,
sendo a antena das fémeas com clava simples (clavada) e a dos machos com os
segmentos do funiculo e da clava fundidos numa unica estrutura alongada (filiforme
com cerdas) (PINTO, 1997).

As espécies de parasitdides de ovos do género Trichogramma séo
mais utilizadas que qualquer grupo de entomo6fagos no controle de insetos-praga,
pois atacam as ordens Lepidoptera, Hemiptera e Coleoptera. Devido a essa
associacdo e sua importancia pratica, ja foram descritas, aproximadamente, 30
espécies desse género na América do Sul, sendo T. pretiosum uma das espécies
encontradas no Brasil e a mais amplamente distribuida, associada a 26 espécies de
hospedeiros (PINTO, 1997; ZUCCHI; MONTEIRO, 1997; HAJI et al., 2002; PARRA
et al., 2002). O caso mais relevante de controle biolégico aplicado, com a utilizacéo
de Trichogramma no Brasil, refere-se ao uso de T. pretiosum para controle da traca-
do-tomateiro, sendo que os primeiros trabalhos com esse parasitdide ocorreram na
regido do Submédio do Vale do Séo Francisco, local onde T. absoluta foi descrita
pela primeira vez (HAJI, 1997; HAJI et al., 2002; PARRA; ZUCCHI, 2004; COSTA,;
PERIOTO, 2006).

O controle de pragas por T. pretiosum esta associado aos odores
dos ovos do hospedeiro, feroménio do hospedeiro adulto e odor da planta (quimicos
volateis), que auxiliam na selecdo do hospedeiro pelo parasitdéide. O ovo do
hospedeiro € identificado por T. pretiosum, bem como sua condicdo e seu valor
nutricional. O ovo é submetido a uma inspec¢do, que € realizada pelo caminhamento
da fémea, para frente e para tras, sobre sua superficie, enquanto ele é
continuamente tocado pelas suas antenas, percebendo formato, textura e
substancias quimicas (VINSON, 1997; CONSOLI; VINSON, 2009).

Essa inspecdo € seguida pelo processo de oviposi¢cdo, em que T.
pretiosum faz movimentos para baixo e para cima com o ovipositor. Durante esse
processo, T. pretiosum avalia a qualidade interna do hospedeiro, que na fase de ovo
é rica em nutrientes (VINSON, 1997; MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998).
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Com isso, pode-se verificar que o parasitismo depende de decisdes acertadas das
fémeas, visto que o parasitéide, nas fases imaturas, ndo tera condicdes de explorar
outros hospedeiros alternativos. Esse tipo de parasitismo, na fase de ovo, em que
ocorre paralisia do hospedeiro, classifica T. pretiosum como um parasitdide
idiobionte (CONSOLI; VINSON, 2009)

Durante o processo de oviposicdo, o tamanho, volume e valor
nutricional do ovo do hospedeiro determinam a quantidade de ovos colocados pela
fémea de T. pretiosum no seu interior. Nos ovos de Anagasta kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae), somente um ou, raramente, dois ovos sao colocados, por
serem hospedeiros pequenos (VINSON, 1997).

Ainda segundo Vinson (1997), apds a determinacao das condi¢cdes
nutricionais do hospedeiro e a adequabilidade, o préximo passo € a escolha do sexo,
que é controlado pela fémea na oviposigéo. A escolha do sexo pode ser influenciada
por diversos fatores, sendo o principal a qualidade do hospedeiro. Assim, nos ovos
maiores e com disponibilidade de nutrientes, sdo colocados ovos que dardo origem
a fémeas, mais exigentes nutricionalmente, enquanto que nos ovos com condi¢cdes
nutricionais menos favoraveis, ja parasitados, ou com algum tipo de substancia
toxica ou repelente, sdo colocados ovos que dardo origem a machos, pois eles
possuem menores exigéncias nutricionais. A razédo sexual pode ser determinada de
duas formas, uma € selecionando o sexo antes da oviposicdo, como descrito
anteriormente, e a outra € a postura, no mesmo ovo do hospedeiro, de um ovo que
dard origem a um macho e outro que dara origem a uma fémea, sendo que a
competicdo entre eles é que ira determinar quem sobrevivera (VINSON, 1997).

A eficiéncia do parasitéide no controle de T. aboluta pode ser
constatada em trabalhos realizados, como o de Haji (2002). A autora verificou
reducdo de 55% nos danos de T. absoluta nas areas de emprego de MIP, com
liberacbes de T. pretiosum, quando comparadas as areas em que foi utilizado o
controle convencional. Também, Parra et al. (2002) verificaram o controle de T.
absoluta por T. pretiosum em casa de vegetacdo, com resultados satisfatérios,
ressaltando a viabilidade de utilizacdo de T. pretiosum na cultura do tomate rasteiro

e estaqueado.
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2.2.2 Mosca-Branca Bemisia Tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)

As moscas-brancas B. tabaci (Genn.) e Bemisia tabaci biotipo B
(Bellows e Perring) sdo pequenos insetos pertencentes a ordem Hemiptera,
Subordem Sternorhyncha, Familia Aleyrodidae. Os adultos s&o brancos com
comprimento de 1-2 mm, apresentam quatro asas membranosas cobertas com
substancia pulverulenta branca. Os ovos séo colocados na face abaxial das folhas,
de onde eclodem as ninfas que, inicialmente, apresentam movimento e apos
encontrar um local adequado, fixam-se e passam a sugar a seiva das folhas, sendo
o periodo completo em torno de 15 dias (GALLO et al., 2002; NAIKA et al., 2006).

Entre 1972 e 1973 ocorreram altos niveis de infestacdo de mosca-
branca no norte do estado do Parana, estando esse aumento relacionado ao
aumento na producédo da soja, que é hospedeira desse inseto (GALLO et al., 2002).
Um novo bidtipo, conhecido como Bemisia tabaci biétipo B, foi relatada em 2002,
sendo considerada mais nociva & agricultura. Ambas sdo pragas polifagas,
encontradas na cultura do algoddo, meldo, melancia, abdbora, feijdo, batata,
hortalicas, ornamentais, soja, videira, maracuja e principalmente tomate (GALLO et
al., 2002; LOURENCAO, 2002), constituindo um problema durante a estacio seca,
diminuindo e até desaparecendo quando comeca a estacdo das chuvas,
demostrando, porém, facil adaptacdo (NAIKA et al., 2006).

As moscas-brancas causam dois tipos de danos: os diretos,
ocasionados pela succdo de seiva que provoca reducdo no vigor da planta e, os
indiretos, pelo aparecimento de fumagina que pode dificultar a fotossintese. Além
desses, também estdo relacionadas a transmissao do virus do grupo geminivirus,
gue provoca nanismo acentuado, enrugamento severo das folhas terminais e
amarelecimento da planta (LOURENCAQ; YUKI; ALVES, 1999; GALLO et al., 2002;
ANDERSON; MARKHAM, 2004; CARDONA et al., 2005).

Para controle das moscas-brancas, recomenda-se 0 uso de
armadilhas adesivas amarelas com o objetivo de diminuir e monitorar 0os insetos
adultos, controle quimico com inseticidas do grupo dos neonicotindides, tiadiazinona,
piretréides, éter piridiloxipropilico, benzoiluréia e feniltiouréia e testes ainda estao

sendo realizados com o controle biolégico utilizando os fungos entomopatogénicos
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Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Lecanicillium lecanii (Zimm.) Viégas (GALLO et
al., 2002; CARDONA et al., 2005; PARANA-SEAB, 2010b).

Os fungos entomopatogénicos estdo sendo utilizados e ainda
estudados como uma alternativa promissora ao uso de inseticidas na cultura de
tomate, sendo avaliados isolados mais virulentos de B. bassiana, L. lecanii, Isaria
fumosorosea (Wize) Brown e Smith e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok.
(LOURENCAO; MIRANDA; ALVES, 2001; VAZQUEZ-MORENO, 2002; RAMOS et
al., 2004). A vantagem dos fungos entomopatogénicos, quando comparados aos
inseticidas, € que os fungos podem permanecer no ambiente e ocasionar epizootias,
pois permitem a contaminagéo de outros insetos da mesma espécie que ocupam 0

mesmo ambiente, através da disseminacao pelo vento ou através do contato.

2.2.2.1 Fungos entomopatogénicos

Os fungos sdo organismos de forma e tamanho variaveis, sendo
constituidos por um conjunto filamentoso de micélios composto pelas hifas (células),
cuja parede é constituida de quitina e/ou celulose (ALVES, 1998a; 1998b; LEITE et
al, 2003). Segundo Alves (1998a), os fungos podem atacar as mais diversas fases
de desenvolvimento do inseto, sendo altamente virulentos e com penetragao via
tegumento, o que pode ser uma vantagem guando comparados a outros tipos de
entomopatdégenos que penetram via oral, principalmente no controle de insetos
sugadores. Além disso, os conidios dos fungos tém alta capacidade de disperséo
horizontal, sendo transportados por varios agentes a grandes distancias.

O ciclo das relagcdes fungo-hospedeiro depende das condigbes
ambientais, como temperatura, umidade, luz, radiacdo ultravioleta, condicdes
nutricionais e suscetibilidade do hospedeiro. Para que o ciclo ocorra existe uma
sequéncia de etapas a iniciar pela adesao e germinacdo do fungo sobre o corpo do
hospedeiro, que depende de condi¢cdes favoraveis, formagdo do apressorio e
grampo de penetracdo. ApOs a penetracao, inicia-se a colonizacdo do hospedeiro e
a reproducédo do patdgeno, que culmina com a emergéncia das hifas e disseminacéo
do fungo (ALVES, 1998b; ALMEIDA; MACHADO; 2006). Nesse ciclo, estédo
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envolvidos os processos de producdo de enzimas e toxinas pelos fungos. Segundo
Alves (1998b), as enzimas produzidas por esses patdgenos podem estar
relacionadas com o0s processos de especificidade, enquanto as toxinas estao
relacionadas a viruléncia.

Utilizando fungo para o controle de mosca branca, Vidal et al. (1998)
verificaram mortalidade de B. tabaci bi6tipo B superior a 70% com I. fumosorosea®.
Wraight et al. (2000) estudando a viruléncia de B. bassiana e I. fumosorosea sobre
essa mesma espécie em curcubitaceas, verificaram 90% de mortalidade. Epizootias
de fungos também sdo observadas, como a epizootia de L. lecanii na cultura da
soja, no estado do Maranhédo, em 1999, infectando ninfas de B. tabaci biotipo B e
reduzindo significativamente a populacio desta espécie (LOURENCAO; MIRANDA;
ALVES, 2001).

Em laboratorio, isolados de B. bassiana controlaram em mais de
90% ninfas de B. tabaci bi6tipo B, sendo que os isolados coletados da propria ordem
Hemiptera foram os mais virulentos (VICENTINI; FARIA; OLIVEIRA, 2001).
Mortalidade acima de 85% também foi verificada em T. vaporariorum em cultivo de
tomate tratado com L. lecanii (FARGUES et al., 2003). Lecanicilllum muscarium
provocou mortalidade em 90% das ninfas de B. tabaci biétipo B, em condi¢cdes de
laboratorio, e a campo a mortalidade ficou acima de 80% (CUTHBERTSON;
WALTERS, 2005).

Na comparacdo entre espécies de fungos James; Buckner;
Freemanc (2003) verificaram que ninfas de 22 instar de B. tabaci biétipo B sdo mais
suscetiveis a B. bassiana, enquanto para |. fumosorosea as mais suscetiveis sdo as
ninfas de 3° instar. Verificaram ainda, que todas as espécies de mosca-branca no 4°
instar sdo menos suscetiveis aos fungos entomopatogénicos.

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos para o controle biolégico
de uma determinada praga-alvo, pode gerar efeitos imediatos sobre a mesma, sobre
espécies proximas a esta, que ocupam o0 mesmo habitat, ou mesmo sobre espécies
relacionadas na cadeia trofica, como parasitdides, predadores e decompositores
(SOSA-GOMEZ; PEREIRA; ALVES, 1998).

® Conforme classificacdo atual por Hodge et al. (2005) e Humber (2007), classificado anteriormente

como pertencente ao género Paecilomyces sp.
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Apesar disto, a utilizacdo de um fungo entomopatogénico com um
parasitéide pode melhorar a eficiéncia do controle biolégico, por atuarem em
diferentes insetos-praga da mesma cultura, ou em um mesmo inseto-praga, mas em
diferentes fases de desenvolvimento. Como exemplo na cultura do tomate, em que 0
parasitéide T. pretiosum controla T. absoluta na fase de ovo e os fungos
entomopatogénicos controlam B. tabaci. Desse modo, justifica-se a interagdo desses

agentes de controle na cultura do tomate.

2.3 INTERACAO DOS METODOS DE CONTROLE UTILIZADOS NA CULTURA DO TOMATE

Varios trabalhos de seletividade de inseticidas a T. pretiosum foram
realizados, seguindo ou ndo as normas preconizadas pela “International
Organization for Biological Control and Integrated Noxious Animals and Plants/ West
Palaearctic Regional Section” (IOBC/WPRS), a fim de verificar a possivel interacao
entre métodos de controle em programas de manejo, sobre organismos ndo-alvos.
Contudo, especificamente em relacdo a interacdo de T. pretiosum e fungos
entomopatogénicos, ha poucas informacdes, sendo estas importantes para os
agricultores que visam a utilizacdo desses dois agentes na cultura do tomate, por

vezes, na mesma epoca.

2.3.1 Interag&o entre Trichogramma pretiosum e Inseticidas

O interesse por Trichogramma spp. para o controle biolégico esta
aumentando, considerando-se que trabalhos de controle integrado, com
Trichogramma e inseticidas estdo sendo realizados a mais de 50 anos, pois para
métodos integrados de controle quimico e controle bioldgico é necessario que 0s
inseticidas sejam seletivos aos inimigos naturais. Com esse objetivo, Jacobs;
Kousklekas; Gross (1954) testaram a seletividade de inseticidas a T. pretiosum e

observaram que residuos de permetrina e endosulfan causaram diminuicdo no
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parasitismo de T. pretiosum e aumento na mortalidade deste parasitdide. Amayan
(1982) observou que alguns inseticidas apresentaram efeito residual de 48 h para T.
pretiosum, enquanto outros, mesmo apds 72 h, chegavam a provocar mortalidade
total dos parasitéides.

O inseticida Paration-metil (Folidol 60 CE) foi altamente toxico a T.
pretiosum, reduzindo significativamente sua capacidade de parasitismo (RAMALHO;
SILVA; JESUS, 1989). Abamectina, metamidofos e cartap reduziram o parasitismo,
mesmo quando aplicados sete dias previamente ao parasitismo, enquanto
lambdacialotrina reduziu o parasitismo por até 31 dias (CARVALHO; PARRA;
BAPTISTA, 1999). A mistura abamectina + 06leo mineral provocou reducdo na
emergéncia de adultos de T. pretiosum, quando aplicada previamente ao
parasitismo e também quando aplicada 48 h ap6s o parasitismo (CIOCIOLA JUNIOR
et al., 1999).

Dentre os inseticidas utilizados na producgéo integrada de péssego,
carbaril, dimetoato e triclorfom foram nocivos a adultos de T. pretiosum, reduzindo a
capacidade de parasitismo (GIOLO et al, 2005). Clorfenapir, inseticida
recomendado para a cultura do tomate, reduziu em 50% o parasitismo da geracao
F1 de T. pretiosum (MOURA; CARVALHO; RIGITANO, 2005), e cartap foi 0 menos
seletivo sobre as fases imaturas desse parasitoide (MOURA et al., 2006). Bueno et
al. (2008) testaram 19 agrotéxicos quanto a seletividade a T. pretiosum e verificaram
gue apenas dois desses foram seletivos (classe 1) para as fases imaturas (ovos,
larva e pupa). Com isto, verifica-se a necessidade de fazer os testes de seletividade
tanto para a fase adulta quanto para as fases imaturas, e tanto para produtos

quimicos quanto para produtos de origem biologica.

2.3.2 Interagéo entre Trichogramma Pretiosum e Extratos Vegetais

Extratos vegetais e 6leos utilizados no sistema organico ndo podem
ser considerados totalmente seguros, frente a isto, alguns estudos foram e estéo
sendo realizados a fim de verificar a seletividade destes a T. pretiosum. O 6leo de

nim Azadiracha indica (Juss.) néo foi seletivo a T. pretiosum, sendo que o0 mesmo
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interferiu negativamente no parasitismo e na longevidade das fémeas que efetuaram
o parasitismo (OLIVEIRA; PRATISSOLI; BUENO, 2003). Da mesma forma, extratos
de A. indica foram repelentes a T. pretiosum, reduzindo o numero de ovos
parasitados e a emergéncia do parasitdide (GONCALVES-GERVASIO;
VENDRAMIN, 2004). Também, extratos de Asteraceae, Lepidaploa lilacina (Former)
Rob. e Ageratum fastigiatum (Gardner) King e Rob., (plantas com propriedades
inseticidas) provocaram mortalidade em T. pretiosum (TAVARES et al., 2009).

3.2.3 Interagao entre Trichogramma pretiosum e Bacillus thuringiensis

Em algumas culturas ocorre a associacdo de T. pretiosum e Bacillus
thuringiensis (Berliner) para o controle de pragas. Nesse sentido, alguns trabalhos
sao realizados a fim de garantir a seguranca deste microrganismo a T. pretiosum,
mesmo sabendo que a infeccdo de B. thuringiesis ocorre por via oral. A seletividade
de B. thuringiensis a T. pretiosum foi verificada quando o mesmo foi aplicado sobre
as fases de desenvolvimento do parasitéide, ndo interferindo na emergéncia e no
namero de ovos parasitados (CARVALHO; PARRA; BAPTISTA, 2001). Da mesma
forma, Haji et al. (2002), n&o relataram nenhum impacto desse microrganismo sobre
o0 parasitéide Trichogramma sp. Assim, também para Dipel DF® (100g 100L-1), que
foi considerado seletivo (<30% de redugdo no parasitismo) a T. pretiosum
(MORANDI FILHO et al., 2006).

3.2.4 Interacao entre Trichogramma spp. e Fungos Entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos podem né&o ser seletivos, existindo a
possibilidade de infec¢édo direta sobre organismos ndo-alvos. Assim, os parasitoides
podem estar suscetiveis a doencas causadas por fungos. No entanto, na maioria
dos casos, os parasitoides ndo sao infectados, mesmo assim, ha a necessidade de

se conhecer se as diferentes fases e estagios do parasitdide podem ser ou nédo
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sensiveis ao fungo, e ainda, se existe a possibilidade de parasitdides e patégenos
poderem competir pelos mesmos hospedeiros (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES,
1998; SOSA-GOMEZ; PEREIRA; ALVES, 1998).

A fim de verificar este tipo de interacédo, Polanczyck et al. (2009)
estudaram o efeito dos fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana sobre
as caracteristicas reprodutivas e de sobrevivéncia de T. pretiosum, ndo observando
interferéncia em ambas. Os mesmos autores propdem a possibilidade de realizar,
em campo, a liberacdo de T. pretiosum apdés a pulverizagdo dos fungos
entomopatogénicos, visto que estes ndo afetaram a capacidade de parasitismo.

Contudo, em experimentos realizados por Potrich et al. (2009), com
0 objetivo de analisar a seletividade de fungos entomopatogénicos a T. pretiosum,
foi verificado que M. anisopliae provocou diminuicdo na emergéncia de T. pretiosum
e acarretou mortalidade confirmada das fémeas que realizaram o parasitismo.
Entretanto, B. bassiana nao interferiu em nenhum dos parametros biolégicos
testados. Apesar das alteracdes provocadas por M. anisopliae, esses autores
destacam que as alteracbes sdo minimas quando comparadas as provocadas por
inseticidas quimicos, e que para isto, S80 necessarios testes em semi-campo e
campo.

A seletividade de fungos entomopatogénicos também foi testada
sobre outras espécies de Trichogramma, como visto por Broglio-Micheletti; Santos;
Pereira-Barros (2006). Nesse trabalho, os autores verificaram que M. anisopliae
provocou reducdo no numero de ovos de Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera:
Crambidae) parasitados por Trichogramma galloi Zucchi, 1988 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), reduzindo também emergéncia e a longevidade da segunda
geracao.

L. lecanii também se apresentou seletivo, pois ndo interferiu no
namero de ovos parasitados, porcentagem de emergéncia (viabilidade), nUmero de
individuos por ovo, razdo sexual e longevidade das fémeas de T. atopovirilia que
realizaram o parasitismo, confirmando a possibilidade de utilizagdo simultdnea em
programas de controle biolégico (DALVI et al., 2007). Efeitos negativos de M.
anisopliae e B. bassiana ndo foram observadas sobre caracteristicas reprodutivas e
de sobrevivéncia de T. atopovirilia, verificando a possibilidade de integracdo desses
métodos (POLANCZYCK et al., 2009).
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3 ARTIGO A - SELETIVIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGENIC OS A
Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE)

3.1 RESUMO

Este trabalho teve por objetivo estudar a seletividade de fungos entomopatogénicos
a Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Foram
utilizados dois isolados de cada um dos fungos entomopatogénicos: Beauveria
bassiana (Unioeste 47 e Unioeste 57), Metarhizium anisopliae (Unioeste 43 e Esalq
09) e Isaria sp. (IBCB 367 e IBCB 394). Esses foram pulverizados, na concentracéo
de 1,0x10° conidios/mL, sobre cartelas (1,0%5,0 cm) contendo ovos de Anagasta

kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). A testemunha constou da pulverizacéo de
agua destilada estéril contendo Tween® 80 (0,01%). Realizou-se teste com chance
de escolha para parasitismo, confinando uma fémea de T. pretiosum com duas
cartelas, uma pulverizada com o isolado e a outra com a testemunha, sendo
avaliada a porcentagem de parasitismo. O teste sem chance de escolha consistiu
em confinar uma fémea com uma cartela pulverizada ou ndo pulverizada com os
isolados. Avaliou-se o numero de ovos parasitados, porcentagem de emergéncia,
longevidade, duracdo do periodo ovo-adulto e razdo sexual, além de avaliar a
longevidade das fémeas que realizaram o parasitismo e avaliar a mortalidade
confirmada dos adultos emergidos. Verificou-se que o0s isolados provocaram
repeléncia ao parasitismo de T. pretiosum, com excecdo do IBCB 394. As
pulverizacdes pré-parasitismo e pos-parasitismo nao interferiram no nimero de ovos
parasitados e na razdo sexual, no entanto, ambos os tratamentos interferiram na
porcentagem de adultos emergidos, periodo ovo-adulto e longevidade. Foi
confirmada a presenca de conidios em T. pretiosum através da Microscopia
Eletrbnica de Varredura e da Microscopia de Luz. Mesmo assim, os isolados nao
interferiram na longevidade das fémeas que realizaram o parasitismo.

Palavras-chave : Organismos nao-alvos. Parasitdide. “Side effect”. Biosseguranca.

Controle bioldgico.

SELECTIVITY OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI TO Trichogramma pretiosum
RILEY, 1879 (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

Abstract

This study aimed to evaluate the selectivity of the entomopathogenic fungi on
Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Two isolates of
each entomopathogenic fungi Beauveria bassiana (Unioeste 47 and Unioeste 57),
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Metarhizium anisopliae (Unioeste 43 and Esalg 09) and lIsaria sp. (IBCB 367 and
IBCB 394) were used. These were sprayed, on 1.0x10° conidia/mL concentration, on

cards (1.0x5.0 cm) containing Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)

eggs. The control treatment was sprayed with sterile distilled water containing
Tween® 80 (0.01%). For parasitism choice test, a female of T. pretiosum was
confined with two cards, one sprayed with the isolate and the other with the control,
for evalution parasitism percentage. The no-choice test consisted of confining a
female with one card sprayed or not sprayed with the isolates. It was evaluated the
number of parasitized eggs, emergence percentage, longevity, egg-adult cycle and
sex ratio, and the longevity of females that realized parasitism, and confirmed
mortality of adults emerged. It was observed that isolates caused repellency to
parasitism by T. pretiosum, except IBCB 394. The spraying previously to parasitism
and after parasitism did not affect the number of parazited eggs and sex ratio,
however, both treatments to affected the percentage of emerged adults, egg-adult
cycle and longevity. Even though, the presence of isolates in T. pretiosum was
confirmed by Scanning Electron Microscopy and Light Microscopy. Nevertheless, the
isolates did not show any effects on female longevity that realizes parasitism.

Keywords: Non-target organisms. Parasitoids. Side-effect. Biosafety. Biological
control.

3.2 INTRODUGAO

Os parasitbéides sao inimigos naturais de insetos-praga e estao
sendo amplamente utilizados para o controle biolégico das ordens Lepidoptera,
Hemiptera e Coleoptera, destacando o0s parasitoides de ovos do género
Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Dentre as pragas da cultura do
tomate, destaca-se a traca-do-tomateiro ou Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae) (FILGUEIRA, 2003), cujo controle vem sendo realizado com liberacdes
de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (GALLO et al.,
2002; HAJI et al., 2002). Além disso, segundo Haji et al. (2002), este € o exemplo
mais relevante de controle biolégico aplicado com a utilizacdo de Trichogramma no
Brasil.

Contudo, a producao do tomate também é significativamente afetada
pelas moscas-brancas Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae). Para o controle
destes insetos-praga existem muitos trabalhos desenvolvidos e com resultados
promissores com a utilizagdo de fungos entomopatogénicos (FARIA; WRAIGHT,;
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2001; VICENTINI; FARIA; OLIVEIRA, 2001; RAMOS et al.,, 2004). Assim, esses
agentes podem ser uma alternativa na agricultura.

Ente esses fungos entomopatogénicos, destacam-se as espeécies
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., Isaria sp.
(Wize) Brown e Smith e Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare e Gams, sendo
encontradas no campo atacando diversas ordens de insetos, além de serem
relatados varios trabalhos comprovando sua eficiéncia (ALVES, 1998; LORENCAO;
MIRANDA,; ALVES, 2001; VICENTINI; FARIA; OLIVEIRA, 2001).

A crescente utilizacdo dos fungos entomopatogénicos tem gerado
preocupacdes com relacdo aos seus efeitos nos organismos nao-alvo, como 0s
inimigos naturais (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998; SOSA-GOMEZ;
PEREIRA; ALVES, 1998). Um exemplo desses efeitos € o antagonismo observado
na utilizacdo conjunta de Encarsia formosa (Gahan) (Hymenoptera: Aphelinidae)
(parasitoide de mosca-branca) e L. lecanii para controle de B. tabaci biotipo B
(JAZZAR; HAMMAD, 2003). Sendo assim, em varios paises, o0s testes de
seletividade de sao obrigatorios, exigindo o uso de métodos aprovados
internacionalmente, como o0s protocolos preconizados pela “International
Organization for Biological Control and Integrated Noxious Animals and Plants/ West
Palaearctic Regional Section” (IOBC/WPRS), o que permite a padronizacdo e
comparacao dos resultados (HASSAN, 1997). Neste contexto, verifica-se que
também sdo necessarios estudos sobre a seletividade de fungos
entomopatogénicos, utilizados para controlar mosca branca, sobre T. pretiosum, a
fim de determinar a seguranca da associacdo desses métodos utilizados na cultura
do tomate e em outras culturas. Contudo, especificamente em relacao a seletividade
de fungos entomopatogénicos a T. pretiosum, ha poucas informacfes disponiveis,
as quais sdo importantes para a utilizagdo conjunta, por vezes na mesma €época,
como € o caso da cultura do tomate.

Testes de seletividade de L. lecanii a Trichogramma atopovirilia
Oatman e Platner foram realizados por Dalvi et al. (2007), avaliando diferentes
parametros, observando-se seletividade ao parasitéide. Por outro lado, Potrich et al.
(2009) constataram seletividade de B. bassiana a T. pretiosum, no entanto, M.
anisopliae afetou a emergéncia do parasitoide e provocou significativa mortalidade

confirmada.
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Deste modo, o conhecimento das interagdes dos agentes de
controle, na utilizagcdo associada ou simultanea, pode aumentar a eficiéncia do
controle biologico, ou evitar a sua reducdo. Assim, este estudo teve por objetivo
avaliar as interacdes entre fungos entomopatogénicos e T. pretiosum, avaliando

diferentes parametros bioldgicos.

3.3 MATERIAL E METODOS

Para avaliar a seletividade de diferentes fungos entomopatogénicos
sobre T. pretiosum foram realizados trés experimentos sendo: a) Repeléncia de
provocada pelo fungo ao parasitismo de Trichogramma pretiosum; b) Efeito da
pulverizacdo dos fungos antes e apds o parasitismo; c) Acdo dos fungos
entomopatogénicos sobre adultos de Trichogramma pretiosum. Complementares
aos testes de seletividade foram realizados dois estudos: a) Observacbes ao
MicroscoOpio Eletrénico de Varredura e b) Andlise Histoldégica de Trichogramma

pretiosum.

3.3.1 Obtencéo de Colbnias Monosporicas dos Isolados

Foram utilizados isolados dos fungos B. bassiana, Isaria sp. e M.
anisopliae, obtidos dos bancos de entomopatdgenos do Laboratério de Controle
Biologico/lnstituto Bioldégico de Campinas (IBCB), Laboratério de Controle
Microbiano/ Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) e do
Laboratorio de Biotecnologia Agricola/ Universidade Estadual do Oeste do Parana
(Unioeste), sendo os isolados que apresentaram melhor producdo em testes

preliminares (Tabela ).
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Tabela 3.1 — Isolados de fungos entomopatogénicos utilizados no bioensaio e suas
respectivas origens

L. Hospedeiro original ou .
Isolados Espécie Local de origem
substrato

Unioeste 43 M. anisopliae Hymenoptera: Formicidae S&o Miguel do Iguacu/PR
Unioeste 47 B. bassiana  Hemiptera: Pentatomidae  Primavera do Leste/MT

Unioeste 57 B. bassiana  Hemiptera: Pentatomidae  Primavera do Leste/MT

IBCB 367 Isaria sp. Solo de pastagens Cuiabd/MT
IBCB 394 Isaria sp. Solo de cana-de-agucar Espirito Sto. do Pinhal/SP
Esalqg 09 M. anisopliae Mahanarva posticata Pernambuco

Os isolados foram multiplicados em Meio de esporulagcéo (M.E.) em
placas de Petri, e incubados por oito dias (26 * 2°C, fotofase de 14 h, U.R. de 70 £
10%). ApoOs este periodo, os conidios foram coletados, e armazenados em frascos
de vidro esterilizados, em freezer a -10 £ 1 °C (ALVES; PEREIRA, 1998a; ALVES et
al. 1998).

Para obtencéo da cultura monospdérica, os conidios foram suspensos
em 10 mL de agua destilada esterilizada mais Tween® 80 (0,01%) e agitados em
Vértex por um minuto. Ap6s a homogeneizacgdo, foi realizada a quantificacdo da

suspensdo (1,0 x 10? conidios/mL) em camara de Neubauer. Em seguida 0,1 mL

foram espalhados com alca de Drigalsky em placa de Petri contendo M.E., deixadas
por oito dias em camara climatizada (26 + 2°C, fotofase de 14 h, U.R. de 70 = 10%).
Posteriormente, uma colbnia foi repicada para outra placa, obtendo-se a cultura

monosporica.

3.3.2 Preparagéo das Suspensodes de Fungos Entomopatogénicos

A producdo e a multiplicacdo dos isolados foram realizadas

conforme descrito na etapa 3.3.1 Assim, as suspensfes de conidios foram

preparadas com &gua destilada esterilizada, contendo Tween® 80 (0,01%) e
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agitadas por um minuto, quantificadas em camara de Neubauer, seguindo-se a

padronizacéo em 1,0x10° conidios/mL.

3.3.3 Obtencéo de Anagasta kuehniella e de Trichogramma pretiosum

Cartelas de 15,0x15,0 cm contendo ovos esterilizados de Anagasta

kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), ndo-parasitados e parasitados, foram
obtidas do laboratorio de Controle Bioldgico da Unioeste, Campus Marechal Candido

Rondon, sendo a criacdo desse hospedeiro baseada em Parra (1997).

3.3.4 Repeléncia Provocada pelo Fungo ao Parasitismo de Trichogramma pretiosum

Duas cartelas, de 1,0x5,0 cm, contendo, aproximadamente, 200

ovos esterilizados ndo-parasitados de A. kuehniella foram pulverizadas com auxilio
de um aerégrafo Pneumatic Sagyma® acoplado a uma bomba Fanem®, de presséo
constante 1,2 kgf/cm (procedimento também utilizado nos demais experimentos).

Uma das cartelas foi pulverizada com 0,2 mL da suspensdo do fungo (1,0 x 10°

conidios/mL), enquanto a outra foi pulverizada com agua deslilada esterilizada mais
Tween® 80 (0,01%), sendo este volume suficiente para cobrir os ovos da cartela.

Posteriormente, quando as cartelas apresentavam-se secas, as
mesmas (uma com o tratamento e a outra com a testemunha) foram fixadas no
interior de tubos de vidro de fundo chato esterilizados. Em cada tubo foi deixada, por
1 dia, uma fémea com até 24 h de vida. Para cada tratamento foram realizadas 20
repeticdes, sendo cada tubo uma repeticdo. Esses tubos foram fechados com filme
de PVC e mantidos em camara climatizada a 26 + 2 °C, 14 h de fotofase e U.R. de
70 £ 10%. Os demais experimentos deste trabalho também foram mantidos nestas
mesmas condigdes.

Foi avaliada a porcentagem de parasitismo, realizada por T.
pretiosum, comparando cada isolado com a respectiva testemunha, sendo o nimero

de ovos parasitados em ambos (testemunha e tratamento) considerado como 100%,
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seguindo a formula: POPTrat = % % 100, onde: POPTrat = porcentagem

PTrar+0PTest
de ovos parasitados no tratamento, OPTrat = ovOos parasitados no tratamento e
OPTest = ovos parasitados na testemunha, sendo a porcentagem de ovos

parasitados na testemunha foi obtida por diferenca.

Cada isolado foi comparado com sua respectiva testemunha, sendo
submetido a analise de duas amostras relacionadas através do teste néo
paramétrico Wilcoxon, com auxilio do programa estatistico BioEstat 5.0° (AYRES et
al., 2003).

3.3.5 Efeito da Pulverizacdo dos Fungos Antes e Apos o Parasitismo
3.3.5.1 Ovos pulverizados pré-parasitismo

As suspensdes dos diferentes isolados (1,0 x 10° conidios/mL)

foram pulverizadas sobre cartelas contendo ovos esterilizados e ndo parasitados de
A. kuehniella (como descrito no item 3.3.4), sendo utilizadas 20 cartelas (repeticdes)
por isolado e 20 cartelas para a testemunha. As demais condi¢cdes seguiram a
metodologia descrita anteriormente.

ApoOs o confinamento, foram avaliados o nimero de ovos de A.
kuehniella enegrecidos (sinal de parasitismo), pois corresponde a fase de pré-pupa
do parasitoide, quando apresenta granulos de urato concentrados no abdome
(CONSOLI; ROSSI; PARRA, 1999), a porcentagem de emergéncia, a longevidade
dos adultos emergidos, a duracdo do periodo ovo-adulto e a razdo sexual, segundo
parametros biol6gicos descritos por Hassan (1997). A porcentagem de emergéncia

foi calculada pela formula: Pe = :— % 100, onde Pe = Porcentagem de emergéncia,

Te = Total de emergidos, Te = Total de ovos parasitados. A média da longevidade e

do periodo ovo-adulto foi calculada através da média ponderada. A razdo sexual foi
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obtida pela formula R = d —, onde R= razdo sexual, T= = total de fémeas

T =

emergidas, T~ = total de machos emergidos.

3.3.5.2 Ovos pulverizados pés-parasitismo

Durante um dia, cartelas foram confinadas com fémeas de T.
pretiosum (com 24 h de vida), em tubos de vidro esterilizados, sendo utilizadas 40
cartelas. Apés este periodo, as cartelas foram retiradas e divididas em dois grupos
iguais, sendo um deles pulverizado com o isolado e o outro com a testemunha,
conforme exposto anteriormente. Os parametros bioldgicos avaliados foram os
mesmos descritos na etapa anterior.

Os dados da etapa anterior e desta foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas entre si pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, sendo a relacdo entre os tratamentos (pré e pods-parasitismo)
comparados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (duas amostras
independentes) com auxilio do programa estatistico BioEstat 5.0° (AYRES et al.,
2003).

Apébs a avaliagdo dos parametros biolégicos, foram selecionados 10
adultos mortos por repeticao, para a confirmacao da mortalidade por infeccdo pelo
isolado. A confirmacao da mortalidade dos parasitdéides emergidos foi realizada pelo
meétodo da camara umida. Para isto, os parasitdides mortos foram acondicionados
em placas de petri estéreis descartaveis contendo papel filtro umedecido. Estas
foram armazenadas, por quatro dias, em caixa plastica contendo espuma umedecida
ao fundo, e acondicionadas em camara climatizada a 26 + 2 °C e 14 h de fotofase.
Os dados da longevidade foram submetidos a analise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com auxilio do programa
estatistico BioEstat 5.0° (AYRES et al., 2003).
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3.3.6 Acao dos Fungos Entomopatogénicos sobre Adultos de Trichogramma

pretiosum

As suspensodes dos isolados dos fungos entomopatogénicos foram
feitas e pulverizadas nas concentraces e métodos descritos no item 3.3.5.1, sendo
que as fémeas, apos 24 h, foram retiradas e deixadas em tubos de vidro sem
alimento. Foi avaliada a longevidade das mesmas e, as fémeas mortas, foram
colocadas em camara umida para a confirmacdo da mortalidade por fungo. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
n&o paramétrico de Kruskal-Wallis com auxilio do programa estatistico BioEstat 5.0°
(AYRES et al., 2003).

3.3.7 Observacdes ao Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)

3.3.7.1 Obtencéao e preparo das amostras

As suspensdes dos fungos entomopatogénicos (1,0x10°

conidios/mL) foram pulverizadas, de acordo com procedimentos ja descritos, sobre
cartelas. Fémeas de T. pretiosum com, no maximo, 24 h de emergéncia foram
confinadas com estas cartelas por 1 dia, sendo mantidas nas condi¢des descritas no
item 3.3.1.5.2. O mesmo procedimento foi realizado na testemunha. ApOs esse

periodo, os parasitdides foram processados para observacdo em MEV.

3.3.7.2 Processamento das amostras e analises

As amostras foram fixadas por 4 h em solucdo composta por
Paraformaldeido 2%, Glutaraldeido 2% e Tampao Fostato (PO40,1 M). Em seguida,

foram lavadas em tampéao fosfato (3 x 15 minutos), sendo fixadas em solucao de

Tetroxido de Osmio 1% (OsQ,) por 2 h e realizada uma segunda lavagem em

Tampado Fosfato (3 x 15 minutos). Apds esse procedimento, foi realizada a
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desidratacéo das amostras (alcool 70%: 3 x 15 minutos, alcool 80%: 3 x 15 minutos,
alcool 90%: 4 x 10 minutos e alcool 100%: 4 x 10 minutos), sendo encaminhadas

para a desidratacao final com CO, em Ponto Critico.

As amostras foram montadas em suportes metalicos (stubs)
contendo cola de prata, sendo esse procedimento realizado em Microscopio
Estereoscopio Zeiss® com auxilio de um pélo de pincel aderido a um clipes. Os stubs
contendo as amostras foram recobertos com ouro, através do processo de
Sputerring em metalizador BAL-TEC modelo SCD — 050 e observadas em alto vacuo
e intensidade de feixe de elétrons de 20KV em Microscépio Eletrdnico de Varredura,
sendo as imagens registradas atraves de fotomicrografias digitais.

As amostras provenientes do material pulverizado com isolados de
fungos entomopatogénicos foram comparadas ao material testemunha, sendo
analisada a presenca/ auséncia de conidios sobre o corpo do parasitéide e o local

onde estes conidios se encontravam.

3.3.8 Andlise Histoldgica de Trichogramma pretiosum

3.3.8.1 Obtencao e preparo das amostras

A obtencdo e o preparo das amostras seguiram a metodologia
descrita no item 3.3.2.1. Para o processamento foram selecionadas as fémeas que
parasitaram o0s ovos pulverizados com os isolados. Essas foram fixadas em Bouin
(formaldeido 5% 5 mL + acido acético glacial 5% 25 mL + solucdo saturada de acido

picrico 5% aquoso 75 mL) por 2 h, lavadas em alcool 70% (3 x 15 minutos) e

armazenadas em alcool 70% até o processamento.

3.3.8.2 Processamento histoldgico e analise das amostras

Os procedimentos para preparos histolégicos foram realizados no

Laboratéorio de Histotécnica, e os cortes foram realizados no Laboratério de
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Microtécnica, ambos da Unioeste — Campus Cascavel. As amostras armazenadas
em alcool 70% foram desidratadas por imersdo em alcool de diferentes
concentracfes (alcool 80%: 10 minutos, alcool 90%: 10 minutos, alcool 95%: 10

minutos, alcool 98%: 10 minutos e alcool 100%: 2 = 15 minutos), sendo

posteriormente diafanizadas por imersdo em Xilol (Xilol I: 20 minutos, Xilol II: 20
minutos, Xilol Ill: 10 minutos e Xilol-parafina: 30 minutos). Ap0s a completa
desidratacéo realizou-se a parafinizacdo (Parafina I: 180 minutos e Parafina II: 15
minutos) e o emblocamento em Parafina Histologica (Parafina Histoldgica/Cera de
abelha 4:1).

O material emblocado foi cortado em Micrétomo, em cortes de 2 um

de espessura. Estes foram montados em lamina de vidro para microscopia (3,0 x

10,0 cm) contendo albumina, sendo assentados sobre chapa quente para distenséo
dos cortes. Na sequéncia, foram eliminados os residuos de albumina e as laminas
permaneceram sete dias em estufa a 35 °C, para secarem completamente.

Os cortes foram corados pelo método H/E (Hematoxilina/Eosina),
para isto foi realizada a desparafinizacao (Xilol I: 10 minutos, Xilol 1I: 10 minutos,
alcool 100% I: 2 minutos, alcool 100% II: 2 minutos) e a reidratacdo destes (alcool
90%: 2 minutos, alcool 80%: 2 minutos, lavagem em agua destilada corrente: 2
minutos). Para a coloracdo, os cortes foram banhados em Hematoxilina (30
segundos), lavados em agua corrente (10 minutos), banhados em Eosina (5
segundos) e novamente lavados em agua destilada corrente (10 segundos). Estes
ficaram em estufa a 35 °C por dois dias, para que os corantes secassem, quando

foram recobertos por laminulas de vidro para microscopia (2,3 cm x 3,6 cm) e

fixados com Bélsamo do Canada.

As laminas contendo os cortes foram pré-selecionadas em
Microscopio de Luz, sendo fotografadas no Laboratério de Fotomicroscopia da
Unioeste — Campus Cascavel, onde as imagens estdo armazenadas. Foram
comparados os tecidos dos parasitéides infectados pelos isolados com os tecidos
dos parasitdides ndo infectados, além de serem analisados os locais que

apresentavam crescimento do fungo.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Seletividade de Fungos Entomopatogénicos a Trichogramma pretiosum

3.4.1.1 Repeléncia provocada pelo fungo ao parasitismo de Trichogramma

pretiosum

Observou-se preferéncia das fémeas em parasitar ovos de A.
kuehniella da testemunha, pulverizados com &agua destilada estéril + Tween® 80
(0,01%), com excecdo do isolado IBCB 394 de Isaria sp. que nao diferiu

estatisticamente da testemunha (Tabela).
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Tabela 3.2 — Porcentagem (+EP) de ovos de Anagasta kuehniella parasitados por Trichogramma pretiosum com chance de escolha entre

ovos pulverizados com fungos entomopatogénicos ou testemunha (temp. 26 + 2 °C e 14 h de fotofase).

Tratamento Ovos parasitados’ Tratamento Ovos parasitados’

Testemunha 64,7+6,95a Testemunha 724+731a
B. bassiana Unioeste 47 35,3+£6,95Db B. bassiana Unioeste 57 27,6 x7,31Db
p 0,0469 p 0,0064

Testemunha 77,0+x4,42a Testemunha 70,1+6,75a
M. anisopliae Unioeste 43 23,0x4,42Db M. anisopliae Esalq 09 29,9+6,75Db
p 0,0001 p 0,0116

Testemunha 46,9 £ 10,37 a Testemunha 80,8+5,14 a
Isaria sp. IBCB 394 53,1 +10,37 a Isaria sp. IBCB 367 19,2+514 Db
p 0,7699 p 0,0001

10 namero total de ovos parasitados pela fémea confinada foi considerado 100%, sendo entdo calculada a propor¢do em cada cartela (Tratamento x

Testemunha).

Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (p<0,05).
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Verificou-se que a repeléncia ndo esta relacionada ao género do
fungo, mas ao isolado, conforme observado na Tabela 3.2, em que dois isolados da
mesma espécie (Isaria sp. IBCB 367 e IBCB 394) provocaram diferencas no
parasitismo de T. pretiosum. Em testes em que T. pretiosum teve chance de escolha
para parasitar ovos de A. kuehniella pulverizados e néo pulverizados com extratos
de meliaceas, Gongalves-Gervasio; Vendramim (2004) observaram diferengcas no
namero de ovos parasitados, sendo que o extrato de nim (Azadirachta indica Juss,
Meliaceae) provocou repeléncia, reduzindo o numero de ovos parasitados.

Fémeas de T. pretiosum tém a capacidade de identificar substancias
toxicas, inapropriadas ou repelentes sobre ovos do hospedeiro, por meio do
movimento de reconhecimento do ovo, que é realizado pelo caminhar para frente e
para tras e pelo tateamento realizado com as antenas, as quais apresentam sensilos
gustativos que detectam essas substancias (VINSON, 1997). Desse modo, podem
ocorrer situacdes em que o parasitbide é capaz de reconhecer o hospedeiro
infectado pelo fungo, fazendo com que T. pretiosum passe a ndo parasitar esses
ovos e a preferir ovos pulverizados com a solugcéo testemunha, como verificado no

presente trabalho.

3.4.1.2 Efeito da pulverizacao dos fungos antes e apds o parasitismo

N&do houve diferenca significativa no numero de ovos de A.
kuehniella parasitados tratados com os fungos em relagcdo a testemunha. Também,
nao houve diferenca quando esses foram pulverizados previa ou posteriormente ao
parasitismo. Mesmo com a reducédo de 20% na capacidade de parasitismo de T.
pretiosum em ovos tratados com os isolados Unioeste 43 e Esalq 09, verificou-se
que a fémea parasitou o ovo independente da substancia na superficie, como

tentativa de garantir a progénie (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 — Numero de ovos (+ EP) de Anagasta kuehniella, pulverizados com fungos

entomopatogénicos previamente ou posteriormente ao parasitismo por

Trichogramma pretiosum (temp. 26 + 2 °C e 14 h de fotofase).

NUmero de ovos parasitados por T. pretiosum

Tratamentos Pds-parasitismo Pré-parasitismo p 'RP(%) Classes
Testemunha 33,53+2,57 A 38,05 +5,07 Aa  0,9030
B.bassiana = 5355, 1674 41,30+398Aa 01762 0,00 1
Unioeste 47
B.bassiana 5 55,1 89A  40,85+380Aa 01595 0,00 1
Unioeste 57
P 0,2513 0,3955 p
Testemunha 33,0562, 73 A 39,16 +3,55 Aa  0,7653
M. anisopliae 5/ o5, 160 A  31,63+3,67Aa 04481 19,23 1
Unioeste 43
M. anisopliae 395,71 67A  31,89+249Aa 02610 18,56 1
Esalg 09
P 0,2109 0,1765 p
Testemunha 33,00 £2,47 A 32,65+3,15Aa 0,4613
Isaria sp.
IBCB 367 33,22 +1,48 A 35,00 +4,82 Aa  0,7589 0,00 1
Isaria sp.
IBCB 394 30,00 +1,82 A 34,50 +4,12 Aa  0,0329 0,00 1
P 0,3108 0,2109

'RP = Reducgdo na capacidade de parasitismo comparado com a testemunha; Classes da
IOBC/WPRS para teste de toxicidade inicial sobre adultos: 1 = in6cuo (<30%), 2 = levemente nocivo
(30-79%), 3 = moderadamente nocivo (80-99%), 4 = nocivo (>99%).

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal
Wallis (p<0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Mann
Whitney (p<0,05).

Ressalta-se que, de acordo com a IOBC/WPRS, se um produto
provoca menos de 30% de reducdo na capacidade de parasitismo de T. pretiosum,
este é classificado como ino6cuo a este parasitdéide (HASSAN, 1997), tal como os
isolados aqui avaliados (Tabela 3.3). Em testes realizados com fungos
entomopatogénicos Broglio-Micheletti; Santos; Pereira-Barros (2006) observaram
diminuicdo no parasitismo de T. galloi em ovos de Diatraea saccharalis (Fabr.)

(Lepidoptera: Crambidae) tratados com um isolado de M. anisopliae, chegando a
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reduzir em 78,3%, evidenciando que o contato direto pode afetar o controle de
pragas.

Ovos de Spodoptera frugiperda S. (Lepidoptera: Noctuidae), tratados
e nao tratados com Lecanicilium lecanii (Vertirril) foram oferecidos a T. atopovirilia, e
nao houve alteracdo no parasitismo (Dalvi et al., 2007). Assim como verificado no
presente trabalho, ovos de A. kuehniella pulverizados com os fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, quando oferecidos a T. pretiosum,
nao alteram o numero de ovos parasitados (POTRICH et al., 2009). Apesar de T.
pretiosum ter a capacidade de reconhecer substancias toxicas na superficie de ovos,
guando se encontra em confinamento, faz o teste de prova no ovo, inserindo o
ovipositor e verificando a condicdo nutricional e sendo favoravel, realiza o
parasitismo.

Analisando-se a seletividade de bactérias entomopatogénicas,
adultos de Trichogramma pratissolii (Querino e Zucchi) foram tratados com Bacillus
thuringiensis Berliner, ndo apresentando reducdo no parasitismo em ovos de A.
kuehniella (PRATISSOLI et al., 2006).

No entanto, o extrato aquoso de sementes de nim pulverizadas
sobre ovos de A. kuehniella reduz o parasitismo de T. pretiosum (GONCALVES-
GERVASIO; VENDRAMIM, 2004).

Estudos da seletividade de diferentes agrotoxicos a parasitdides
foram realizados por Kakakhe; Hassan (2000) que avaliaram o parasitismo e a
emergéncia de Trichogramma cacoeciae Marchal, verificando que em alguns casos
a reducao no parasitismo chegou a 100%. Do mesmo modo, inseticidas sintéticos
utiizados na producdo integrada de péssego foram classificados como
moderadamente nocivos e nocivos, pois reduziram em mais de 80% o parasitismo
de T. pretiosum em ovos de A. kuehniella (GIOLO et al., 2005). Resultado
semelhante foi observado no nimero de ovos de A. kuehniella parasitados por T.
pretiosum quando estes foram pulverizados com agrotoxicos utilizados na producéo
integrada da maca, sendo classificados de inécuos a nocivos (MANZONI et al.,
2006). Agrotoxicos utilizados na cultura da soja também foram classificados de
in6cuos a nocivos a T. pretiosum (BUENO et al., 2008). Esses autores ressaltam que
os testes foram feitos em condicbes de laboratdrio, sofrendo elevada pressao,

devendo ser testados a campo.
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A seletividade de inseticidas reguladores do crescimento, utilizados
na cultura da macieira, foi testada sobre o parasitismo de T. pretiosum em ovos de
A. kuehniella utilizando a mesma metodologia testada no presente trabalho,
verificando que alguns produtos atuam negativamente no parasitismo de T.
pretiosum. Estes autores recomendam a presente metodologia como uma das
alternativas a metodologia padrdo sugerida pela IOBC/WPRS (MORANDI FILHO et
al., 2008).

O parasitismo realizado por T. pretiosum em ovos, que em livre
escolha houve repeléncia, pode acontecer por uma aceitagdo no momento da
penetracdo do ovipositor no ovo, reconhecendo o valor nutricional (VINSON, 1997).
Nettles et al. (1983, 1985) apud Vinson (1997) descrevem que certas substancias
quimicas, apesar de serem toxicas, podem ser atrativas quando o parasitéide faz a
prova do ovo com o ovipositor, 0 que também pode ocorrer para os isolados de
fungos que foram classificados como repelentes em livre escolha e que
apresentaram numero de ovos parasitados semelhante a testemunha, quando em
confinamento.

A porcentagem de emergéncia dos adultos de T. pretiosum nao
diferiu entre os ovos pulverizados com os isolados de fungos e os ovos pulverizados

com a testemunha (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4 — Porcentagem (+ EP) de adultos de Trichogramma pretiosum emergidos de
ovos de Anagasta kuehniella tratados com fungos entomopatogénicos prévia

ou posteriormente ao parasitismo (temp. 26 £ 2 °C e 14 h de fotofase).

! Porcentagem de adultos de T. pretiosum emergidos

Tratamentos Pré-parasitismo Pos-parasitismo P
Testemunha 88,1+9,71 Aa 91,2+ 2,77 Aa 0,0579
B. bassiana Unioeste 47 82,3+2,77 Ba 90,9 £ 2,62 Aa 0,0403
B. bassiana Unioeste 57 90,2 £5,49 Aa 91,7+ 2,55 Aa 0,0865
Y 0,4919 0,8981 P
Testemunha 86,2 + 3,65 Aa 88,5 + 3,46 Aa 0,9552
M. anisopliae Unioeste 43 90,9+2,18 Aa 86,1 + 3,56 Aa 0,3234
M. anisopliae Esalg 09 90,7 + 3,67 Aa 79,2 £ 3,51 Ba 0,0455
Y 0,8560 0,0692 p
Testemunha 74,5 + 6,64 Aa 82,5 +10,90 Aa 0,4588
Isaria sp. IBCB 367 69,6 £ 12,11 Aa 63,8 + 6,88 Aa 0,4713
Isaria sp. IBCB 394 88,2 £ 6,59 Aa 76,0 £ 9,95 Ba 0,0123
p 0,3793 0,1435

" Porcentagem calculada em relac&o ao niimero de ovos parasitados e total de emergidos.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Mann
Whitney (p<0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minldscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal
Wallis (p<0,05).

Entretanto, quando o isolado Unioeste 47 (B. bassiana) foi aplicado
previamente ao parasitismo, houve redugdo na emergéncia, sendo de 82,3% em
ovos tratados previa e 90,8% de emergéncia em ovos tratados posteriormente ao
parasitismo. O inverso ocorreu com os isolados Esalq 09 (M. anisopliae) e IBCB 394
(Isaria sp.), que interferiram na porcentagem de adultos emergidos quando estes
foram aplicados posteriormente ao parasitismo (respectivamente, 79,2 e 76,0% de
emergéncia).

Esta pequena diferenca, apesar de significativa, pode ter ocorrido
pela infeccdo dos ovos do hospedeiro, ndo permitindo que o parasitdide se
desenvolvesse. A entrada do fungo no ovo pode acontecer pela aderéncia de
conidios ao ovipositor ou pela germinagdo na superficie do ovo e penetragdo pelo
orificio de abertura deixado pelo processo de oviposi¢édo e ainda pela acéo direta do
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fungo, como verificado por Almeida et al. (1982a; 1982b) em ovos de D. saccharalis.
O fungo pode ainda ter penetrado e colonizado o ovo do hospedeiro internamente,
consumindo 0s nutrientes presentes e necessarios para o desenvolvimento das
fases imaturas do parasitdide. Sabe-se que o valor nutricional do ovo do hospedeiro
esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de T. pretiosum, principalmente
das fémeas desse parasitoide.

A interferéncia no desenvolvimento de T. pretiosum pode provocar
reducdo na emergéncia deste parasitoide, como observado para Trichogramma
galloi em ovos de D. saccharalis, em que M. anisopliae reduziu em 87,5% a
emergéncia (BROGLIO-MICHELETTI; SANTOS; PEREIRA-BARROS, 2006)
Enquanto, a emergéncia de T. pretiosum em ovos tratados com L. lecanii n&o foi
reduzida (DALVI et al., 2007). No entanto, o fungo M. anisopliae interferiu na
emergéncia de T. pretiosum quando aplicado previamente ao parasitismo, enquanto
B. bassiana néo interferiu neste parametro (POTRICH et al., 2009).

Testando a seletividade de alguns isolados de B. thutingiensis
misturados ao mel, Pratissoli et al. (2006) verificaram que 0s mesmos interferiram,
significativamente, na emergéncia da F1 de T. pretissolii.

Goncalves-Gervasio; Vendramim (2004) verificaram reducdo na
porcentagem de T. pretiosum emergidos no tratamento dos ovos de A. kuehniella
com extrato aquoso de sementes de nim.

Inseticidas usados na cultura do tomate causaram reducdo na
emergéncia de T. pretiosum emergidos de ovos de A. kuehniella tratados com estes
apos o parasitismo (MOURA et al., 2005). Lebaycid e Match, avaliados em duas
técnicas, diminuiram a emergéncia da progénie de T. pretiosum (MORANDI FILHO
et al., 2008). Com isto, verifica-se que ha mais de uma metodologia que pode ser
testada para verificar a seletividade de produtos a parasitbides. O inseticida
abamectin + 0leo mineral, quando aplicado previamente e posteriormente ao
parasitismo, interferiu na emergéncia de T. pretiosum, 35,90% e 38,80%,
respectivamente (CIOCIOLA JUNIOR et al., 1999).

Ao contrario do observado para a emergéncia, a razdo sexual nao foi

afetada pelos fungos, independente do momento da aplicacéo (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5 — Razado sexual (x EP) de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de
Anagasta kuehniella tratados com fungos entomopatogénicos prévia ou
posteriormente ao parasitismo (temp. 26 + 2 °C e 14 h de fotofase).

'Razéo sexual de T. pretiosum

Tratamentos Pré-parasitismo Pos-parasitismo p
Testemunha 0,66 + 0,04 Aa 0,66 + 0,03 Aa 0,5646
B. bassiana Unioeste 47 0,64 £ 0,03 Aa 0,68 £ 0,03 Aa 0,5609
B. bassiana Unioeste 57 0,64 £ 0,02 Aa 0,61 £ 0,03 Aa 0,3369
P 0,7776 0,2693 p
Testemunha 0,60 = 0,03 Aa 0,68 + 0,04 Aa 0,6404
M. anisopliae Unioeste 43 0,56 £ 0,05 Aa 0,64 £ 0,03 Aa 0,2926
M. anisopliae Esalq 09 0,58 £ 0,10 Aa 0,70 £ 0,02 Aa 0,1021
P 0,6816 0,4913 p
Testemunha 0,61 +0,07 Aa 0,74 £ 0,05 Aa 0,2319
Isaria sp. IBCB 367 0,68 + 0,06 Aa 0,67 £ 0,04 Aa 0,2919
Isaria sp. IBCB 394 0,61 +0,05 Aa 0,65 £ 0,05 Aa 0,2862
P 0,2322 0,4388

Razéo sexual calculada pela férmula A = __j'_;_?:, onde R= razdo sexual, Tz = total de fémeas

emergidas, T+ = total de machos emergidos

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Mann Whitney
(p<0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal
Wallis (p<0,05).

A razao sexual de T. atopovirilia emergidos de ovos pulverizados
com a solucgéo testemunha e L. lecanii ficou em 0,81, ndo diferindo entre si, (DALVI
et al., 2007). Do mesmo modo, Potrich et al. (2009) avaliaram a raz&do sexual de T.
pretiosum emergidos de ovos de A. kuehniella pulverizados com M. anisopliae e B.
bassiana, ndo observando diferenca quando comparados a testemunha, tanto nas
pulverizacdes realizadas previamente ao parasitismo quanto nas pulverizacbes
realizadas posteriormente ao parasitismo, apresentando razfes proximas as
observadas no presente trabalho.

A razdo sexual da F1 de T. pratissolii alimentados com mel + Bt
analisados por Pratissoli et al. (2006) foi superior a 0,50, sendo um valor

considerado satisfatorio e também préximo ao observado no presente trabalho.
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A aplicacdo dos inseticidas utilizados na cultura da macd né&o
interferiram na raz&o sexual, com excecéo do Lebaycid® 500 (100) em que a raz&o
sexual foi 0,05 (MORANDI FILHO et al., 2008).

Em relacdo ao periodo ovo-adulto, nos ovos tratados com B.
bassiana ou Isaria sp. ndo houve efeito da aplicacdo dos fungos. No entanto, o
mesmo nao foi observado no caso de M. anisopliae, isolado Esalg 09, o qual
provocou aumento significativo na duracdo desse parametro, tanto para fémeas
(6,92 dias) como para machos (7,15 dias), quando a pulverizacdo ocorreu
previamente ao parasitismo. Contudo, quando esse isolado foi aplicado
posteriormente ao parasitismo, verificou-se uma diminuicdo no periodo ovo-adulto
de fémeas (6,33 dias) e machos (6,59 dias) (Tabela). Quando o isolado Unioeste 43
foi pulverizado posteriormente ao parasitismo reduziu o periodo ovo-adulto de

machos, sendo estatisticamente igual a Esalq 09.
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Tabela 3.6 — Periodo ovo-adulto (+ EP) de fémeas e machos deTrichogramma pretiosum criados em ovos de Anagasta kuehniella tratados
com fungos entomopatogénicos, prévia ou posteriormente ao parasitismo, (temp. 26 + 2 °C e 14 h de fotofase).

Periodo ovo-adulto de fémeas de T. pretiosum

Periodo ovo-adulto de macho de T. pretiosum

Tratamentos Pré-parasitismo  Pds-parasitismo p Pré-parasitismo Pds-parasitismo p
Testemunha 7,04 £ 0,09 Aa 6,80 + 0,10 Aa 0,0539 7,23 +0,05 Aa 7,16 + 0,08 Aa 0,4478
B. bassiana Unioeste 47 6,95 £ 0,08 Aa 6,90 £ 0,05 Aa 0,6652 7,11 +0,08 Aa 7,17 £ 0,07 Aa 0,4249
B. bassiana Unioeste 57 6,99 £ 0,05 Aa 6,86 + 0,06 Aa 0,0989 7,02 +£0,06 Aa 7,07 £ 0,08 Aa 0,5250
P 0,6325 0,6742 p 0,0647 0,5705 p
Testemunha 6,70 £0,07 Aab  6,93+0,10 Aa 0,1212 6,83 £ 0,06 Ab 7,13+ 0,09 Aa 0,0578
M. anisopliae Unioeste 43 6,66 £ 0,08 Ab 6,78 + 0,07 Aa 0,1799 6,98 +0,09 Aab 6,95+ 0,08 Ab 0,9185
M. anisopliae Esalq 09 6,92 + 0,05 Aa 6,33 £ 0,05 Bb 0,0001 7,15+ 0,09 Aa 6,59 £ 0,07 Bb 0,0001
P 0,0168 0,0001 p 0,0193 0,0002 p
Testemunha 6,99 + 0,16 Aa 6,91 £ 0,16 Aa 0,6644 7,20+£0,18 Aa 7,19 £0,23 Aa 0,8209
Isaria sp. IBCB 367 7,09 £0,25 Aa 6,66 + 0,21 Aa 0,2899 7,24 +0,23 Aa 7,07 £0,21 Aa 1,0000
Isaria sp. IBCB 394 7,24 £0,10 Aa 6,88 £ 0,17 Aa 0,0556 7,33+£0,06 Aa 7,29 £0,17 Aa 0,5458
P 0,3700 0,6331 0,6361 0,9483

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Mann Whitney (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Walllis (p<0,05).



54

Periodo ovo-adulto mais longo néo é interessante do ponto de vista
do controle a campo, ja que periodo mais longo acarreta na demora para
emergéncia dos adultos e, consequentemente, diminuicdo no numero de progénies
ao longo do tempo. No entanto, alguns isolados aceleraram, o equivalente a horas, o
periodo ovo-adulto, como verificado para o isolado Unioeste 43 e Esalq 09, podendo
estar relacionado a tentativa de sobrevivéncia do parasitoide, ja que o fungo pode ter
penetrado no ovo do hospedeiro e reduzido parte dos nutrientes. A reducdo dos
nutrientes pode forcar o parasitdide a emergir antes do tempo ideal de
desenvolvimento, quando ndo esta ainda bem formado, e por esse motivo ficar mais
suscetivel a outros fatores, reduzindo sua longevidade. A redugéo na longevidade foi
observada para estes isolados (Unioeste 43: pré parasitismo fémea, e Esalq 09: pos
parasitismo fémea e macho), sendo ambos da espécie M. anisopliae.

Em experimentos realizados por Potrich et al. (2009) nédo foi
observada diferenca no periodo ovo-adulto de T. pretiosum emergidos de ovos
pulverizados com B. bassiana e M. anisopliae, mesmo na comparacéo da aplicacao
prévia ou posterior ao parasitismo. No entanto, segundo os autores, a variagcdo no
periodo foi de 8,6 e 9,2 dias, enquanto no presente trabalho variou entre 6,33 e 7,33
dias. Essa diferenca, provavelmente, esta relacionada a temperatura em que 0s
experimentos foram mantidos, sendo que no primeiro registrou-se 25 + 1 € e no
segundo, 26 + 2 C, o que pode ter acelerado o peri odo ovo-adulto. Ressalta-se que
apesar da diferenca estatistica, as variagdes observadas no periodo ovo-adulto ndo
chegama 24 h

Quanto a longevidade de fémeas e machos de T. pretiosum, nao
houve diferenca entre os parasitoides emergidos de ovos pulverizados com o0s
isolados de B. bassiana (Unioeste 47 e Unioeste 57) comparando-se com a
testemunha. No entanto, verificou-se maior longevidade dos adultos que emergiram
de ovos pulverizados com esses isolados posteriormente ao parasitismo, quando

comparados aos pulverizados previamente ao parasitismo (Tabela 3.7).
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Tabela 3.7 — Longevidade (+ EP) de fémeas e machos de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella tratados com
fungos entomopatogénicos, prévia ou posteriormente ao parasitismo, (temp. 26 + 2 °C e 14 h de fotofase).

Longevidade de Fémeas de T. pretiosum

Longevidade de Machos de T. pretiosum

Tratamentos Pré-parasitismo Pds-parasitismo p Pré-parasitismo Pds-parasitismo p
Testemunha 1,51 +0,05Ba 1,80+0,10 Aa 0,0212 1,70 £ 0,06 Ba 2,16 + 0,07 Aa 0,0001
B. bassiana Unioeste 47 1,47 +0,05 Ba 1,90 £ 0,05 Aa 0,0001 1,63+0,06 Ba 2,17 £ 0,07 Aa 0,0001
B. bassiana Unioeste 57 1,59 £ 0,04 Ba 1,85+ 0,06 Aa 0,0011 1,69 +£0,05Ba 2,09 £ 0,08 Aa 0,0003
p 0,1236 0,7265 p 0,7747 0,6298 p
Testemunha 1,23 +0,04 Bb 1,97 +0,10 Aa 0,0001 1,30 £ 0,04 Bb 2,33+0,13 Aa 0,0001
M. anisopliae Unioeste 43 1,25+ 0,04 Bb 1,85+0,10 Aa 0,0001 1,38+0,04Bab 2,07 +0,09 Aa 0,0001
M. anisopliae Esalq 09 1,38 £ 0,03 Aa 1,36 £ 0,06 Ab 0,6459 1,54 £ 0,05 Aa 1,63 £ 0,08 Ab 0,4305
p 0,0182 0,0001 p 0,0111 0,0001 P
Testemunha 1,53+0,11 Ab 1,47 £0,12 Aa 0,2548 1,53 +0,10 Ab 1,47 £0,12 Aa 0,4970
Isaria sp. IBCB 367 1,87 +0,25 Ab 1,31+£0,05Bab  0,0052 1,79+£0,14 Ab 1,56 £ 0,07 Ba 0,0250
Isaria sp. IBCB 394 2,23 +£0,09 Aa 1,17 £ 0,08 Bb 0,0002 2,39£0,08 Aa 1,38+0,12 Ba 0,003
p 0,0011 0,0499 0,0005 0,5708

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Mann Whitney (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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A longevidade de fémeas e machos de T. pretiosum emergidos de
ovos pulverizados com Esalq 09 previamente ao parasitismo foi maior (1,38 e 1,54
dias, respectivamente) quando comparados a testemunha, no entanto, quando este
isolado foi pulverizado ap6s o parasitismo, fémeas e machos emergidos
apresentaram a menor longevidade (1,36 e 1,63 dias respectivamente) (Tabela 3.7).

Do mesmo modo nos anteriores, quando os ovos foram tratados
previamente ao parasitismo, com Isaria sp. (IBCB 394) pré-parasitismo, verificou-se
aumento na longevidade de fémeas e machos. Contudo, no tratamento aplicado
apos o parasitismo esse isolado provocou redugdo na longevidade de fémeas
(Tabela 3.7). Ainda comparando-se a aplicacdo pré e pos parasitismo, os isolados
IBCB 367 e IBCB 394 pulverizados previamente ao parasitismo aumentaram a
longevidade de fémeas e machos emergidos.

A maior ou menor longevidade pode estar relacionada ao
desenvolvimento do parasitdide no ovo do hospedeiro. Quando este apresentar
maior disponibilidade de nutrientes, poderdo emergir adultos mais vigorosos e,
consequentemente, terem longevidade maior. No entanto, os parasitdides que se
desenvolveram em ovos menos nutritivos, ou que os fungos interferiram nos
nutrientes, podem emergir adultos menos vigorosos e morrerem antes, ou ainda
terem reducdo na longevidade por entrarem em contato com o isolado e serem
contaminados. Essa reducgéo foi observada na longevidade de adultos de T. galloi
emergidos de ovos de D. saccharalis, sendo a mesma reduzida quando os ovos
foram tratados com o isolado IPA159E de M. anisopliae, sendo esse isolado o
mesmo que interferiu no parasitismo deste parasitéide (BROGLIO-MICHELETTI,
SANTOS; PEREIRA-BARROS, 2006)

A longevidade da F1 de T. pratissollii alimentado com mel + Bt ndo
foi alterada por nenhum dos métodos e técnicas de preparo das solugdes,
verificando que o entomopatdgeno nao interfere na longevidade desse parasitoide
(PRATISSOLI et al., 2006).

Morandi Filho et al. (2008) também utilizaram a longevidade como
um parametro para analise da seletividade de inseticidas a T. pretiosum, sendo que
os inseticidas que diminuiram a longevidade foram os mesmos que reduziram o0

parasitismo. Assim como observado para o periodo ovo-adulto, as diferencas entre
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0s tratamentos sdo de poucas horas, o que em um programa de controle bioldgico a
campo torna-se pouco relevante.

Analisando a mortalidade de adultos de T. pretiosum emergidos de
ovos de A. kuehniella tratados com os isolados Unioeste 47 e Unioeste 57 de
B. bassiana e, IBCB 367 e IBCB 394 de Isaria sp., nao se verificou diferenca quando
estes foram aplicados prévia ou posteriormente ao parasitismo. No entanto, para os
isolados de M. anisopliae houve diferenga na porcentagem, sendo que o isolado
Unioeste 43 provocou menor mortalidade no pré-parasitismo (6,9%), enquanto que
no pés-parasitismo provocou maior mortalidade (16,6%). J& para o isolado Esalqg 09,
a maior porcentagem de mortalidade confirmada foi no tratamento realizado
previamente ao parasitismo (16,7%) e menor no pos parasitismo (6,2%)
(Tabela 3.8).

Quando os isolados foram comparados entre si, B. bassiana
Unioeste 57 apresentou a maior porcentagem de mortalidade confirmada, tanto na

pulverizacdo pré-parasitismo quanto na pos-parasitismo.

Tabela 3.8 — Porcentagem (+ EP) de mortalidade confirmada de adultos de Trichogramma
pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella tratados com fungos
entomopatogénicos pré e pds-parasitismo, (temp. 26 + 2 °C e 14 h de
fotofase).

Mortalidade confirmada de T. pretiosum

Tratamentos Pré-parasitismo Pds-parasitismo P
B. bassiana Unioeste 47 14,5+ 2,51 Ab 13,2 £2,92 Ab 0,7152
B. bassiana Unioeste 57 24,5+ 4,44 Aa 38,6 £ 6,75 Aa 0,0833
M. anisopliae Unioeste 43 6,9 +2,59 Bc 16,6 £ 3,37 Ab 0,0163
M. anisopliae Esalq 09 16,7 +4,90 Ab 6,3 + 3,26 Bc 0,0273
Isaria sp. IBCB 367 6,9 + 3,90 Ac 145+5,42 Ab 0,1313
Isaria sp. IBCB 394 12,7 £ 4,92 Ab 11,7 £ 6,92 Abc 0,8449
p 0,0001 0,0001

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t pareado
(p<0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05).
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Pode-se verificar que quando o parasitdide emerge e entra em
contato com os conidios na superficie do ovo do hospedeiro ocorre contaminacao,
independente se a pulverizacdo ocorrer prévia ou posteriormente ao parasitismo.
Mesmo ocorrendo a infec¢do do parasitoide, verifica-se que a mortalidade néo é alta
guando comparada a mortalidade provocada em insetos praga, como observado
para Bemisia tabaci, em que a mortalidade confirmada variou de 23 a 99%. Além
disso, a concentracdo utilizada neste experimento é superior a concentracao
usualmente utilizada em campo.

Santos Junior et al. (2006a) verificaram que a associacao de fungos
entomopatogénicos com Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) (Hymenopera:
Eulophidae), parasitdide de larva-pupa de Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Plutellidae), pulverizados apdés o parasitismo, levou a maiores indices de
mortalidade. No entanto, quando o parasitoide foi utilizado isoladamente, sem a
associacdo com fungos entomopatogénicos, ele apresentou seus maiores niveis de
parasitismo, ou seja, 0s fungos utilizados no experimento interferiram no
parasitismo. Um dos isolados utilizados foi Esalg 09, o mesmo utilizado no presente
trabalho, sendo que neste apresentou a maior mortalidade confirmada (16,7%)

guando pulverizado previamente ao parasitismo.

3.4.1.3 Acao dos fungos entomopatogénicos sobre adultos de Trichogramma

pretiosum

A longevidade das fémeas que entraram em contato com 0S 0voS
pulverizados com isolados, ndo foi afetada (Tabela 3.9), o que pode estar
relacionado ao fato de T. pretiosum ter sua fase adulta entre 1 e 3 dias quando sem
alimento (POTRICH et al., 2009), conforme mantido no presente trabalho e, dessa
forma, o fungo ndo teria tido tempo de colonizar e ser o responsavel pela
mortalidade. Segundo Alves (1998), o processo de germinacdo, penetragao e
colonizagdo dos fungos pode levar quatro dias para acontecer, porém depende

muito do inseto infectado e de suas condicdes.
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Tabela 3.9 — Longevidade (x EP) de fémeas de Trichogramma pretiosum que parasitaram ovos de Anagasta kuehniella pulverizados com
fungos entomopatogénicos, sem chance de escolha, (temp. 26 + 2 °C e 14 h de fotofase).
Longevidade das fémeas de T. pretiosum
Tratamento Dias Tratamento Dias Tratamento Dias

Testemunha 2,17 +£0,12a Testemunha 2,10+£0,10a Testemunha 3,20+£0/45a
B. bassiana Unioeste 47 2,00+£0,14a M. anisopliae Unioeste 43 2,05+0,09a Isariasp.|BCB 394 2,90+0,27 a
B. bassiana Unioeste 57 2,16 £0,09a M. anisopliae Esalqg 09 2,05+0,05a Isaria sp.|BCB 367 290043 a
p 0,5673 P 0,8678 P 0,5994

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis
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Mesmo os isolados ndo sendo os responsaveis pela mortalidade das
fémeas que entraram em contato com os ovos pulverizados com estes, pelo exposto
anteriormente, eles podem ter colonizado o corpo de T. pretiosum somente apos sua
morte. Mortalidade confirmada por fungos entomopatogénicos foi verificada em
adultos do parasitéide Aphelinus asychis Walker (Hymenoptera: Aphelinidae)
tratados com isolados de Isaria fumosorosea foram suscetiveis ao fungo, sendo que
alguns desses isolados provocaram até 100% de mortalidade confirmada
(MESQUITA et al., 1999). Ao contrario, o parasitéide O. sokolowskii que entrou em
contato com superficies pulverizadas com os fungos B. bassiana e M. anisopliae nédo
apresentou alteragdo na longevidade (SANTOS JUNIOR et al., 2006b). Dalvi et al.
(2007) também néo verificaram diferenca estatistica entre a longevidade das fémeas
de T. atopovirilia que entraram em contato com L. lecanii e das que entraram em
contato com a testemunha. Deste mesmo modo, as fémeas de T. pretiosum que
realizaram o parasitismo e entraram em contato com ovos de A. kuehniella
pulverizados com os fungos B. bassiana e M. anisopliae n&o apresentaram alteracao
na longevidade (POTRICH et al., 2009). Assim também foi observado no presente
trabalho para estas espécies de fungos.

Dentre as fémeas que realizaram o parasitismo e entraram em
contato com os isolados, B. bassiana Unioeste 47 provocou mortalidade confirmada
em 10% das fémeas e Unioeste 57 em 20%. Para os isolados de M. anisopliae,
verificou-se confirmacao de mortalidade de 10% para o isolado Esalg 09 e 30% para
0 isolado Unioeste 43. Os isolados de Isaria sp. provocaram 20% de mortalidade
confirmada para o isolado IBCB 394 e 55% para o isolado IBCB 367.

Mortalidade confirmada por fungos também foi observada para B.
bassiana e M. anisopliae em adultos do parasitdide O. sokolowskii (21,0% e 9,0%,
respectivamente), no entanto, ndao foi verificada alteracdo na longevidade destes,
como verificado no presente trabalho para o parasitéide T. pretiosum (SANTOS
JUNIOR et al.; 2006b).

B. bassiana e M. anisopliae também provocaram mortalidade
confirmada nas fémeas de T. pretiosum que realizaram o parasitismo, em 16,7% e
6,7%, respectivamente (POTRICH et al., 2009), enquanto no presente trabalho M.
anisopliae causou mortalidade entre 10% (Esalq 09) e 30% (Unioeste 43) e B.
bassiana entre 10% (Unioeste 47) e 20% (Unioeste 57).
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Apesar de ser observada alta mortalidade confirmada (lsaria sp.
IBCB 394 em 55%), os isolados néo interferiram na longevidade das fémeas que
realizaram o parasitismo. Aléem disso, também néao interferiram no nimero de ovos
parasitados. Estes itens sdo importantes no controle a campo, pois garantem que T.
pretiosum nao terd reduzida a sua capacidade de parasitismo e consequente
controle da praga. Esse fator também é destacado por Bueno et al. (2009), que
ressaltam ainda que o parasitismo € o que efetivamente determina a eficiéncia do

controle a campo.

3.4.2 Observacgdes ao Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)

Com auxilio da MEV, foram observados conidios na superficie de T.
pretiosum. Contudo, apesar desse parasitoide ter a capacidade de se limpar com o
esfregar continuo das pernas sobre as asas e sobre o corpo, em regides de dificil
acesso para que ocorra limpeza, ou mesmo apos a adesdo do conidio, este fixa-se e
inicia a germinagcdo. As regides das articulagbes, membranas intersegmentares,
dobra das asas, pecas bucais e regides ventrais, sdo as mais dificeis para T.
pretiosum alcancar e, portanto, realizar a limpeza. Observa-se na Figura 3.1 que 0s
conidios aparecem aderidos nessas areas, o que pode ter dificultado o inseto a
conseguir se limpar.

No presente trabalho observaram-se conidios, tubo de germinacgéo e
apressorio de M. anisopliae sobre o corpo de T. pretiosum, como também, Lacey;
Lacey; Roberts (1988) observaram em larvas de Culex quinquefasciatus (Diptera:
Culicidae).

Em analises ao MEV dos processos de infeccdo de B. bassiana e M.
anisopliae em cupins (Cornitermes cumulans Kollar, Isoptera: Termitidae), os locais
mais comuns, que Neves; Alves (2004) verificaram a adesdo dos conidios de M.
anisopliae, foram nos segmentos das pernas e da cabeca, enquanto os conidios de
B. bassiana se aderiram principalmente nas pernas, cabeca e torax, sendo esses

locais observados como uns dos mais freqiientes também no presente trabalho.
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A observacéo de conidios aderidos ao corpo de T. pretiosum (Figura

3.1) confirmam a dificuldade da limpeza em certas areas do corpo e assim, uma

exposicdo ao entomopatdgeno, podendo provocar a infeccao.

Figura 3.1 —

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Formacdo do tubo de
germinacdo dos fungos entomopatogénicos sobre o corpo de T. pretiosum. A
e B) isolado IBCB 367 de Isaria sp.. C, D e E) isolado Esalg 09 de M.
anisopliae F) isolado Unioeste 47 de B. bassiana. a) conidio em germinacao
b). formacdo do apressoério. PT: protérax ventral; AA: asa anterior; CB:
cabeca; AP: articulacdo da perna.
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3.4.3 Andlises Histologicas de Trichogramma pretiosum

Confirmando a observacdo da germinacao, verificou-se nos tecidos
a presenca de hifas, conidios e fialides (Figura 3.2 e Figura 3.3). Os tecidos em que
se observou maior quantidade de hifas foram tegumento, tecido adiposo e tecido
nervoso (regido da cabeca), enquanto nos musculos ndo foram observadas essas
estruturas.

O tegumento, segundo Alves; Pereira (1998b) e Alves (1998), € o
primeiro tecido a ser colonizado pelos fungos entomopatogénicos, seguido da
hemocele e tecido adiposo, sendo o tecido nervoso um dos Uultimos as ser
colonizado. A acdo destes sobre o sistema nervoso quase sempre se deve a acao
de toxinas produzidas pelo crescimento do patégeno na hemocele do inseto, sendo
que as toxinas podem ter acdo r4pida sobre as fun¢bes do inseto, alterando-as
(ALVES, PEREIRA; 1998b). Alteracdo no comportamento de parasitismo de T.
pretiosum poderia ser um exemplo atribuido a essa infecgdo, no entanto, no
presente trabalho, ndo foi verificada, sendo que o niumero de ovos parasitados nao
foi alterado (Tabela 3.3), segundo Alves; Pereira (1998b) isto se deve ao fato de que

para alguns insetos o efeito das toxinas é menos intenso.
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Figura 3.2 — Microscopia de Luz. A) Adultos de T. pretiosum que entraram em contato com
ovos pulverizados com a solucdo testemunha. B, C e D) Adultos de T.
pretiosum que entraram em contato com ovos pulverizados com Isaria sp.
(IBCB 367). a) olhos b) aparelho bucal c) pernas d) asas €) antenas f) torax g)
abdome h) conidios i) fialides.
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Figura 3.3 — Microscopia de Luz. A) Adultos de T. pretiosum gque entraram em contato com
ovos pulverizados com a solugdo testemunha. B, C e D) Adultos de T.
pretiosum que entraram em contato com com ovos pulverizados com Isaria
sp. (IBCB 394). a) olhos b) aparelho bucal ¢) pernas d) asas e) antenas f)
térax g) abdome h) conidios i) fidlides j) hifas.
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Segundo Degrande et al. (2002), os testes iniciais com produtos em
laboratorio seguem uma logica, quando indécuos ndo requerem outros testes, mas
quando classificados como toxicos, devem ser expostos ao teste inicial e/ou
persisténcia em semi-campo, e caso este seja inécuo, o produto pode ser utilizado
em associagcdo com o parasitoide. Caso seja toxico, deve ser levado aos testes em
campo. Nos testes em campo, se o produto for inbcuo permite a associagdo com o
parasitéide, mas se for toéxico, ndo € recomendado a utilizacdo conjunta destes. No
entanto, se mesmo assim houver necessidade dessa associacdo, devem ser
testadas estratégias de aplicacgéo.

No presente trabalho, os isolados foram classificados, segundo
IOBC/WPRS, como in6cuos a T. pretiosum, quando avaliada a reducdo na
capacidade de parasitismo deste. Além disso, 0s parametros porcentagem de
emergéncia, periodo ovo-adulto, longevidade dos adultos emergidos e mortalidade
confirmada sofreram pouca interferéncia dos isolados. Mesmo assim, recomenda-se
que estratégias de aplicacdo sejam testadas, visto que os fungos
entomopatogénicos sado seres vivos, e ndo se consegue determinar precisamente o
seu comportamento. As estratégias de aplicacdo podem ser realizadas pulverizando-
se o fungo em varios tempos previamente ao parasitismo ou em diferentes tempos
apos o parasitismo, correspondendo as fases de desenvolvimento do parasitoide.

Nas analises de razdo sexual e longevidade de fémeas que
entraram em contato com 0s ovos pulverizados, ndo foi observada interferéncia pela
presenca dos isolados, o0 que os mostra in6bcuos mais uma vez. Mesmo que a
porcentagem de adultos emergidos, o periodo ovo-adulto e a longevidade dos
emergidos tenham apresentado diferencas significativas, quando foram comparados
com a testemunha, verificou-se que essa diferenca, na maioria das vezes, nao
chegou ao indice de 10%.

Assim, verifica-se que ha possibilidade de utilizacdo conjunta desses
agentes de controle, pois foram avaliados varios parametros bioldgicos de T.
pretiosum que poderiam ser afetados, enquanto a maioria dos trabalhos é baseada

apenas no parasitismo em confinamento.
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3.5 CONCLUSOES

Os isolados M. anisopliae Esalq 09, Isaria sp. IBCB 367 e Isaria sp.
IBCB 394 foram o0s que causaram maior numero de interferéncias no
comportamento e/ou na biologia de T. pretiosum. Os isolados B. bassiana Unioeste
47, B. bassiana Unioeste 57 e M. anisopliae Unioeste 43 foram considerados
seletivos, podendo ser utilizados conjuntamente com T. pretiosum em programas de
controle de pragas. Porém, recomenda-se estudos de estratégias de aplicacao, para
confirmar a seletividade desses isolados e dos isolados M. anisopliae Esalq 09,
Isaria sp. IBCB 367 e Isaria sp. IBCB 394.
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4 ARTIGO B - AQAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PULVE RIZADOS
EM DIFERENTES TEMPOS SOBRE Trichogramma pretiosum RILEY, 1879
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

4.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a acdo dos fungos entomopatogénicos
Beauveria bassiana (Unioeste 57 e Unioeste 47), Metarhizium anisopliae (Unioeste
43 e Esalq 09) e Isaria sp. (IBCB 367 e IBCB 394) pulverizados sobre cartelas (1,0
% 5,0 cm) contendo ovos de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) em

diferentes tempos, posterior e previamente ao parasitismo por Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Pds-parasitismo (A): cartelas
foram submetidas ao parasitismo por T. pretiosum e, posteriormente pulverizadas
com os isolados (1,0x10° conidios/mL) nos tempos de 24, 72, 144 e 168 h. Pré-

parasitismo (B): as cartelas foram pulverizadas com os isolados a 0, 24, 48, 72 e 96
h e, posteriormente submetidas ao parasitismo por T. pretiosum. Em ambos os
testes, foram avaliados: numero de ovos parasitados; emergéncia do adulto, razéo
sexual; periodo ovo-adulto e longevidade de machos e fémeas. Foram realizadas
observagcbes em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) e em Microscopia de
Luz. Em (A) nenhum isolado alterou a razado sexual, no entanto, todos interferiram no
periodo ovo-adulto e na longevidade. Na emergéncia, houve interferéncia apenas
dos isolados Unioeste 57, Unioeste 43 e IBCB 394. Em (B) ndo houve interferéncia
na longevidade, no entanto, verificaram-se alteracdes no periodo ovo-adulto, no
namero de ovos parasitados, na porcentagem de adultos emergidos e na razao
sexual, sendo neste ultimo, apenas no tempo de 48 h. Na MEV foram observadas
poucas areas de T. pretiosum com conidios aderidos, enquanto nas analises
histolégicas de fases embrionarias de T. pretiosum néo verificaram-se indicios de
infeccdo por fungos entomopatogénicos.

Palavras-chave: Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae. Isaria sp. Organismo

nao-alvo. “Side-effect”.

ENTOMOPATHOGENIC FUNGI ACTION, SPRAYED AT DIFFERENT TIMES, ON
Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE)

Abstract

The objective of this work was to verify the action of the entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana (Unioeste 47 and Unioeste 57), Metarhizium anisopliae
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(Unioeste 43 and Esalg 09) and Isaria sp. (IBCB 367 and IBCB 394) sprayed on
cards (1,0 % 5,0 cm) with Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) eggs,

at different times, before and after the parasitism by Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae). Spray post-parasitism (A): the cards were
submitted to parasitism by T. pretiosum and later sprayed with the isolates (1,0x10°

conidia/mL) at 24, 72, 144 and 168 h. In the spray pre-parasitism (B), the cards were
sprayed with the isolates at 0, 24, 48, 72 and 96 h, and later subjected to parasitism
by T. pretiosum. In both tests evalutions were made on number of parasitized eggs,
adult emergence, sex ratio; egg-adult cycle and adult longevity of males and females.
Observations were made in Scanning Electron Microscope (SEM) and Light
Microscopy. In (A), the isolates did not affect the sex ratio, however, all of them
interfered with the egg-adult cycle and longevity. Only the isolates Unioeste 57,
Unioeste 43 and IBCB 394 interfered with emergency. In (B), there was no effect on
longevity, however, the egg-adult, cycle, the number of parasitized eggs, the
percentage of adults emerged, and the sex ratio, when sprayed at 48h, suffered
interference. The SEM observations showed only few areas of T. pretiosum with
conidia adhered. The histological analysis of T. pretiosum embryonic stages showed
no evidence of infection by entomopathogenic fungi.

Keywords: Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae. Isaria sp. Non-target
organism. Side-effect.

4.2 INTRODUCAO

Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) &
um microhimendptero que parasita ovos de varios insetos (CRUZ; FIGUEIREDO,;
MATOSO, 1999), sendo considerado uma estratégia promissora para o controle da
traca-do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) e da broca-
pequena-do-fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae),
eliminando ou diminuindo consideravelmente a aplicacdo de agrotoxicos nessa
cultura (NUNES; HOJI; VALADARES, 1999). O uso excessivo de agrotéxicos,
motivado pelo desconhecimento de técnicas alternativas e de técnicas eficientes de
cultivo gera grandes impactos sobre o meio ambiente, incluindo T. pretiosum,
quando esses dois métodos de controle sdo usados em associacdo (MOREIRA et
al., 2002; HEGAZI et al.; 2005, MIRANDA et al., 2005).

Com isso, uma nova frente, baseada na agricultura livre de
agrotoxicos, também conhecida como agricultura orgénica, passou a utilizar

métodos alternativos de controle de pragas e doencas. Dentre estes métodos,
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destaca-se 0 uso de microrganismos entomopatogénicos, parasitoides, predadores,
extratos vegetais, caldas e biofertilizantes.

Neste tipo de agricultura, em que se utiliza para controle da traca-do-
tomateiro o parasitoide T. pretiosum (PARRA; ZUCCHI, 2004), também sé&o
utilizados fungos entomopatogénicos para controle de outro inseto praga, a mosca
branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae). No entanto, tem-se a preocupacgao
de estudar o uso associado desses agentes de controle, investigando a seletividade
dos fungos entomopatogénicos (ALVES, 1998) que podem interferir no parasitismo e
na biologia de T. pretiosum. Diante disso, alguns trabalhos foram desenvolvidos com
a preocupacdo de avaliar a seletividade de fungos entomopatogénicos sobre
parasitéides. Em testes realizados para avaliar a seletividade de Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok sobre Trichogramma galloi Zucchi, Broglio-Micheletti;
Santos; Pereira-Barros (2006) verificaram que um dos isolados provocou redug¢ao no
parasitismo, emergéncia e longevidade da segunda geracdo deste parasitoide.
Contudo, Lecanicillium lecanii (Zimm.) Viégas aplicado sobre ovos de Spodoptera
frugiperda (S.) (Lepidoptera: Noctuidae) mostrou-se seletivo a Trichogramma
atopovirilia Oatman e Platner (DALVI et al., 2007).

Avaliando-se a seletividade de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e M.
anisopliae sobre parametros bioldgicos de T. pretiosum, Polanczyk et al. (2009)
verificaram que estes fungos ndo afetaram o desempenho deste parasitoide,
considerando os seletivos. Potrich et al. (2009) sugerem a possivel utilizacao de B.
bassiana e M. anisopliae associados a T. pretiosum em estratégias de manejo para
controle de insetos. No entanto, advertem que essa estratégia pode interferir em
parametros bioldgicos de T. pretiosum, recomendando o manejo do uso desses
agentes, evitando aplicacbes simultdneas e espacando-se 0 maximo possivel a
utilizagéo destes.

Os espacamentos entre a aplicacdo de um inseticida e a liberacao
de um inimigo natural devem ser elucidados, a fim de se obter o tempo ideal de
intervalo entre os tratamentos (MOURA et al., 2006). Além da importancia do
espacamento entre os tratamentos, ressalta-se a importancia dos efeitos subletais,
verificados, segundo Desneux; Decourtye; Delpuech (2007), através do estudo do

comportamento e dos parametros biolégicos analisados, quando o parasitoide entra
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em contato com o inseticida. Segundo esses autores, os efeitos subletais devem ser
considerados e estudados para que o parasitéide ndo seja rotulado como ineficiente.

Levando-se em conta o0 espagamento entre a utilizacdo desses
agentes e os efeitos subletais descritos, o objetivo deste trabalho foi verificar a acédo
de fungos entomopatogénicos, que apresentam potencial para serem utilizados em
programas de controle bioldgico na cultura do tomateiro, pulverizados em diferentes
tempos, prévia e posteriormente ao parasitismo por T. pretiosum, sobre ovos de
Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae).

4.3 MATERIAL E METODOS

A acdo dos isolados de fungos entomopatogénicos sobre T.
pretiosum, em diferentes tempos de pulverizacdo, foi avaliada pelos seguintes
testes: a) teste da acdo dos isolados de fungos entomopatogénicos em diferentes
tempos de pulverizagdo sobre ovos de A. kuehniella j& parasitados por
Trichogramma pretiosum, b) teste da acédo de fungos entomopatogénicos, aplicados
em ovos de A. kuehniella, em diferentes tempos, previamente ao parasitismo por T.
pretiosum, c) observacdo, em Microscopio Eletrébnico de Varredura (MEV), da
presenca de estruturas dos fungos em T. pretiosum emergidos de ovos pulverizados
com os isolados e d) andlise histolégica, em Microscopia de Luz, da presenca de

fungos nos tecidos de T. pretiosum na fase embrionaria.

4.3.1 Obtencgédo de Colbnias Monosporicas dos Isolados

Os isolados de fungos entomopatogénicos das espécies Beauveria
bassiana, Isaria sp. (Paecilomyces sp.) (Hodge et al., 2005) e Metarhizium
anisopliae (Tabela 4.1), foram obtidos dos bancos de entomopatéogenos do
Laboratorio de Controle Bioldgico/ Instituto Bioldgico (IBCB), Laboratério de Controle
Microbiano/Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) e do
Laboratério de Biotecnologia Agricola/ Universidade Estadual do Oeste do Parana

(Unioeste).
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Tabela 4.1 — Isolados de fungos entomopatogénicos utilizados nos bioensaios e respectiva
origem

. Hospedeiro original ou .
Isolados Espécie Local de origem
substrato

Unioeste 43 M. anisopliae Hymenoptera: Formicidae S&o Miguel do Iguacu/PR
Unioeste 47 B. bassiana  Hemiptera: Pentatomidae  Primavera do Leste/MT

Unioeste 57 B. bassiana  Hemiptera: Pentatomidae  Primavera do Leste/MT

IBCB 367 Isaria sp. Solo de pastagens Cuiabd/MT
IBCB 394 Isaria sp. Solo de cana-de-agucar Espirito Santo Pinhal/SP
Esalq 09 M. anisopliae Mahanarva posticata Pernambuco

Esses isolados foram obtidos por meio de cultivo monosporico,
sendo as técnicas de laboratorio utilizadas, e os meios de cultura para multiplicacéo
0s mesmos descritos por Alves; Pereira (1998) e Alves et al. (1998). Os isolados
foram multiplicados em meio de esporulacédo (M.E.) em placas de Petri, durante oito
dias (26 £ 2°C, fotofase de 14 h e U.R. 70 = 10%). ApOs isso, os conidios foram
coletados e armazenados em frascos de vidro esterilizados, em freezer a -10 = 1 °C.

Para obtencao da cultura monosporica os conidios foram suspensos
em 10 mL de agua destilada esterilizada com Tween® 80 (0,01%) e agitados em
vortex por 1 minuto. Posteriormente, foi realizada a quantificacdo da suspenséo

(1,0 x 10% conidios/mL) em camara de Neubauer. Em seguida, 0,1 mL desta

suspensao foram espalhados com al¢ca de Drigalsky em placas de Petri contendo
M.E. (aproximadamente 10 conidios/placa), que foram mantidas por oito dias em
camara climatizada (26 + 2°C, fotofase de 14 h e U.R. 70 £ 10%). Apds a
germinacao e formacéo de uma colonia, esta foi repicada para outra placa contendo

M.E, obtendo-se a cultura monospérica.
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4.3.2 Preparacao das Suspensdes de Fungos Entomopatogénicos

A producao e a multiplicacdo dos isolados, bem como a preparagéo
das suspensOes foram realizadas conforme descrito na etapa 4.3.1, e as

suspensdes padronizadas em 1,0 x 10° conidios/mL.

4.3.3 Obtencao de Anagasta kuehniella e Trichogramma pretiosum

Cartelas de 15,0 % 15,0 cm contendo ovos esterilizados de A.

kuehniella, ndo-parasitados e parasitados, foram obtidas do laboratério de Controle
Biolégico da Unioeste, Campus de Marechal Candido Rondon, sendo a criacédo
desse hospedeiro baseada em Parra (1997). Das cartelas com ovos parasitados

foram obtidos os adultos do parasitéide.

4.3.4 Fungos Entomopatogénicos Pulverizados em Diferentes Tempos sobre Ovos

de Anagasta kuehniella ja Parasitados por Trichogramma pretiosum

Cartelas de 1,0 x 50 cm, contendo ovos de A. kuehniella

esterilizados e ndo parasitados foram confinadas, cada uma por um dia, com uma
fémea adulta de T. pretiosum para o parasitismo, e apds esse periodo a fémea foi
retirada. As cartelas foram pulverizadas com auxilio de um aerégrafo Pneumatic
Sagyma® acoplado a uma bomba Fanem® de pressdo constante 1,2 kgf/cm
(procedimento também utilizado nos demais testes) com o isolado na concentracao

de 1,0 x 10° conidios/mL as 24, 72, 144 e 168 h apés o parasitismo,
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correspondendo as fases de ovo-larva, pré-pupa, pupa e emergéncia dos adultos do
parasitdide (CONSOLI; ROSSI; PARRA, 1999). Esses tempos também foram
calculados em observagdes prévias, considerando a temperatura de 26 *+ 2°C,
fotofase de 14 h e U.R. de 70 = 10%, sendo esta faixa de temperatura, segundo
Pratissoli et al., (2004), a melhor faixa para T. pretiosum efetuar o parasitismo sobre
ovos de A. kuehniella. O mesmo procedimento foi realizado para testemunha. Cada
tratamento foi composto por 20 tubos de vidro de fundo chato esterilizados contendo
uma cartela, sendo cada tubo uma repeticdo. Foram avaliados: porcentagem de
emergéncia do parasitoide, longevidade, periodo ovo-adulto e razdo sexual de T.
pretiosum.

A porcentagem de emergéncia foi calculada pela formula:

Pe = :— % 100, onde Pe = Porcentagem de emergéncia, Te = Total de emergidos, Teo

= Total de ovos parasitados. A média da longevidade e do periodo ovo-adulto foi
calculada através da média ponderada. A razdo sexual foi obtida pela formula

R = ——, onde R= razdo sexual, T = total de fémeas emergidas, T- = total de

machos emergidos. O total de ovos parasitados foi calculado contando-se o nimero
de ovos de A. kuehniella enegrecidos (sinal de parasitismo), pois corresponde a fase
de pré-pupa do parasitoide que apresenta granulos de urato dispersos e/ou
concentrados no abdome (CONSOLI; ROSSI; PARRA, 1999).

4.3.5 Fungos Entomopatogénicos, Aplicados em Ovos de Anagasta kuehniella,

Previamente ao Parasitismo por Trichogramma pretiosum

Cinco lotes, cada um contendo 20 cartelas com ovos de A.
kuehniella esterilizados e ndo parasitados, foram pulverizados com a suspenséo

(1,0 x 10° conidios/mL) de um dos isolados as 96, 72, 48, 24 e 0 h previamente ao

parasitismo. Apds pulverizar o Ultimo lote de cartelas (0 h) os cinco lotes foram
submetidos ao parasitismo, confinando-se, por 24 h cada cartela com uma fémea de
T. pretiosum, com no maximo 24 h de vida. O mesmo procedimento foi realizado

pulverizando-se agua destilada esterilizada + Tween® 80 (0,01%) (Testemunha).
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Este bioensaio foi mantido nas mesmas condi¢des do item 4.3.4. Foram avaliados o
namero de ovos parasitados, porcentagem de emergéncia, longevidade dos adultos,
periodo ovo-adulto e razdo sexual. Para este item e para o item 4.1.4, os dados
foram submetidos a andlise de variancia, pelo teste de Kruskal-Wallis (estatistica
ndo paramétrica), sendo as médias comparadas pelo teste de Dunn, com auxilio do
programa estatistico BioEstat 3.0° (AYRES et al., 2003).

4.3.6 Observacdes ao Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)
4.3.6.1 Obtencao e preparo das amostras

As suspensdes dos fungos entomopatogénicos (preparadas e na
concentracédo descrita nos itens 4.3.1 e 4.3.2) foram pulverizadas adotando-se 0s
mesmos procedimentos ja descritos no item 4.3.4. Adultos de T. pretiosum
emergidos de ovos de A. kuehniella pulverizados com a suspensao dos fungos

foram selecionados e posteriormente processados para observacao ao MEV.

4.3.6.2 Processamento das amostras e analises

As amostras (adultos de T. pretiosum) foram fixadas por quatro
horas em Paraformaldeido 2%, Glutaraldeido 2% e Tampé&o Fostato (PO,0,1 M). Em

seguida, foram lavadas em tampéao fosfato (3x 15 minutos), sendo fixadas em

Tetroxido de Osmio 1% (OsO,) por 2 h e realizada uma segunda lavagem em

Tampao Fosfato (3 15 minutos).

ApoOs este procedimento foi realizada a desidratacdo das amostras

(a@lcool 70%: 3 x 15 minutos, alcool 80%: 3x15 minutos, &lcool 90%: 4x10 minutos e
alcool 100%: 4x10 minutos), sendo encaminhadas para a desidratacdo final com

CO; em Ponto Critico.
As amostras foram montadas em stubs contendo cola de prata,
sendo este procedimento realizado em Microscopio Estereoscopio com auxilio de

um pélo de pincel aderido a um clipes. Os stubs foram recobertos com ouro por 3
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minutos, através do processo de Sputerring em metalizador BAL-TEC modelo SCD —
050 e observadas em alto vacuo e intensidade de feixe de elétrons de 20KV em
Microscopio Eletrénico de Varredura, sendo as imagens registradas através de
Fotomicrografias digitais.

As amostras provenientes do material pulverizado com isolados de
fungos entomopatogénicos foram comparadas ao material testemunha, sendo
analisada a presenca/ auséncia de conidios sobre o corpo do parasitéide e o local

onde estes conidios se encontravam.

4.3.7 Processamento das Amostras e Analises Histologicas de Trichogramma

pretiosum

4.3.7.1 Obtencao e preparo das amostras

A obtencdo e o preparo das amostras seguiram as metodologias
descritas nos itens 4.3.2 e 4.3.4. Para o processamento foram selecionados os ovos
parasitados em que a emergéncia do adulto de T. pretiosum n&do ocorreu. Todos
estes foram fixados em solucédo de Bouin (formaldeido 5% 25 mL, acido acético 5%
5 mL e solucdo aquosa satura de acido picrico 5% 75 mL) por 2 h, lavadas em alcool

70% (3x15 minutos) e armazenadas em alcool 70% até o processamento .

4.3.7.2 Processamento histologico e analise das amostras

Os procedimentos para preparos histolégicos foram realizados no
Laboratério de Histotécnica, e os cortes foram realizados no Laboratério de
Microtécnica, ambos da Unioeste — Campus de Cascavel.

As amostras armazenadas em alcool 70% foram desidratadas
usando alcool em diferentes concentracdes (alcool 80%: 10 minutos, &lcool 90%: 10

minutos, alcool 95%: 10 minutos, alcool 98%: 10 minutos e &lcool 100%: 2 x15

minutos), sendo posteriormente diafanizadas em Xilol (Xilol I: 20 minutos, Xilol 1I: 20
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minutos, Xilol Ill: 10 minutos e Xilol-parafina: 30 minutos). Ap6s a completa
desidratacéo realizou-se a parafinizacao (Parafina I: 180 minutos e Parafina II: 15
minutos) e o emblocamento em Parafina Histologica (Parafina Histologica/ Cera de
abelha 4:1).

O material emblocado foi cortado em micrétomo, gerando cortes de

2 um de espessura, montados em lamina de vidro para microscopia (3,0x10,0 cm)

contendo albumina e, posteriormente, assentadas sobre chapa quente para
distensao dos cortes. Na seqiiéncia, foram eliminados os residuos de albumina e as
laminas permaneceram 7 dias em estufa a 35 °C para secarem completamente.

Os cortes foram corados pelo método H/E (Hematoxilina/Eosina) e
para isto foi realizada a desparafinizacdo (Xilol I: 10 minutos, Xilol 1I: 10 minutos,
alcool 100% I: 2 minutos, alcool 100% II: 2 minutos) e a reidratacdo destes (alcool
90%: 2 minutos, alcool 80%: 2 minutos, lavagem em &gua destilada corrente: 2
minutos). Para a coloracdo, os cortes foram banhados em hematoxilina (30
segundos), lavados em &agua corrente (10 minutos), banhados em eosina (5
segundos) e novamente lavados em agua destilada corrente (10 segundos). Estes
ficaram em estufa a 35 °C por dois dias para secagem, quando foram recobertas por

laminulas de vidro para microscopia (2,3x3,6 cm) fixadas com Balsamo do Canada.

As laminas contendo os cortes foram pré-selecionadas em
Microscopio de Luz, sendo fotografados no Laboratério de Fotomicroscopia da
Unioeste — Campus de Cascavel, onde as imagens estdo armazenadas. Foram
comparados os tecidos dos parasitéides imaturos provenientes de ovos pulverizados
com fungos entomopatogénicos com o0s tecidos dos parasitbéides imaturos

provenientes de ovos pulverizados com a solugao testemunha

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Fungos Entomopatogénicos Pulverizados em Diferentes Tempos sobre Ovos

de Anagasta kuehniella ja Parasitados por Trichogramma pretiosum
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Observou-se que independente do periodo de pulverizagdo nao
houve interferéncia na emergéncia de adultos de T. pretiosum (Tabela ).
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Tabela 4.2 - Porcentagem (+ EP) de adultos de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella, pulverizados com
fungos entomopatogénicos em diferentes periodos apds o parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Emergéncia de T. pretiosum®

ratamentos 24 h 72 h 144 h 168 h p
Ovo-larva Pré-pupa Pupa Emergéncia
Testemunha 99,2 +1,02 Aa 94,3 + 3,58 Aa 84,9 +559 Aa 98,4 +2,71 Aa 0,1283
B. bassiana Unioeste 47 90,7 £7,23 Aa 87,7 +7,34 Aa 76,7 £ 8,38 Aa 92,1+ 6,71 Aa 0,3570
B. bassiana Unioeste 57 72,3+8,27 Ab 83,3+7,96 Aa 72,6 £9,54 Aa 81,4+ 6,94 Aa 0,4659
M. anisopliae Unioeste 43 67,8 £10,6 Ab 73,3 +£10,9 Aa 66,6 + 7,93 Aa 85,6 £ 10,1 Aa 0,4540
M. anisopliae Esalq 09 91,2 +4,60 Aa 91,9 £5,04 Aa 87,4 +7,07 Aa 81,4 + 9,93 Aa 0,9245
Isaria sp. IBCB 367 99,4 +2,45 Aa 79,5 +5,90 Aa 88,9 + 4,66 Aa 95,5+ 4,41 Aa 0,0943
Isaria sp. IBCB 394 91,0£5,71 Aa 71,7 £10,20 Aa 89,5 +4,00 Aa 62,0 £ 10,90 Ab 0,2612
p 0,0045 0,2995 0,2691 0,0109

! Porcentagem média de emergéncia, obtida pela formula: Pe = :— % 100, onde P= = Porcentagem de emergéncia, Te = Total de emergidos, To = Total de

ovos parasitados.
Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na linha, e minascula, na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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N&o houve diferenca significativa entre os isolados na emergéncia
de T. pretiosum gquando pulverizados nos tempos de 72 e 144 h ap6s o parasitismo.
No entanto, os isolados B. bassiana Unioeste 57 e M. anisopliae Unioeste 43,
pulverizados 24 h apdés o parasitismo, provocaram reducdo na emergéncia de T.
pretiosum para 72,3% e 67,8%, respectivamente, com testemunha apresentando
emergéncia de 99,2%. Na pulverizacdo 168 h ap0s o parasitismo o Unico isolado
que provocou redugédo na emergéncia foi Isaria sp. IBCB 394 (62,0% de emergéncia)
engquanto a testemunha apresentou emergéncia de 98,4% (Tabela 4.2).

Ndo ha relatos de estudos sobre o efeito de fungos
entomopatogénicos pulverizados em diferentes tempos apds o parasitismo. Porém,
trabalhos foram realizados com inseticidas, que aplicados sobre ovos de Sitotroga
cerealella Oliv. (Lepidoptera: Gelechiidae), préximos a época de emergéncia de T.
pretiosum, reduziram o percentual de emergéncia desse parasitdide em até 34%
(CESAR FILHO; ALMEIDA, 1997). T. pretiosum mostrou-se mais suscetivel quando
os inseticidas foram aplicados no periodo de ovo-larva, pois ocorre maior tempo de
contato entre o inseticida e o ovo do hospedeiro, permitindo a penetracdo do produto
através do coérion, possibilitando a contaminagcdo do embrido, pois as larvas
apresentam maior movimento quando comparadas as pupas, 0 que as expdéem ao
maior contato com as substancias que penetram no ovo. Os individuos na fase de
pupa foram mais tolerantes, sendo atribuida a menor taxa de penetracdo do
inseticida, pois foi aplicado um ou dois dias antes de sua emergéncia (CARVALHO;
PARRA; BATISTA, 2001).

A fase de pré-pupa de T. pretiosum foi a mais suscetivel aos
produtos utilizados na cultura do tomate, reduzindo significativamente a emergéncia
do parasitéide, pois na fase de ovo-larva e pupa apenas alguns produtos
provocaram alteracdes (MOURA; CARVALHO; RIGITANO, 2005). No entanto, em
ensaios realizados por Moura et al. (2006), a fase de pupa foi a mais suscetivel a
inseticidas, reduzindo a emergéncia de T. pretiosum. Em estudos utilizando extratos
vegetais, a fase de pupa também foi a mais sensivel a acdo do extrato de sementes
de nim, reduzindo a porcentagem de emergéncia de T. pretiosum (GONCALVES-
GERVASIO; VENDRAMIM, 2004).

Ao contrario do observado em trabalhos com inseticidas, no

presente trabalho nao foi verificada reducdo na emergéncia de T. pretiosum quando
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a pulverizacdo foi realizada sobre as diferentes fases de desenvolvimento, as
diferencas foram observadas apenas entre o0s isolados. Apesar da reducéo
verificada no presente estudo, ha grande vantagem dos fungos entomopatogénicos
em relacdo aos inseticidas, comumente utilizados na cultura do tomate, sendo que
estes, quando pulverizados na fase de ovo-larva, reduziram a emergéncia de T.
pretiosum a 19,4%, na fase de pré-pupa a 2,4% e quando pulverizados na fase de
pupa reduziram a emergencia a 13,9% (MOURA; CARVALHO; RIGITANO, 2005).
Os efeitos subletais no desenvolvimento larval podem resultar de
perturbagdes no desenvolvimento de tecidos neurais, devido as substancias toxicas
presentes nos produtos quimicos (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007), o
que também poderia estar relacionado as substancias toxicas presentes nos fungos,
no entanto, neste trabalho ndo foram observadas alteracées na emergéncia de T.
pretiosum, indiferente da fase de desenvolvimento em que os isolados foram
pulverizados, mas foram observadas diferencas entre os isolados. Nao foi verificada
interferéncia na razdo sexual dos adultos de T. pretiosum emergidos dos ovos
pulverizados, nas diferentes fases de desenvolvimento em que a pulverizacao

ocorreu e independente do isolado (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 — Razado sexual (x EP) de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella, pulverizados com fungos
entomopatogénicos em diferentes tempos apos o parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Raz&o sexual de T. pretiosum’

Tratamentos 24 h 72 h 144 h 168 h 0
Ovo-larva Pré-pupa Pupa Emergéncia
Testemunha 0,68 +£ 0,04 Aa 0,55+ 0,04 Aa 0,70 £ 0,04 Aa 0,63 +£0,07 Aa 0,1750
B. bassiana Unioeste 47 0,58 +£ 0,06 Aa 0,68 + 0,05 Aa 0,60 + 0,06 Aa 0,60 + 0,07 Aa 0,1691
B. bassiana Unioeste 57 0,73 +0,06 Aa 0,62 + 0,06 Aa 0,69 +0,11 Aa 0,63 + 0,07 Aa 0,4766
M. anisopliae Unioeste 43 0,72 +0,09 Aa 0,70 £ 0,06 Aa 0,74 + 0,05 Aa 0,60 = 0,05 Aa 0,3398
M. anisopliae Esalq 09 0,62 + 0,04 Aa 0,59 + 0,08 Aa 0,68 +£ 0,04 Aa 0,68 + 0,08 Aa 0,4076
Isaria sp. IBCB 367 0,54 +£0,13 Aa 0,70 +£ 0,06 Aa 0,82 +£0,07 Aa 0,67 + 0,07 Aa 0,3703
Isaria sp. IBCB 394 0,51+0,12 Aa 0,67 £ 0,02 Aa 0,63 + 0,05 Aa 0,65+ 0,15 Aa 0,8757
p 0,2935 0,2289 0,0569 0,9771
! A razdo sexual foi obtida pela formula & = — :_ onde R=razéo sexual, T = = total de fémeas emergidas, T- = total de machos emergidos.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e miniscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05)).
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O dUnico relato na literatura de avaliacdo da razdo sexual de T.
pretiosum, emergidos de ovos de hospedeiro tratados, foi em trabalhos realizados
por Moura; Carvalho; Rigitano (2005), com inseticidas utilizados na cultura do
tomateiro, ndo observando alteracdo neste parametro bioldgico.

A razdo sexual pode ser afetada, quando a fémea detecta, no
momento da postura, uma alteracao nutricional no ovo do hospedeiro ou alguma
substancia toxica que possa causar repeléncia (VINSON, 1997), ou ainda, estar
relacionado a mortalidade das fémeas que na fase de desenvolvimento pos-
embriondrio sdo mais exigentes nutricionalmente. Contudo os ovos foram
pulverizados apds o parasitismo, e também, ndo se verificou alteracdes na razéo
sexual, portanto tais hipéteses sdo descartadas no presente trabalho.

O periodo ovo-adulto de fémeas e machos foi alterado por todos os
isolados, quando estes foram comparados a testemunha. No entanto, o Unico
isolado que provocou alteragdes quando pulverizado sobre diferentes fases de
desenvolvimento do parasitéide, foi B. bassiana Unioeste 47. No periodo ovo-adulto
de fémeas a pulverizacao realizada sobre a fase de pré-pupa (72 horas) provocou
reducdo no periodo, enquanto nos machos a reducdo foi observada quando a
pulverizacdo ocorreu nas fases de pré-pupa, pupa e emergéncia (Tabela 4.4).



Tabela 4.4 — Periodo ovo-adulto (+ EP) de fémeas e machos de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella,

pulverizados com fungos entomopatogénicos em diferentes tempos apds o parasitismo (26 + 2°C e 14 horas de fotofase).

Periodo ovo-adulto de fémeas de T. pretiosum

24h 72 h 144 h 168 h
Tratamentos , A P
Ovo-larva Pré-pupa Pupa Emergéncia

Testemunha 7,1 +0,15 Aa 6,9 +0,14 Aa 7,3+0,17 Aa 7,4 +0,09 Aa 0,0629
B. bassiana Unioeste 47 7,5%+0,13 Aa 6,8 £0,12 ABa 6,6 £0,13 Bb 6,8 £0,13 ABb 0,0048
B. bassiana Unioeste 57 6,7 £0,24 Ab 6,9 £0,11 Aa 7,0 £0,08 Aa 6,7+0,15Ab 0,6909
M. anisopliae Unioeste 43 6,7 £0,14 Ab 6,8 £0,16 Aa 6,6 £0,14 Ab 6,9+0,13 Ab 0,6257
M. anisopliae Esalq 09 6,5%+0,13 Ab 6,6 £0,12 Aa 6,8 £ 0,08 Ab 6,7+0,10 Ab 0,3115
Isaria sp. IBCB 367 7,1+0,22 Aa 6,9 £ 0,06 Aa 7,1+£0,08 Aa 6,6 £0,13 Ab 0,1745
Isaria sp. IBCB 394 6,9 £0,09 Ab 6,7 £0,12 Aa 6,9 £ 0,08 Aa 7,1+£0,05 Aa 0,2551

p 0,0243 0,4824 0,0045 0,0005

Periodo ovo-adulto de machos de T. pretiosum
24h 72 h 144 h 168 h
Tratamentos , A P
Ovo-larva Pré-pupa Pupa Emergéncia

Testemunha 7,1+£0,11 Aa 7,1+£0,07 Aa 6,9 £0,09 Aa 7,3+£0,09 Aa 0,2310
B. bassiana Unioeste 47 7,4 £0,21 Aa 6,7 £0,10 Bb 6,7 £0,12 Ba 6,7 0,08 Bb 0,0046
B. bassiana Unioeste 57 6,4 +£0,14 Ab 6,6 £0,14 Ab 6,7 £0,15 Aa 6,6 £0,15Ab 0,2886
M. anisopliae Unioeste 43 6,5+0,17 Ab 6,5+0,16 Ab 6,2 +£0,11 Ab 6,6 £0,14 Ab 0,2234
M. anisopliae Esalq 09 6,6 £0,14 Ab 6,6 £ 0,10 Ab 6,5+0,12 Ab 6,3+0,10 Ab 0,1348
Isaria sp. IBCB 367 6,8 £ 0,09 Ab 6,9 £ 0,05 Aa 7,1 +£0,06 Aa 6,7+0,02 Ab 0,1582
Isaria sp. IBCB 394 6,8 £ 0,10 Ab 6,8 £ 0,08 Aa 7,0£0,01 Aa 6,7+0,22 Ab 0,6595

p 0,0108 0,0047 0,0002 0,0431

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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AlteragOes na qualidade do hospedeiro podem acelerar ou retardar o
periodo ovo adulto do parasitoide (VINSON, 1997). A reducéo pode ser entendida
como benéfica, pois um periodo ovo-adulto menor denota maior namero de
geracdes em um mesmo periodo de tempo, provocando maior taxa de parasitismo,
além de potencializar o controle no campo (BUENO et al., 2009). Contudo, periodo
ovo-adulto menor pode fazer com que ocorra a emergéncia de insetos deformados,
que podem apresentar menor vigor (capacidade de parasitismo) e menor
longevidade. Segundo Desneux; Decourtye; Delpuech (2007), o menor vigor e
malformacdes podem ocorrer em inimigos naturais apos exposi¢ao a inseticidas.

Segundo Sosa-Gémez; Pereira; Alves (1998) seria logico inferir que
um parasitéide que se desenvolve dentro de um hospedeiro infectado por
entomopatdégeno fosse afetado pela disfuncdo metabdlica deste, podendo impedir o
desenvolvimento do parasitoide. No entanto, estes autores comentam que em
muitos casos 0 parasitéide continua seu desenvolvimento normalmente, sem ser
afetado pelo entomopatégeno.

Verificou-se que todos os isolados provocaram interferéncia na
longevidade de fémeas e machos de T. pretiosum. No entanto, o Unico isolado a
induzir diferencas na longevidade, quando pulverizado sobre as fases de
desenvolvimento, foi B. bassiana Unioeste 47. Na pulverizacéo realizada na fase de
ovo-larva (24 h) os adultos emergidos apresentaram maior longevidade (2,5 dias),
provavelmente estando relacionado as demais aplica¢des coincidirem com a fase de
pré-pupa (1,8 dias), pupa (1,7 dias) e emergéncia (1,9 dias), visto que estas sédo as
fases mais proximas da emergéncia e permitem que o parasitdide que esta
emergindo entre em contato com o isolado, que ainda pode estar viavel,
contaminando T. pretiosum e reduzindo seu tempo de vida (Tabela ), 0 mesmo

ocorreu para a longevidade dos machos.
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Tabela 4.5 — Longevidade (+ EP) de fémeas e machos de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella, pulverizados
com fungos entomopatogénicos em diferentes tempos apds o parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Longevidade Fémeas de T. pretiosum

Tratamentos 24h 72h 144h 168h 0
Ovo-larva Pré-pupa Pupa Emergéncia
Testemunha 2,5+0,15 Aa 2,1+0,14 Aa 2,3+0,13 Aa 2,5+0,07 Aa 0,0511
B. bassiana Unioeste 47 2,5+0,07 Aa 1,8+0,11 Ba 1,7+0,12 Bb 1,9+0,06 Ba 0,0001
B. bassiana Unioeste 57 1,7+0,21 Ab 1,8 £0,11 Aa 1,9+0,12 Aa 1,8+£0,14 Ab 0,9805
M. anisopliae Unioeste 43 1,7+0,13 Ab 1,8+£0,11 Aa 1,6 +£0,13 Ab 1,8+£0,12 Ab 0,6038
M. anisopliae Esalq 09 1,5+0,12 Ab 1,6 £0,12 Ab 1,7 +£0,06 Ab 1,7+£0,09 Ab 0,3093
Isaria sp. IBCB 367 1,4+0,17 Ab 1,1+0,05 Ab 1,4 +0,22 Ab 1,1+0,01 Ab 0,2068
Isaria sp. IBCB 394 1,2+0,13 Ac 1,2 +0,06 Ab 1,1 +0,06 Ab 1,2+0,11 Ab 0,7442
p 0,0001 0,0048 0,0006 0,0001
Longevidade Machos de T. pretiosum
Tratamentos 24h 72h 144h 168h 0
Ovo-larva Pré-pupa Pupa Emergéncia
Testemunha 2,3+£0,11 Aa 2,0 £0,06 Aa 2,0+£0,08 Aa 2,3+£0,08 Aa 0,0506
B. bassiana Unioeste 47 2,5+0,11 Aa 1,7+0,10 Bb 1,7 +0,10 Ba 1,9+0,08Bb 0,0001
B. bassiana Unioeste 57 1,5+0,11 Ab 1,6 +0,14 Ab 1,7 +0,13 Aa 16+0,13 Ab 0,4863
M. anisopliae Unioeste 43 1,6 +0,15 Ab 1,5+0,14 Ab 1,2+0,14 Ab 1,7+0,14 Ab 0,1821
M. anisopliae Esalq 09 1,5+0,15 Ab 1,7+0,08 Ab 1,5+0,10 Ab 1,4+0,11 Ab 0,4212
Isaria sp. IBCB 367 1,1 +0,04 Ac 1,4+0,12 Ab 1,1 +0,10 Ab 1,1+0,06 Ac 0,0728
Isaria sp. IBCB 394 1,3+0,15 Ac 1,5+0,13 Ab 1,2 +0,06 Ab 1,3+0,13 Ab 0,1901
p 0,0002 0,0011 0,0006 0,0001

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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No processo de emergéncia, o corpo de T. pretiosum entra em
contado com a superficie do ovo do hospedeiro, que pode ainda conter conidios
viaveis e contaminar o parasitoide via oral. Caso isso ocorra, a menor longevidade
poderia estar associada a morte por liberagdo de toxinas desses fungos, sobre a
digestdo de T. pretiosum. Este fato foi observado por Lacey; Lacey; Roberts (1988)
em larvas de Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) contaminadas por M.
anisopliae. Segundo Desneux; Decourtye; Delpuech (2007) a redugdo na
longevidade pode ser considerada um efeito subletal, sendo que em muitos casos
verificou-se que esta reducdo esteve relacionada a diminuicdo no periodo ovo-

adulto.

4.4.2 Acéo de Fungos Entomopatogénicos, Aplicados em Ovos de Anagasta

kuehniella, Previamente ao Parasitismo por Trichogramma pretiosum

Os isolados B. bassiana Unioeste 57 e Isaria sp. IBCB 367, na
superficie dos ovos, ndo interferiram no parasitismo de T. pretiosum, quando
pulverizados em diferentes tempos previamente ao parasitismo (Tabela 4.6). Os
ovos de A. kuehniella pulverizados com os isolados M. anisopliae Unioeste 43 e B.
bassiana Unioeste 47 foram mais parasitados nas aplicacdes as 72 h (20,2 e 28,6
ovos parasitados, respectivamente) e menos (repeléncia) quando aplicados as 0 h
(8,4 e 5,3 ovos parasitados, respectivamente). Ovos de A. kuehniella pulverizados
com Isaria sp. IBCB 394 e M. anisopliae Esalq 09 apresentaram maior numero de
ovos parasitados quando pulverizados as 0 h (25,2 e 24,3 respectivamente) e o

menor as 96 (6,4) e 72 h (6,2), respectivamente.
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Tabela 4.6 — Numero de ovos (+ EP) de Anagasta kuehniella parasitados por Trichogramma pretiosum, pulverizados com fungos

entomopatogénicos em diferentes tempos previamente ao parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Numero de ovos parasitados por T. pretiosum®

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h p
Testemunha 8,6 £ 2,64 Aab 10,1 + 5,03 Aab 15,2 + 3,77 Aab 14,8 + 3,61 Aab 16,8 £ 2,32 Aa 0,2526
B. bassiana Unioeste 47 5,3+2,03Bb 13,5+3,94 ABab 19,8+ 6,37 ABa 28,6 £ 4,10 Aa 4,5+2,03Bb 0,0002
B. bassiana Unioeste 57 11,3 £ 3,25 Aab 6,3+ 2,84 Ab 7,7+ 2,99 Ab 6,2 £ 2,26 Ab 7,7+2,26 Ab 0,7394
M. anisopliae Unioeste 43 8,4 £ 2,24 Bab 18,5 + 3,41 ABa 17,5+ 2,33 ABa 20,2+1,48 Aa 18,4 + 4,83 ABa 0,0054
M. anisopliae Esalq 09 24,3 £ 3,57 Aa 18,5 + 3,41ABa 14,4 + 3,48 ABab 6,2 +2,60 Bb 12,5+4,80 ABab 0,0124
Isaria sp. IBCB 367 51+1,73 Ab 12,6 + 2,36 Aab 9,0 £2,34 Ab 12,4 + 3,33 Aab 14,8 + 4,48 Aab 0,2046
Isaria sp. IBCB 394 25,2 + 4,96 Aa 12,9+1,66 ABab 19,0 + 4,01 ABa 18,1 + 2,44 ABab 6,4+2,10 Bb 0,0001

p 0,0001 0,0014 0,0138 0,0008 0,0828

"Numero médio de ovos com caracteristica de parasitismo — ovos enegrecidos.
Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).



92

Comparando-se os isolados dentro de cada tempo, verificou-se que
para 0 h, B. bassiana Unioeste 47 e Isaria sp. IBCB 367 foram 0s que provocaram
maior repeléncia (5,3 e 5,1 ovos parasitados, respectivamente), enquanto M.
anisopliae Esalqg 09 e Isaria sp. IBCB 394 né&o provocaram repeléncia, sendo 24,3 e
25,2 ovos parasitados em média (Tabela 4.6). B. bassiana Unioeste 57 pulverizado
no tempo de 24 h foi o isolado que provocou maior repeléncia (6,3 ovos
parasitados), sendo que o0 mesmo ocorreu nos tempos de 48, 72 e 96 h. Contudo, os
isolados de M. anisopliae (Unioeste 43 e Esalq 09) pulverizados no tempo de 24 h
nao provocaram repeléncia ao parasitismo de T. pretiosum (18,5 ovos parasitados
em ambos).

Quando a pulverizacdo foi realizada no tempo de 48 h, o isolado
Isaria sp. IBCB 367 provocou tanta repeléncia quanto o isolado B. bassiana Unioeste
57, respectivamente 9,0 e 7,7 ovos parasitados. Entretanto, B. bassiana Unioeste 47
e M. anisopliae Unioeste 43 foram os que provocaram menor repeléncia, 19,8 e 17,5
ovos parasitados, respectivamente. Os isolados B. bassiana Unioeste 47 e M.
anisopliae Unioeste 43 foram 0s que provocaram menor repeléncia (28,6 e 20,2
ovos parasitados, respectivamente) as 72 h, ao contrario do isolado B. bassiana
Unioeste 57 e do isolado M. anisopliae Esalqg 09, ambos com 6,2 ovos parasitados.
Quando a pulverizacdo ocorreu as 96 h, os isolados Unioeste 57, Unioeste 47 e
IBCB 394 provocaram as maiores repeléncias com 7,7, 4,5 e 6,4 ovos parasitados,
respectivamente.

A repeléncia provocada pelos fungos entomopatogénicos ao
parasitismo de T. pretiosum pode estar relacionada a capacidade deste parasitéide
identificar substancias téxicas sobre a superficie dos ovos do hospedeiro, atraves do
tateamento realizado com as antenas. ldentificando as substancias toxicas, a fémea
pode rejeitar o ovo do hospedeiro ou pode, ainda, fazer a mensuracéo da qualidade
nutricional através da insercdo do ovipositor e, caso apresente valor nutricional
adequado, o parasitéide podera efetuar a postura. As substancias toxicas dos
fungos entomopatogénicos poderiam estar relacionadas as toxinas presentes nas
suspensfes que, durante o processo de raspagem do meio de cultura, para
obtencéo dos conidios, teriam sido coletadas juntamente com partes do fungo, como

micélio e toxinas (exotoxinas). Essa suspensao, entdo pulverizada sobre os ovos do
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hospedeiro, passa a ter papel ainda mais importante na repeléncia causada ao
parasitoide.

Muitas pesquisas tém sido realizadas a fim de verificar o
comportamento de oviposicdo de parasitéides em ovos de hospedeiros pulverizados
com inseticidas, sendo escassos os trabalhos realizados a fim de verificar o
comportamento dos parasitdides em ovos do hospedeiro com presenca de fungos
entomopatogénicos.

Em relacdo a porcentagem de adultos de T. pretiosum emergidos de
ovos pulverizados, comparando-se os isolados, verificou-se que o Unico que reduziu
a emergéncia foi B. bassiana Unioeste 47, pulverizado 96 horas previamente ao
parasitismo (Tabela 4.7). No entanto, comparando os tempos de pulverizacdo, 0s
isolados de B. bassiana e de M. anisopliae interferiram na emergéncia de T.
pretiosum, com excecao do tempo 0 h. Entre os isolados de B. bassiana, Unioeste
47 reduziu a emergéncia quando pulverizado no tempo de 96 h (1,9%), enquanto
Unioeste 57 causou reducdo nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h. Para os isolados de
M. anisopliae, Unioeste 43 reduziu a emergéncia quando pulverizado nos tempos de
48 e 72 h e Esalq 09 nos tempos de 24 e 48 h.
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Tabela 4.7 — Porcentagem (+ EP) de adultos de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella pulverizados com
fungos entomopatogénicos em diferentes tempos previamente ao parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Emergéncia de T. pretiosum®

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h p
Testemunha 78,2+3,42 Aa 78,9 +6,44 Aa 50,9+2,27Aa 46,6 +4,13 Aa 57,4 +4,12 Aa 0,1873
B. bassiana Unioeste 47 88,1+4,96 Aa 71,0+3,58 Aa 43,1+3,31 ABa 36,9+3,22ABa 1,9+0,50Bb 0,0039
B. bassiana Unioeste 57 82,2+3,27 Aa 49,9+7,25Ba 349+275Ba 47,7+ 4,01Ba 43,4 £ 4,50 Ba 0,0057
M. anisopliae Unioeste 43 83,7 +5,06 Aa 71,3+6,60 ABa 34,6+2,33Ba 39,5+3,46Ba 64,2 +2,27 ABa 0,0036
M. anisopliae Esalq 09 76,1 +2,01 Aa 44,7 +4,30 Ba 47,4+292Ba 63,8+ 6,13ABa 56,0+3,67ABa 0,0107
Isaria sp. IBCB 367 71,9+3,00 Aa 51,9+3,98Aa 61,6 +4,30Aa 52,9+5,01Aa 53,0 £ 6,14 Aa 0,3017
Isaria sp. IBCB 394 77,7+255Aa 63,3+3,99 Aa 53,4+354Aa 51,9+ 445Aa 54,9 +5,81 Aa 0,6340
P 0,0883 0,3968 0,4264 0,7148 0,0461

1 Porcentagem média de emergéncia, obtida pela formula: Pe = :_— % 100, onde Fe = Porcentagem de emergéncia, T¢ = Total de emergidos, To = Total de

ovos parasitados

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e letra mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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Em trabalhos realizados com inseticidas por Foerster (2002), este
verificou reducdo na emergéncia de Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera:
Scelionidae) emergidos de ovos de Nezara viridula L. (Hemiptera: Pentatomidae)
tratados um e trés dias previamente ao parasitismo. O percentual de emergéncia
dos ovos parasitados indica se o hospedeiro é satisfatério para o parasitdide
completar seu desenvolvimento, sendo que baixas taxas podem prejudicar o
programa de controle biologico (BUENO et al.,, 2009). Dessa forma, poderia ser
inferido que os isolados aplicados previamente teriam afetado o hospedeiro,
tornando-o inapropriado ao desenvolvimento de T. pretiosum. Porém, outro fator a
ser considerado é a idade do ovo do hospedeiro oferecido ao parasitéide que, no
presente trabalho, apresenava 96 h, e que pode ser um fator importante, pois o seu
armazenamento pode o tornar inadequado ao parasitismo.

No parametro razao sexual, os isolados B. bassiana Unioeste 57, M.
anisopliae Unioeste 43, M. anisopliae Esalq 09 e Isaria sp. IBCB 394, pulverizados
em diferentes tempos previamente ao parasitismo, ndo interferiram. Contudo, os
isolados B. bassiana Unioeste 47 e Isaria sp. IBCB 367 interferiram na razdo sexual
guando pulverizados 48 h previamente ao parasitismo e quando comparados aos
demais tratamentos (razéo sexual de 0,4 para ambos) (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8 — Razado sexual (x EP) de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella pulverizados com fungos

entomopatogénicos em diferentes tempos previamente ao parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Raz&o Sexual de T. pretiosum®

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h p
Testemunha 0,8 +0,17 Aa 0,7+0,10Aa 0,7+0,15 Aa 0,7 £0,09 Aa 0,6 +£0,05 Aa 0,5406
B. bassiana Unioeste 47 0,7 +0,16 Aa 06+0,08Aa 0,4+0,14Bb 0,5+0,04 ABa 0,8+0,01 Aa 0,0581
B. bassiana Unioeste 57 0,8+0,19 Aa 06+0,14Aa 0,6+0,16 Aab 0,7+0,09 Aa 0,7 £0,02 Aa 0,3223
M. anisopliae Unioeste 43 0,6 £0,11 Aa 0,6+0,06 Aa 05+0,09Aab 0,6+0,12 Aa 0,5+0,07 Aa 0,9727
M. anisopliae Esalq 09 0,6 0,02 Aa 0,6 0,12 Aa 0,7 £0,04 Aa 0,7 +0,08 Aa 0,8 £0,08 Aa 0,3544
Isaria sp. IBCB 367 0,7 £0,20 Aa 06+0,07Aa 0,4+0,09Bb 0,6 +0,06 Aa 0,6 £0,013 Aa 0,6899
Isaria sp. IBCB 394 0,6 +0,03 Aa 0,7+0,13Aa 0,7+£0,02 Aa 0,7+0,06 Aa 0,7 £0,16 Aa 0,6579

p 0,3786 0,8973 0,0463 0,3407 0,1310

1 A razdo sexual foi obtida pela formula & = - —

+Td’

onde A= raz&o sexual, T= = total de fémeas emergidas, T= = total de machos emergidos.
Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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A fémea de T. pretiosum que efetuou o parasitismo nos ovos de A.
kuehniella tratados com os isolados Unioeste 47 e IBCB 367, no tempo de 48 horas,
pode ter analisado o valor nutricional do ovo, e por este néo ter qualidade nutricional
adequada, a mesma fazer a postura de parasitdides do sexo masculino, que sao
menos exigentes nutricionalmente (VINSON, 1997). Os ovos fertilizados de T.
pretiosum déo origem as fémeas, enquanto os ovos nao fertilizados dao origem aos
machos, sendo esse comportamento de fertilizagdo é controlado voluntariamente
pela fémea. Assim, considerando-se que o tempo meédio para a germinacao do
conidio, formacdo do apressoério e a liberacdo de enzimas de degradacdo para a
penetracdo do fungo no inseto é de, aproximadamente, 48 h (ALVES, 1998), a
presenca do fungo pode ser detectada pela fémea como uma interferéncia no valor
nutricional ou mesmo uma substancia toxica, justificando o resultado obtido com os
isolados Unioeste 47 e IBCB 367.

A reducado na razdo sexual torna-se prejudicial em um programa de
controle biolégico, jA que o numero de machos passa a ser maior e estes néo
parasitam ovos da praga, ou seja, ocorre também interferéncia no numero de
emergidos da préxima geracao.

Analisando o periodo ovo-adulto de fémeas de T. pretiosum o Unico
isolado a ndo provocar alteracdo nesse parametro foi B. bassiana Unioeste 47,
enquanto que para os machos apenas o isolado Isaria sp. IBCB 394 reduziu o
periodo, quando pulverizado no tempo de 0 e 48 h previamente ao parasitismo.
Comparando-se os isolados, B. bassiana Unioeste 57, M. anisopliae Unioeste 43,
Isaria IBCB 367 e Isaria IBCB 394 alteraram o periodo ovo-adulto de fémeas em
pelo menos um dos tratamentos, enquanto no periodo dos machos os isolados B.
bassiana Unioeste 47, B. bassiana Unioeste 57, M. anisopliae Unioeste 43 e Isaria

sp. IBCB 394 alteraram o periodo, aumentando ou reduzindo (Tabela 4.9).
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Tabela 4.9 — Periodo ovo-adulto (x EP) de fémeas e machos de Trichogramma pretiosum desenvolvidos em ovos de Anagasta kuehniella
tratados com fungos entomopatogénicos em diferentes tempos previamente ao parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Periodo ovo-adulto de fémeas de T. pretiosum

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h p
Testemunha 76+0,18Aab 7,1+031Aab 7,4%+032Aab 7,9+0,13Aab 7,5+0,30 Aab 0,0756
B. bassiana Unioeste 47 76+049Aab 7,4+027Aab 83+025Aa 7,6+0,34Aab 8,3+0,33 Aa 0,2500
B. bassiana Unioeste 57 7,8+0,42 ABab 6,1+0,43Bb 8,1+0,03 Aab 8,5+0,32 Aa 8,4+0,19 Aa 0,0413
M. anisopliae Unioeste 43 6,9 +£0,63 Ab 6,7+0,19 ABab 7,5+0,43 Aab 7,3% 0,13 Ab 6,5+ 0,29 Bab 0,0268
M. anisopliae Esalq 09 74+007Bab 7,2+0,24Bab 8,2+0,07Aab 75+039ABab 7,5+0,14 ABab 0,0174
Isaria sp. IBCB 367 8,2 £0,40 Aa 7,7+0,17 Aab 6,8+0,13ABb 8,3+0,31Aab 5,9+0,44Bb 0,0141
Isaria sp. IBCB 394 6,7 £0,14 Bb 8,6 +0,20 Aa 7,0+£0,08Bab 8,0+0,35ABab 8,0+0,05ABab 0,0025

p 0,0283 0,0069 0,0133 0,0055 0,0007
Periodo ovo-adulto de fémeas de T. pretiosum

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h p
Testemunha 7,5+0,20 Aa 7,2+0,11 Aab 78+£0,40 Aa 7,9+0,12 Aab 7,6 £0,47 Aab 0,3148
B. bassiana Unioeste 47 7,4+£0,14 Aa 73+054Aab 75+039Aa 7,5+0,33Ab 8,0 £0,10 Aab 0,1004
B. bassiana Unioeste 57 7,8 £0,51 Aa 6,6 +0,24 Ab 78+0,17Aa 8,3+0,33 Aa 8,2 £0,40 Aa 0,0549
M. anisopliae Unioeste 43 7,1+£0,62 Aa 6,9+0,17 Ab 6,9+054Aa 7,9+0,30Aab 6,3+0,24 Ab 0,0573
M. anisopliae Esalq 09 7,8 £0,21 Aa 720,26 Aab 7,3+0,25Aa 8,1%0,31Aa 7,0 £0,27 Aab 0,1694
Isaria sp. IBCB 367 7,7+0,25 Aa 7,6 £0,20 Aa 75+0,04 Aa 8,4+0,20 Aa 7,3 £0,40 Aab 0,1210
Isaria sp. IBCB 394 6,8 £ 0,15 Ba 8,3+0,13 Aa 6,7+0,21Ba 7,2+0,12ABb 8,1+0,29 Aa 0,0080

p 0,1015 0,0255 0,0762 0,0294 0,0124

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e minidscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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A pulverizagdo dos ovos com alguns isolados promoveu um
aumento no periodo ovo-adulto o que pode ser considerado negativo, pois reduz o
namero de geracdes acarretando um menor parasitismo. A longevidade de fémeas e
machos de T. pretiosum emergidos de ovos de A. kueniella pulverizados com os
isolados em diferentes tempos previamente ao parasitismo nao foi influenciada por
nenhum dos isolados em nenhum dos tempos de pulverizacdo (Tabela 4.10). A ndo
interferéncia na longevidade é um fator importante a ser considerado, pois fémeas
com menor longevidade podem parasitar menor numero de ovos do hospedeiro e

assim resultam em menor efici€ncia de controle.
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Tabela 4.10 — Longevidade (+ EP) de fémeas e machos de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Anagasta kuehniella pulverizados

com fungos entomopatogénicos em diferentes tempos previamente ao parasitismo, (26 + 2 °C e 14 horas de fotofase).

Longevidade de fémeas de T. pretiosum

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h p
Testemunha 1,06 +0,47 Aa 1,29+0,10 Aa 1,21+0,02Aa 1,43+0,08Aa 1,55+0,19 Aa 0,1023
B. bassiana Unioeste 47 1,37+0,18 Aa 1,37 +0,10 Aa 1,00£0,01Aa 131+0,06 Aa 1,00+0,01Aa 0,0988
B. bassiana Unioeste 57 1,43+0,20Aa 1,02+0,02 Aa 1,40+0,21 Aa 1,34+ 0,24Aa 1,35%0,04 Aa 0,2499
M. anisopliae Unioeste 43 1,31+0,16 Aa 1,39 +£0,07 Aa 1,28+0,10Aa 1,46+ 0,12Aa 1,46*0,07 Aa 0,5729
M. anisopliae Esalq 09 1,58+0,09 Aa 1,35%+0,09 Aa 1,22+0,07Aa 124+0,08Aa 1,58+0,10 Aa 0,0521
Isaria sp. IBCB 367 1,22+0,22Aa 1,13+0,13 Aa 1,30+0,20Aa 1,42+0,11Aa 1,31+0,08Aa 0,5171
Isaria sp. IBCB 394 1,47 +0,07 Aa 1,13+0,07 Aa 1,15+0,15Aa 1,15+0,05Aa 1,17%0,12 Aa 0,0586

p 0,3137 0,0633 0,1954 0,2609 0,0574
Longevidade de machos de T. pretiosum

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h p
Testemunha 1,20+0,14 Aa 1,35+0,21 Aa 1,45+0,12 Aa 1,55+0,10 Aa 1,41+0,21 Aa 0,1935
B. bassiana Unioeste 47 1,49+0,08Aa 1,35%+0,11 Aa 1,35+0,04 Aa 1,63+0,06 Aa 1,30%0,02 Aa 0,0128
B. bassiana Unioeste 57 1,22+0,19Aa 1,51+0,14 Aa 1,200,011 Aa 1,39+0,31Aa 1,22+0,22 Aa 0,3184
M. anisopliae Unioeste 43 1,28+0,12Aa 1,58+0,17 Aa 1,24+0,08Aa 1,43+0,19Aa 1,50+0,09 Aa 0,3531
M. anisopliae Esalq 09 143+0,15Aa 1,50%+0,17 Aa 1,24+0,19Aa 1,19+ 0,08 Aa 1,06 +0,15 Aa 0,1074
Isaria sp. IBCB 367 1,43+0,21 Aa 1,26+0,11 Aa 1,46 +0,21Aa 141+0,12Aa 1,46%0,18 Aa 0,5184
Isaria sp. IBCB 394 1,46 +0,05Aa 1,13+0,13 Aa 1,40+0,08Aa 1,18+ 0,08 Aa 1,34+0,10 Aa 0,2095

p 0,6565 0,2222 0,2204 0,1705 0,4072

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e minidscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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4.4.3 Observacdes ao Microscopio Eletronico de Varredura (MEV)

Verificou-se a presenca de conidios aderidos ao corpo de T.
pretiosum, exceto nos insetos emergidos de ovos pulverizados com o isolado
Unioeste 43. Observaram-se conidios, na maioria das vezes, em dobras das asas,
nas membranas intersegmentais, abaixo das mandibulas, na articulacdo interna
entre torax/coxa e coxal/fémur, e nas suturas (Figura 4.1). A preseca de conidios
nestas areas pode estar relacionada ao comportamento de limpeza “self-grooming”
presente neste parasitéide, que, quando detecta microrganismos ou substancias
téxicas no corpo, diminui o parasitismo usando esse tempo para fazer a limpeza, o
gue poderia ter ocorrido com T. pretiosum em contato com os isolados, onde os
conidios observados se encontram em regides dificeis de realizar a limpeza.

O comportamento de limpeza associado a diminuicdo na mobilidade
do parasitéide reflete uma irritacdo dos quimioreceptores presentes na superficie do
corpo do inseto (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). Em seu
comportamento de limpeza, observado quando se manipula o parasitdide, este fica
constantemente esfregando as pernas sobre a cabeca, asas e abdome, de forma
que, removendo os conidios, tenha evitado a infeccdo. Ainda conforme os autores, 0
efeito irritante também pode induzir o parasitdide a caminhar para fora da area
tratada, o que pode contribuir para uma menor quantidade de conidios que aderem a

superficie do corpo de T. pretiosum.
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Figura4.1 — Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV). A) B. bassiana Unioeste 47,
conidios aderidos a mandibula e B) conidios aderidos a regido ventral da
cabecga; C) B. bassiana Unioeste 57 conidio aderido ao torax ventral; D) M.
anisopliae Esalg 09, conidios aderidos a dobra da asa; E) Isaria sp. IBCB
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367, conidios aderidos a regido intersegmentar; F) Isaria sp. IBCB 394
conidios aderidos a dobra da asa abaixo do sensilo tricéideo.
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4.4.4 Analises Histoldgicas de Trichogramma pretiosum

Observou-se na histologia das fases imaturas de T. pretiosum,
obtidas do experimento 4.3.4, que indiferentemente do isolado e indiferente do
estagio de desenvolvimento do parasitoide, ndo houve indicios de infecgdo por
fungos entomopatogénicos nos diferentes tecidos analisados, o que pode significar
que eles ndo penetram no parasitbéide (Figura 4.2). Contudo, isso ndo pode
confirmar que o entomopatdgeno ndo tenha penetrado no ovo do hospedeiro e
interferido no desenvolvimento do parasitéide, pois altera¢cées no periodo ovo-adulto
e na emergéncia foram verificadas, o que poderia ser relacionado com um déficit de
nutrientes no hopedeiro, utilizado pelo entomopatogeno.

Foram verificados ovos de Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera:
Crambidae) infectados por M. anisopliae, que levou, em meédia, 3,72 dias para
colonizar os ovos e matar 50% desse inseto (ALMEIDA et al., 1982a; 1982b). Desse
modo, os autores inferem que os fungos tém capacidade de penetrar no ovo desse
inseto, atravessando o corion, o que também poderia ocorrer em ovos de A.
kueniella. No entanto, muitos fungos ndo germinam por causa da auséncia de uma
ou mais substancias necessarias, que é variavel de hospedeiro para hospedeiro,
podendo ainda ser hospedeiro-especifico (LEGER, 1993).

Com o exposto, pode-se inferir que os isolados nao interferiram
diretamente nos parametros biolégicos estudados, comprovado pelas andlises
histol6gicas das fases de pré-pupa, pupa e emergéncia (Figura). Entretanto, se o
isolado penetrou no ovo do hospedeiro e provocou alguma alteracéo na fase de ovo-
larva (antes do ovo do hospedeiro tornar-se enegrecido), ndo pode ser mensurado
no presente trabalho, pois nessa etapa o ovo nao apresenta indicios de parasitismo
e, portanto, ndo foi selecionado para as analises histoldgicas.
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Microscopia de Luz. Andlise histolégica de ovos de Anagasta kuehniella
parasitados por Trichogramma pretiosum, mas que nao apresentaram a
emergéncia do parasitoide. Estruturas histolégicas observadas e indicadas:
a) corion dos ovos do hospedeiro (A. kuheniella). b) cabeca, c) térax e d)
abdome de T. pretiosum em fase embrionaria. Tratamentos: A) Testemunha
— fase pré-pupa. B) Testemunha — fase pupa/emergéncia. C) M. anisopliae
Unioeste 43. D) M. anisopliae Esalq 09. E) B. bassiana Unioeste 47.
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Apesar de ndo ser observada a penetracdo de fungos no ovo do
hospedeiro, alguns inseticidas tém essa capacidade, atravessando o coérion e
interferindo no desenvolvimento do parasitdide (MOURA et al., 2006). Ovos de A.
kuehniella sdo mais resistentes a contaminacédo e penetracdo por produtos a base
de Asteraceae (plantas inseticidas), quando comparados a ovos de S. frugiperda,
(Tavares et al., 2009). Essa caracteristica pode ser estendida a fungos
entomopatogénicos, mas para confirmar ou refutar esta hipotese trabalhos futuros,
de analise histoldgica deste hospedeiro, devem ser desenvolvidos.

Apesar de serem observadas alteragdes na porcentagem de adultos
emergidos, no periodo ovo-adulto, na longevidade e na razdo sexual, quando
diferentes produtos sdo aplicados, e dessas alteracbes serem importantes, as
alteracbes observadas em muitos parametros biolégicos apresentaram pouca
variacdo, demonstrando que o0 parasitdide estd protegido ou tem baixa
suscetibilidade aos fungos entomopatogonicos. A protecédo pode estar relacionada
ao fato da fase embrionaria estar protegida por dois corions, e as fases de pré-pupa
e pupa, protegidas pelo cérion do ovo do hospedeiro.

Porém, diferengas entre os isolados também foram observadas.
Essas diferengcas estdo relacionadas a variabilidade genética dos isolados, as
toxinas e enzimas especificas produzidas por cada um desses e a patogenicidade,
sendo a germinacao do fungo na superficie do ovo, e a producdo de metabdlitos,
outros fatores a serem considerados (LEGER; COOPER; CHARNLEY, 1986;
HAJEK; LEGER, 1994). Assim, nas estratégias em que se usam agentes de controle
biologico e isolados, as pulverizacbes espacadas devem ser levadas em conta,
devido aos efeitos subletais que podem ocorrer. No entanto, comparando-se 0s
efeitos observados na interacdo fungos entomopatogénicos e T. pretiosum, estes

foram minimos, podendo classificar os entomopatégenos como seletivos.
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4.5 CONCLUSOES

Todos os isolados de fungos entomopatogénicos provocaram
interferéncias nos parametros analisados, em especial quando aplicados
previamente ao parasitismo, porém, essas interferéncias foram minimas quando
comparadas as provocadas por inseticidas. Assim, T. pretiosum e fungos
entomopatogénicos podem ser utilizados na mesma cultura, no entanto, deve-se
considerar a aplicacdo dos isolados apoés a liberacdo de T. pretiosum, a fim de evitar

a repeléncia provocada por esses fungos ao parasitismo.
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5 ARTIGO C - VIRULENCIA DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS A NINFAS
DE MOSCA BRANCA Bemisia tabaci. (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE)

5.1 RESumO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade e a viruléncia dos isolados de
Beauveria bassiana (Unioeste 47 e Unioeste 57), Metarhizium anisopliae (Unioeste
43 e Esalq 09) e Isaria sp. (IBCB 367 e IBCB 394) a Bemisia tabaci. Suspensodes
dos isolados (1,0x10° conidios/mL) foram pulverizadas sobre ninfas de 32 instar

aderidas as folhas de couve. Para cada tratamento foram realizadas quatro
repeticbes, com 20 insetos cada. A testemunha constou de &agua destilada
esterilizada + Tween® 80 (0,01%). Avaliou-se o nimero de ninfas mortas durante
sete dias, posteriormente, mantidas em camara Umida. Para a estimativa da
concentracdo letal média (ClLsy) as suspensdes dos isolados, 1,0x10° 1,0x10°,
1,0x10°, 1,0x10° e 1,0x10° conidios/mL, foram pulverizadas sobre ninfas de 3°
instar. Avaliou-se o numero de ninfas com mortalidade confirmada. Os isolados B.
bassiana Unioeste 47 (84,1%) e Isaria sp. IBCB 367 (98,6%) nao diferiram
estatisticamente entre si, provocando os maiores indices de mortalidade, enquanto o
isolado M. anisopliae Esalg 09 provocou a menor mortalidade confirmada (23,2%). A
ClLso dos isolados de B. bassiana ficou entre 1,8x10°> e 4,1x10° conidios/mL

(Unioeste 57 e Unioeste 47, respectivamente). Dentre os isolados de M. anisopliae,
Esalqg 09 apresentou maior Clsy (7,8%10% conidios/mL), enquanto Unioeste 43

esteve entre as menores (4,3x10° conidios/mL). Os isolados de lIsaria sp.
apresentaram Clso de 2,5x10° e 3,1x10° conidios/mL (IBCB 367 e IBCB 394,

respectivamente). Neste sentido, os isolados B. bassiana Unioeste 47 e Isaria sp.
IBCB 367 sao recomendados para controle de B. tabaci e para futuros trabalhos em
campo.

Palavras-chave:  Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae. Isaria sp.
Patogenicidade. Controle biolégico.

VIRULENCE OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI AGAINST NYMPHS WHITEFLY
Bemisia tabaci (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE)

Abstract

The objective of this study was to evaluate the pathogenicity and virulence of isolates
Beauveria bassiana (Unioeste 47 and Unioeste 57), Metarhizium anisopliae
(Unioeste 43 and Esalq 09) and Isaria sp. (IBCB 367 and IBCB 394) isolates against
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Bemisia tabaci. Suspensions of the isolates (1.0x10° conidia/mL) were sprayed on

third instar nymphs attached to cabbage leaves. It was performed four replicates,
each one with 20 insects, for each treatment. The control consisted of sterile distilled
water + Tween® 80 (0.01%). The number of killed nymphs was evaluated during
seven days, and then they were kept in a moist chamber. To estimate the median
lethal concentration (LCsg), isolates suspensions of 1.0x 10° 1.0x10° 1.0x10’,

1.0x108 and 1,0x10° conidia/mL were sprayed on third instar nymphs. The number

of nymphs with confirmed mortality was evaluated. The isolates B. bassiana Unioeste
47 (84.1%) e lIsaria sp. IBCB 367 (98.6%) did not differ significantly, causing the
highest mortalities. However, the isolate M. anisopliae Esalq 09 caused the lower
confirmed mortality (23,2%). The CLso of the B. bassiana isolates varied from
1.8x10° to 4.1x10° conidia/mL (Unioeste 57 and Unioeste 47, respectively). Among

the isolates of M. anisopliae, Esalg 09 presents the highest LCso value (7,8x10°
conidia/mL), whereas Unioeste 43 presented the lowest LCs (4.3x10° conidia/mL).
The Isaria sp. isolates presented LCso of 2,5x10° and 3,1x10° conidia/mL (IBCB 367
and IBCB 394, respectively). Therefore, B. bassiana Unioeste 47 e Isaria sp. IBCB
367 isolates could be recommended to B. tabaci control and for future field studies.

Keywords: Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae. Isaria sp. Pathogenicity.
Biological control.

5.2 INTRODUGAO

A cultura do tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) tem sido uma
alternativa lucrativa para os produtores (FILGUEIRA, 2003; CAMARGO; CAMARGO
FILHO, 2008). No entanto, sofre com ataques de insetos, como a traca-do-tomateiro
Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) e a mosca-branca Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) (GALLO et al., 2002). A importancia da mosca-branca vem
aumentando consideravelmente nesta cultura, ao contrario da traca, que €
controlada por Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
(ZUCCHI; MONTEIRO, 1997; HAJI et al, 2002), muitas vezes utilizado
concomitantemente com Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Berliner) (HAJI et al.,
2002).

A mosca branca-branca é um inseto polifago ocorrendo nas culturas
do algoddo, meldo, melancia, abdbora, feijdo, batata, hortalicas, ornamentais, soja,
videira, maracuja e tomate (GALLO et a., 2002). No estado do Parana, foram

identificadas os biotipos B. tabaci biotipo A e B. tabaci bidtipo B, sendo que o bidtipo
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A apresenta ampla distribuicdo geografica, enquanto, o biétipo B estd associada a
maior variedade de plantas hospedeiras (MARTINEZ et al., 2000).

Os danos causados pela mosca branca no tomateiro estdo
relacionados ao processo de alimentacdo o qual reduz o vigor da planta, causa
anomalias fisiologicas e deposicdo de grande quantidade de secrecdo acucarada, o
que favorece a ocorréncia de fumagina, além de atuarem como transmissores de
virus (GALLO et al., 2002; FILGUEIRA, 2003).

Para o controle de B. tabaci e B. argentifolli sdo recomendados
inseticidas do grupo dos neonicotindides, tiadiazinona, piretroides, éter
piridiloxipropilico, benzoiluréia e feniltiouréia (PARANA-SEAB, 2010), e, como
estratégia para o controle desta praga na cultura de tomate ha estudos com os
fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Isaria sp. (Wize) Brown
e Smith, Lecanicillium lecanii (Zimm.) Viégas e Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. (WRAIGHT et al., 1998; FARIA; WRAIGHT, 2001; VAZQUEZ-MORENO,
2002; RAMOS et al., 2004).

Segundo Faria; Wraight (2001), os fungos tém capacidade de
suprimir e, muitas vezes, controlar mosca branca, tanto em casa de vegetagéo
quanto em campo. Associado a esta informagado, muitos registros de epizootias de
fungos entomopatogénicos em mosca branca séo relatados, como de Aschersonia
cf. goldiana em B. argentifolli* na cultura da soja no estado de S&o Paulo. Também
na cultura da soja, foram realizadas observacdes e verificada alta incidéncia de L.
lecanii infectando ninfas de B. argentifolli, além de reducdo significativa na
populacdo desta espécie. Isaria fumosorosea também € relatado ocorrendo
naturalmente em ninfas de B. tabaci, sendo este fato relatado como comum na
América do Sul (LOURENQAO; YUKI; ALVES, 1999; LOURENQAO; MIRANDA;
ALVES, 2001; SCORSETTI et al., 2008). A partir de tais relatos, muitos trabalhos
foram realizados com a finalidade de selecionar os isolados mais virulentos, de
varias espécies de fungos entomopatogénicos, para o controle deste inseto.

Assim, na selecdo de isolados de B. bassiana para controle de B.

argentifolli, Vicentini; Faria; Oliveira (2001) verificaram diferencas nas viruléncias dos

Sinonimia de Bemisia tabaci biétipo B, sendo descrito Bemisia argentifolli conforme consta no
manuscrito original, o mesmo procedimento foi adotado para as demais citagées.
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isolados testados em ninfas. Em experimentos de laboratorio, M. anisopliae
provocou 89% de mortalidade em ninfas de 3° instar de B. argentifolli, sendo mais
eficiente que os isolados de B. bassiana e de Isaria fumosorosea (RAMOS et al.,
2004). O desenvolvimento de ninfas e adultos também pode ser comprometido pelos
fungos entomopatogénicos, conforme verificado por Huang et al. (2010), segundo os
quais mal-formacdes nas fases subsequentes de desenvolvimento de B. tabaci
ocorreram quando estas foram pulverizadas com I. fumosorosea no 2° instar.

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
patogenicidade e a viruléncia de isolados dos fungos entomopatogénicos B.
bassiana, M. anisopliae e Isaria sp. a mosca branca Bemisia sp., em condi¢cdes de

laboratorio.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Patogenicidade e Viruléncia dos Fungos Entomopatogénicos a Mosca Branca

Bemisia tabaci.

5.3.1.1 Cultivo de couve Brassica oleracea

O cultivo de couve Brassica oleracea var. georgea foi realizado para
criagdo da mosca branca. Para tal, sementes de couve foram distribuidas em
bandejas de isopor com 128 células, contendo substrato comercial Plantmax, sendo
as bandejas mantidas em casa de vegetacdo por 30 dias, quando foram

transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 3,5 L.

5.3.1.2 Coleta e criacdo de Bemisia tabaci

Ovos, ninfas e adultos de mosca branca foram coletados em cultivo

organico de tomate, no municipio de Marechal Candido Rondon, PR. Estes insetos

foram acondicionados em gaiolas (40 x 40 x 60 cm) contendo uma planta de couve,
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sendo mantidas em casa de vegetacdo, quando necessario, as plantas foram
trocadas para a manutencéo da populacao.

Os exemplares desta espécie foram depositados na colecao
entomologica da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Dois
Vizinhos (UTFPR-DV).

5.3.1.3 Multiplicacéo e preparacao das suspensdes dos isolados

Os isolados utilizados foram das espécies Beauveria bassiana, Isaria
sp. e Metarhizium anisopliae, obtidos dos bancos de entomopatdégenos do
Laboratério de Controle Bioldgico/ Instituto Biologico de Campinas (IBCB),
Laboratorio de Controle Microbiano/ Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ) e do Laboratério de Biotecnologia Agricola/ Universidade Estadual do

Oeste do Parana (Unioeste) (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Isolados de fungos entomopatogénicos utilizados no bioensaio e respectiva
origem
. Hospedeiro original ou .
Isolados Espécie Local de origem
substrato
Unioeste 43 M. anisopliae Hymenoptera: Formicidae S&o Miguel do Iguacu/PR
Unioeste 47 B. bassiana  Hemiptera: Pentatomidae  Primavera do Leste/MT
Unioeste 57 B. bassiana  Hemiptera: Pentatomidae  Primavera do Leste/MT
IBCB 367 Isaria sp. Solo de pastagens Cuiab&d/MT
IBCB 394 Isaria sp. Solo de cana-de-agucar Espirito Sto. do Pinhal/SP
Esalqg 09 M. anisopliae Mahanarva posticata Pernambuco

Os isolados foram multiplicados em placas de Petri em meio de

esporulacdo (M.E.) a temperatura de 26 £ 1 °C e fotofase de 14 h, por 8 dias.
Posteriormente, os conidios foram coletados e armazenados em frascos
esterilizados, em freezer, a temperatura de -10 + 1 °C (ALVES et al., 1998). Os

conidios foram suspensos em 10 mL de &gua destilada esterilizada + Tween® 80
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(0,01%) e agitados em vortex por um minuto, sendo a suspensdo quantificada em

camara de Neubauer, padronizada em 1,0 x 10° conidios/mL. Em seguida, 0,1 mL

da suspensao foram espalhados com alca de Drigalski em placa de Petri contendo
M.E. e, incubadas em camara climatizada (26 + 1 °C; fotofase de 14 h), por oito dias.
Apés a formacdo das colbnias, uma foi repicada para outra placa, obtendo-se a
cultura monosporica, sendo a multiplicagcdo dos isolados monosporicos realizada
conforme descrito anteriormente, e os conidios coletados, armazenados por um
periodo ndo superior a 15 dias.

A partir destes, foram preparadas suspensfées com agua destilada
esterilizada + Tween® 80 (0,01%), agitadas por um minuto em Vértex e quantificadas

em camara de Neubauer, padronizadas em 1,0 x 10° conidios/mL.

5.3.1.4 Patogenicidade de isolados para controle de mosca branca

Para a obtencdo de ninfas de mesmo instar, foram selecionadas
mudas de couve com folhas de aproximadamente 15 cm de comprimento. Em cada

folha foram confinados 30 pares de B. tabaci utilizando-se gaiolas de 12 x 20 cm

confeccionadas com tecido voil. Apés 24 h, os adultos foram retirados e apos 15
dias as folhas foram destacadas da planta e as ninfas de 3° instar foram utilizadas
para 0s bioensaios por serem imoveis, permitindo a manipulacdo das mesmas
(JAMES; BUCKNER; FREEMAN, 2003). As ninfas aderidas as folhas de couve
foram selecionadas com o auxilio de microscopio estereoscépico, sendo feitas
marcacgdes ao lado de cada uma conforme metodologia descrita por James; Jaronski
(2000) e Vicentini; Faria; Oliveira (2001).

As suspensdes dos fungos na concentracdo de 1,0x10° conidios/mL

foram pulverizadas, com auxilio de um aerégrafo Pneumatic Sagyma® acoplado a
uma bomba Fanem® de pressdo constante 1,2 kgflcm (procedimento também
utiizado nos demais testes), sobre as ninfas aderidas as folhas de couve.
Posteriormente, os peciolos das folhas de couve foram imersos em recipientes
plasticos contendo agar-agua (1,5%) para que as folhas se mantivessem turgidas,

(metodologia adaptada de WRAIGHT et al., 2000), sendo os potes revestidos com
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capa de voil, para evitar fuga dos insetos adultos. Para cada tratamento foram
realizadas quatro repeticdes, cada uma contendo 20 insetos. Na testemunha, as
plantas foram pulverizadas somente com &gua destilada esterilizada + Tween® 80
(0,01%). Ap6s o procedimento, os recipientes foram acondicionados em camara
climatizada a 26 + 1 °C e fotofase de 14 h, conforme Vidal; Fargues; Lacey (1997).

Diariamente, avaliou-se o numero de ninfas mortas durante o
periodo de sete dias, conforme Landa et al. (1994) e James; Jaronski (2000). Para
confirmar a mortalidade provocada pelo fungo, os insetos mortos, fixos nas folhas de
couve, foram mantidos nos recipientes plasticos contendo agar-agua, vedados e
acondicionados em camara climatizada a 26 + 1 °C e fotofase de 14 h. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados foram
submetidos a andlise de variancia (teste F), sendo as médias comparadas entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com auxilio do programa estatistico
BioEstat® (AYRES et al., 2003).

5.3.1.5 Estimativa da concentracgdo letal média (CLsp)

Os isolados foram multiplicados conforme metodologia ja descrita, e
foram preparadas suspensdes de conidios nas concentracfes de 1,0x10°, 1,0x10°,
1,0x10°, 1,0x10® e 1,0x10° conidios/mL (metodologia adaptada de QUESADA-
MORAGA et al., 2006), conforme procedimento descrito no item 5.3.1.3. A
mortalidade foi avaliada ao 7° dia e, posteriormente, foi confirmada a mortalidade
conforme descrito no item 5.3.1.4. A fim de estimar a CLsp, 0S dados obtidos foram
submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de
Bartlett, sendo posteriormente ajustados ao modelo Bionomial com funcédo de
ligacdo Probit, os dados ndo ajustados ao modelo Probit foram ajustados ao modelo
Logaritmo de regressdo com auxilio do programa estatistico R® (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2008).
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Patogenicidade de Isolados para Controle de Mosca Branca

Os isolados Isaria sp. IBCB 367 (98,6%) e B. bassiana Unioeste 47
(84,1%) nao diferiram estatisticamente entre si, apresentando os maiores indices de
mortalidade confirmada. No entanto, o isolado M. anisopliae Esalg 09 provocou a
menor mortalidade (23,2%) (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Mortalidade confirmada (%) (+x EP) de Bemisia tabaci pulverizadas com
fungos entomopatogénicos. Temp. 26 + 2°C e 14 horas de fotofase.

Tratamentos Mortalidade Confirmada
B. bassiana Unioeste 47 84,1 +2,39 ab

B. bassiana Unioeste 57 76,8 +7,91 bc

M. anisopliae Unioeste 43 71,0+ 3,54 bc

M. anisopliae Esalq 09 23,2+9,44 d
Isaria sp. IBCB 367 98,6 +1,25a

Isaria sp. IBCB 394 65,2+6,77 ¢

P 0,001

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Isolados de B. bassiana, na concentracdo de 0,6-1,4x10°

conidios/mm?, apresentaram potencial de controle de 90% sobre ninfas de 3° e 4°
instar de B. argentifolli, sete dias apdés a aplicacdo (WRAIGHT et al. 2000). No

entanto, outros isolados de B. bassiana (concentracdo de 1,2x10* conidios/cm?),

provocaram apenas 25,7% de mortalidade em ninfas de 1° instar, desta mesma
espécie (VICENTINI; FARIA; OLIVEIRA, 2001). Este fato poderia estar relacionado a
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suscetibilidade de cada instar das ninfas utilizadas nos respectivos trabalhos. No
entanto, no primeiro trabalho foi utilizado o instar mais suscetivel e o menos
suscetivel, 3% e 4?2 instar, respectivamente, enquanto no segundo trabalho foi
utilizado um instar com suscetibilidade intermediaria, 1° instar, segundo James;
Buckner; Freeman (2003). No presente trabalho, os dados obtidos utilizando ninfas
de 3?2 instar e aplicando o isolado B. bassiana Unioeste 47 se assemelham aos
obtidos por Wraight et al. (2000).

Também estudando a patogenicidade de B. bassiana (6,0x10°

conidios/mL), Saito; Sugiyama (2005) verificaram que cinco dias ap0s a aplicacao do
fungo, 60% das ninfas de 3° instar de B. argentifolli estavam mortas. Contudo, ninfas
deste mesmo instar e desta mesma espécie apresentaram variacées de 2 a 70% na

mortalidade com o isolado de B. bassiana (1,0x10’ conidios/mL) (RAMOS et al.,

2004). Frente a isto, verifica-se que além da variante instar, deve-se analisar a
patogenicidade e a viruléncia dos isolados testados.

Estudos semelhantes foram realizados com B. bassiana (1,0x10°

conidios/mL) que provocou mortalidade em 71,5% das ninfas de 12 instar de B.
tabaci porém, ndo apresentou atividade ovicida (RAMOS et al., 2000). Por outro
lado, Quesada-Moraga et al. (2006) verificaram mortalidade de 77,7% em ninfas de
4° instar dessa espécie, quando pulverizadas com os isolados mais virulentos de B.

bassiana na concentracdo de 1,0x10’ conidios/mL. Mortalidade semelhante foi

obtida por Santiago-Alvarez et al. (2006), quando ninfas de B. tabaci foram
pulverizadas com B. bassiana, ficando entre 68 e 73%. Observou-se que as ninfas
de B. tabaci infectadas por B. bassiana apresentaram coloracdo rosa-avermelhada,
relacionada a presenca de oosporina, substancia que inibe a colonizagéo do inseto
por outro microrganismo, sendo este aspecto também verificado por Wraight et al.
(1998) e Ramos et al. (2004).

No presente trabalho, o isolado M. anisopliae Esalg 09, na

concentracdo de 1,0x10° conidios/mL, provocou a menor mortalidade confirmada
(23,2%). No entanto, este isolado, na concentracdo de 1,0x10° conidios/mL, em

estudos realizados por Ramos et al. (2004), provocou mortalidade em 89% das

ninfas de 3° instar de B. argentifolli. J& o isolado IBCB 367 de Isaria sp. causou
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98,6% de mortalidade em ninfas de 32 instar. Apesar disso, o outro isolado de Isaria
sp., IBCB 394, provocou 65,2% de mortalidade. Em estudos realizados com |I.

fumosorosea na concentracdo de 5,0x10% conidios/cm?, Vidal et al. (1998)

verificaram mortalidade de ninfas de 2° instar de B. argentifolli superior a 70%,
semelhante ao observado por Lacey et al. (1999) (77% de mortalidade em ninfas de
2° instar). No entanto, em ninfas de 3° instar, Ramos et al. (2004) verificaram que |.

fumosorosea foi pouco virulento na concentracéo de 1,0x10’ conidios/mL, aos cinco

dias apds a aplicacdo. Apesar de I. fumosorosea ter se mostrado pouco virulento,
esses autores verificaram que as ninfas foram rapidamente infectadas e mortas, fato
relacionado a germinacdo dos conidios. Conidios de |. fumosorosea apresentam
germinacao significativa sobre B. argentifolli, oito horas apds a aplicacéo, chegando
a 99% de germinacao apos 24 h (LANDA et al., 1994; VEGA; JACKSON; McGUIRE,
1999).

Dados semelhantes aos obtidos no presente trabalho, em que Isaria
sp. IBCB 367 causou 98,6% de mortalidade, foram obtidos por Saito; Sugiyama,

2005, que verificaram que |. fumosorosea (6,0x10° conidios/mL) provocou 98% de

mortalidade em ninfas de 32 instar de B. argentifolli

No presente trabalho, as espécies de fungos entomopatogénicos
gue provocaram os maiores indices de mortalidade confirmada foram Isaria sp. e B.
bassiana, corroborando o estudo de Wraight et al. (2000). A espécie |. fumosorosea
tem como vantagem a germinacdo rapida sobre ninfas de B. argentifolli, quando
comparada a outras espécies de fungos (LANDA et al., 1994), sendo esta habilidade
de germinacao também verificada por Vega, Jackson, McGuire (1999). Os isolados
que apresentam germinagdo mais rapida sdo mais desejaveis para infectar estagios
imaturos, além de ndo correrem o risco de serem eliminados durante a ecdise.

A germinacdo dos conidios parece ser influenciada pelo ambiente
nutricional externo a que o isolado entra em contato (VEGA; JACKSON; McGUIRE,
1999), sendo que o tegumento do inseto pode ser considerado como fonte de
nutrientes pelos isolados (RAMOS et al., 2004). Porém, para que ocorra a
germinacao dos conidios é necessaria a adeséo destes ao inseto. Esse processo €

favorecido pelas propriedades hidrofébicas do conidio (BOUCIAS et al., 1988 apud
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LEITE et al., 2003), que apresentam afinidade a cuticula dos insetos, de composi¢ao
lipidica (GALLO et al., 2002).

A adesdao de conidios de M. anisopliae ocorre, concomitantemente,
com a deposi¢cdo de uma camada de secre¢cdo mucilaginosa para hidratar o conidio,
evitando sua dessecacédo e, melhorando a adesao (LEGER, 1993). Conidios de B.
bassiana se aderem rapidamente em superficies hidrofébicas, no entanto, podem
ser facilmente removidos dessas superficies (HOLDER; KEYHANI, 2005). A mosca-
branca B. argentifolli apresenta na composi¢cdo da sua cuticula, uma espessa
camada de lipidios de cadeia longa e ésteres de cera que podem facilitar a adesdo
dos conidios, como podem ter efeito tdxico ou inibidor sobre estes, atuando como
primeira linha de defesa contra os fungos (BUCKNER; HAGEN; NELSON, 1999
apud JAMES; BUCKNER; FREEMAN, 2003), também podem afetar a germinacao,
apresentando atividade fungistatica (JAMES, BUCKNER, FREEMAN, 2003).

Os acidos graxos que ocorrem sobre o tegumento dos insetos
diferem em quantidade e qualidade, sendo que os de cadeia longa permitem a
germinacdo de conidios, mas provocam autolise no tubo germinativo, evitando o
crescimento das hifas (ALVES, 1998). Outros componentes presentes na cuticula
podem também apresentar efeito fungistatico a uma espécie ou isolado de fungo
entomopatogénico (SOSA-GOMEZ; BOUCIAS; NATION, 1997). Assim, para que o
fungo cause infeccéo ele deve transpor estas barreiras de resisténcia, capacidade
que difere entre os isolados (LEGER, 1993).

Assim, comparando isolados de B. bassiana e I. fumosorosea sobre
ninfas de B. argentifolli, Saito; Sugiyama (2005) verificaram que os isolados de I.
fumosorosea foram os mais virulentos a este inseto, ndo sendo observado efeitos
negativos dos lipidios sobre esse isolado. O mesmo pode ser observado no presente
trabalho, sugerindo que o efeito toxico, inibidor ou fungistatico possa ter ocorrido
somente, ou em maior proporcdo, sobre o isolado M. anisopliae Esalqg 09. As
diferencas observadas podem estar relacionadas ao muco produzido por alguns
isolados, que apresentam propriedades antidessecantes e protegem os conidios dos
efeitos téxicos dos polifendis do hospedeiro (LEGER, 1993).

A espécie |. fumosorosea, apos se aderir, consegue utilizar os
lipidios da cuticula como fonte de nutrientes, quando outros nutrientes estao em falta
(JAMES; BUCKNER; FREEMAN, 2003). Esse evento é possivel devido a producéo
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de lipases e estereases pelo fungo, que degradam a cuticula para entdo penetrar,
consequentemente, servindo de nutriente para estes. A producdo de lipases por
certos fungos, também descrito para B. bassiana, pode estar relacionada a sua
viruléncia (HAJEK; LEGER, 1994; LEGER, 1995; ALVES, 1998).

5.4.2 Estimativa da Concentracao Letal Média (CLsp)

Pelos testes de normalidade de Shapiro Wilk e de homogeneidade
de variancia de Bartlett, os isolados Unioeste 57, Unioeste 43, Esalg 09 e IBCB 394
apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade. No entanto, Unioeste 47 e
IBCB 367 nao foram significativos para estes testes. Também foi realizada a
estimativa dos parametros do modelo, considerando o modelo Binomial com funcéo
de ligacdo Probit, através da estimativa da Deviance (fun¢éo desvio), verificando que

todos se apresentaram ajustados ao modelo 77, = S+ a, (Tabela 5.3). Porém, o Unico

isolado a se ajustar no modelo Probit e ser significativo foi IBCB 367. Assim realizou-
se a estimativa dos parametros pelo coeficiente de regressdo, com modelo
logaritmo: proporgéo= £, + S, n(dosg (Tabela 5.4).

A estimativa da CLsp com a utilizagdo do modelo Probit, em testes
envolvendo entomopatégenos, nem sempre é possivel, pois 0s bioensaios ndo sao
do tipo estimulo-resposta, por isso, muitas vezes, os dados ndo se enquandram no
modelo, devendo ser utilizado outro modelo (HADDAD, 1998), conforme verificado

no presente trabalho.
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Tabela 5.3 — Estimativa da deviance (funcédo desvio) de cada modelo encaixado com seus respectivos graus de liberdade, considerando o
modelo Binomial com fungéo de ligacdo probit, estimativa dos parametros do modelo, considerando o0 modelo Binomial com
funcdo de ligacao probit.

a;
Tratamentos & d Grau de valr tabelade Deviance*
estimativa do . . vi
(intercepto) (estimativ Liberdade x* (5%)
efeito da dose)
B. bassiana Unioeste 47 0,38 1,00x10° 18 28,87 5,67*
B. bassiana Unioeste 57 0,067 1,72x10° 18 28,87 4,10*
M. anisopliae Unioeste 43 -0,059 1,16x10° 18 28,87 4,35*
M. anisopliae Esalq 09 -0,59 2,74x10™*° 18 28,87 2,48*
Isaria sp. IBCB 367 -0,395 3,62x10°® 18 28,87 2,83*
Isaria sp. IBCB 394 0,034 8,76x10™"° 18 28,87 5,59*

. 2 .
*Deviance < valor tabelado ¥~ modelo bem ajustado.
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Tabela 5.4 — Concentracdo Letal média (CLsy) de isolados de fungos entomopatogénicos a B. tabaci Temp. 26 = 2 °C e 14 horas de
fotofase.
Tratamentos B (p valor) B (p valor) R? ClLso
B. bassiana Unioeste 47 -0,3487 (1,0x107%)* 0,0657 (1,0x107°)* 0,613 4,1x10°
B. bassiana Unioeste 57 -0,6037 (4,3x10™%* 0,0765 (4,8x10°)* 0.816 1,8x10°
M. anisopliae Unioeste 43 -0,6775 (7,9%10°)* 0,0304 (9,4x10%* 0.881 4,3x10°
M. anisopliae Esalg 09 -0,1925 (1,4x10™* 0,0304 (7,0x10™)* 0,475 7,8x10°
Isaria sp. IBCB 367 -1,0287 (1,7x107)* 0,1037 (6,4x10™)* 0,912 2,5%10°
Isaria sp. IBCB 394 -0,5460 (8,0x10°%)* 0,0700 (5,7x107°)* 0,690 3,1x10°

* p < 0,05: estimativas séo diferentes de zero.
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A Concentracao letal média (CLso) dos isolados de B. bassiana ficou

entre 1,8x10° e 4,1x10° conidios/mL para Unioeste 57 e Unioeste 47,

respectivamente. Dentre os isolados de M. anisopliae, o isolado Esalq 09 apresentou

a maior CLso, 7,8x10® conidios/mL, o que identifica o isolado como pouco virulento.
Os isolados de Isaria sp. apresentaram CLs, baixa, ficando em 3,1x10° conidios/mL
para IBCB 394 e 2,5x10° conidios/mL para IBCB 367 (Tabela 5.4). Valores de CLs

dos isolados de B. bassiana semelhantes aos obtidos no presente trbalho, foram
verificados por Quesada-Moraga; Maranhao; Valverde-Garcia (2006), que obtiveram

na menor ClLsg 6,53x10° conidios/mL.

No entanto, a CLso de Isaria sp. observada no presente trabalho é
maior do que a CLsp de I. fumosorosea obtida por Saito; Sugiyama (2005), calculada

em 1,1x10* conidios/mL para ninfas de 3° instar de B. argentifolli, sendo mais

virulento do que o testado no presente trabalho. Porém, para esta mesma espécie,

Huang et al. (2010) obtiveram 2,16x10° conidios/mL para controle de ninfas de 2°

instar de B. tabaci.

Em experimentos realizados por Wraight et al. (1998) verificou-se
gue a alta viruléncia a B. argentifolli esteve associada a |. fumosorosea e B.
bassiana, sendo 0 mesmo observado no presente trabalho. Segundo Leger (1993) a
viruléncia de deuteromicetos (B. bassiana, M. anisopliae e Isaria sp.) &,
frequentemente, relacionada a rapida germinacao de conidios sobre o hospedeiro e
aos indices de crescimento do entomopatogeno.

A proteina Madl e as dextruxinas, toxinas de M. anisopliae, séo
determinantes da viruléncia desse entomopatégeno (KERSHAW et al.,, 1999;
WANG; LEGER, 2007). Sendo assim, os isolados mais virulentos, como Unioeste
43, poderiam apresentar a dextruxina na sua composi¢cdo. No entanto, segundo
Leger (1993), nenhum componente sozinho ou acdo pode ser considerado o

determinante da viruléncia de um isolado.
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5.5 CONCLUSOES

Os isolados B. bassiana Unioeste 47 e Isaria sp. IBCB 367
apresentam potencial para serem utilizados em programas de controle de B. tabaci,

uma vez que foram patogénicos a este inseto e apresentaram Clso de 4,1x10° e
2,5x10° conidios/mL, respectivamente. Por outro lado, o isolado M. anisopliae Esalq

09 ndo € recomendado, pois apresentou baixo indice de mortalidade confirmada

além de ClLs, elevada, 7,8x10°8 conidios/mL.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo possibilitam o conhecimento sobre as
interacOes entre fungos entomopatogénicos e o parasitoide T. pretiosum. Os efeitos
destes entomopatégenos variaram entre os isolados e entre as técnicas de
pulverizacdo testadas, interferindo nos parametros bioldgicos do parasitéide.
Contudo, estas interferéncias foram minimas, quando considerada a alta

concentracdo dos conidios (1,0%10° conidios/mL) pulverizados, expondo T.

pretiosum a condi¢cao extrema. Desse modo, todos os isolados apresentam potencial
para serem utilizados concomitantemente com T. pretiosum, destacando a aplicacao
dos isolados apos a liberacéo de T. pretiosum, a fim de ndo provocar repeléncia no
parasitismo. Todos os isolados foram patogénicos a B. tabaci, sendo B. bassiana
Unioeste 47 e Isaria sp. IBCB 367 os mais virulentos. Assim, esses isolados podem
ser utilizados para futuros trabalhos de associagdo com T. pretiosum em semi-

campo € em campo.
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