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RESUMO

A cultura do pepino tem sua producdo afetada pelo ataque do pulgdo Aphis gossypii
Glover (Hemiptera: Aphididae), que coloniza a planta durante todo seu estagio fenolégico. O uso
de inseticidas quimicos para seu controle tem gerado sérios problemas, como o surgimento de
populacbes resistentes aos principios ativos utilizados. Este trabalho teve por objetivo avaliar
preparacOes a base de fungo entomopatogénico para controle desse inseto-praga em plantas de
pepino e desenvolver um inseticida a base de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Em condicdes de
laboratério, os trés isolados mais promissores CG 864, PL 63 e IBCB 66, foram testados, com
cinco concentragdes de conidios (1x10% 1x10% 1x10"; 1x10° e 1x10° conidios/mL) e a
testemunha (&gua esterilizada +Tween 80). Foram realizados estudos envolvendo duas
preparacdes do inseticida bioldgico: a) suspensdo aquosa (conidios puros de B. bassiana CG 864
+ Tween 80 a 0,01%), utilizada como padréo e b) formulacdo em dispersdo oleosa [conidios puros
+ 6leo vegetal emulsionavel], do isolado CG 864, sendo diluida em agua para pulverizacdo nas
concentragdes de 0,5, 1; 2; 4; 8 e 16% de 6leo. As preparacdes do fungo foram padronizadas para
1,0 x 10" conidios/mL na calda aplicada. Isolados do fungo B. bassiana foram mais virulentos ao



pulgdo A. gossypii que os isolados de Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. e Lecanicillium
longisporum (Zimmerman) Zare & Gams. Os isolados CG 864, IBCB 66 e PL 63 de B. bassiana
foram os mais promissores. PreparacGes de B. bassiana reduziram a populacdo do pulgdo A.
gossypii, com niveis de eficiéncia de controle de 52,3% a 83,8%, poréem, ndo houve diferenca na

densidade populacional da praga entre a dispersdo oleosa e a suspensao aquosa de conidios.

PALAVRAS-CHAVE: Controle microbiano, pulgdo, formulacdo, Metarhizium

anisopliae, Lecanicillium longisporum.



FUNGI ENTOMOPATHOGENIC EVALUATION FOR Aphis gossypii GLOVER 1877
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DEVELOPMENT OF A BIOLOGICAL INSECTICIDE FORMULATED TO Beauveria
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ABSTRACT

Cucumber crop has its production affected by the attack of the aphid Aphis gossypii
Glover (Hemiptera: Aphididae), which colonizes the plant throughout all developmental stages.
The use of chemical insecticides to control it has generated serious problems such as the
emergence of resistant populations to the active ingredients used. This work aimed to evaluate
fungus preparations based on entomopathogenic to control this insect pest in cucumber plants, and
develop an insecticide the base of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Under laboratory conditions,
the three most promising isolates were tested, CG 864, PL 63 and IBCB 66,with five
concentrations of conidia (1x10°, 1x10° 1x10’, 1x10® and 1x10° conidia / ml) and control (sterile
water + Tween 80) . In the third stage of the experiments studies were conducted involving two
preparations of biological insecticide: a) an aqueous suspension [pure conidia of B. bassiana 864
CG + 0.01% Tween 80; used as a standard] b) formulation of oil dispersion [conidia pure
vegetable oil emulsifiable +] CG 864 isolated, and diluted with water for spraying the
concentrations of 0.5; 1; 2 and 4% oil. The fungus preparations were standardized to have 1.0 x
10" spores / mL in applied spray. Isolates of the fungus B. bassiana were more virulent aphid A.



gossypii that isolates Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. and Lecanicillium longisporum
(Zimmerman) Zare & Gams. The isolates CG 864, IBCB 66 and PL 63 of the B. bassiana were
the most virulent. B. bassiana preparations reduced the aphid population A. gossypii, with control
efficiencies of 52.3% to 83.8%, however, there was no difference in the pest population density

between the oil dispersion and the aqueous suspension conidia.

KEY WORDS: Biological control, aphid, formulation, biological insecticide,
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

Cultivado no Brasil desde o século XVI, o pepino pode ser consumido na forma in natura
ou em conserva, havendo diferentes sistemas de producdo de acordo com a finalidade dessa
hortalica. E fonte de sais minerais, principalmente célcio, fosforo e ferro, e de vitaminas A, do
complexo B e C e selénio, o pepino € alimento ideal para ser incluso na dieta diaria (Mascarenhas
et al. 2007).

O pepino é originario da India, e, provavelmente a partir do sopé das montanhas do
Himalaia, onde apenas duas variedades botanicas foram descobertas, o pepino var. sativus e 0
pepino selvagem var. hardwickii (Royle) Alef. O cultivo do pepino parece ter se espalhado
rapidamente da India para a Asia Ocidental, e depois para o sul da Europa (Lv et al. 2012).
Atualmente o pepino é cultivado em mais de 80 paises (Adhkari et al. 2012).

A producdo de pepino é dificultada por doencas causadas por bactérias (por exemplo,
Pseudomonas syringae pv. lachrymans), virus (por exemplo, Virus do mosaico do pepino),
fungos a exemplo de Sphaerotheca fulginea (Schltdl.) Pollacci, e Erysiphe cichoracearum DC, e
por oomicetos como, Phytophthora capsici L. e Pseudoperonospora cubensis (Berk &
M.A.Curtis) Rostovzev (Adhkari et al. 2012).

Os insetos-praga mais comuns na cultura do pepino sdo: as broca-das-curcubitaceas
(Diaphania nitidalis Cramer e Diaphania hyalinata L.) a mosca-branca Bemisia tabaci (Genn.)
biotipo B), o pulgdo Aphis gossypii Glover, a mosca-das-frutas Anastrepha grandis (Macquart), a
lagarta-rosca Agrotis ipsilon (Hufnagel), vaquinha Diabrotica speciosa (Germar), a broca-grande-
do-fruto Helicoverpa zea (Boddie) e o percevejo-escuro Leptoglossus gonagra Fabr.
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(Mascarenhas et al. 2007). Dentre estas pragas, merece destaque o pulgdo A. gossypii, uma vez
que coloniza a planta durante todo seu o ciclo biolégico e pode ocasionar perda severa na
producdo caso ndo seja controlado eficientemente (Gallo et al. 2002, Szymczak et al. 2009).

O pulgédo A. gossypii é uma importante praga de hortalicas, culturas anuais, fruteiras, e
ornamentais. E um inseto pequeno, medindo de 1 a 3 mm de comprimento, corpo periforme e
pouco esclerotizado, possui colorac@es que variam do amarelo claro e verde claro ao verde escuro,
nas formas apteras; as formas aladas possuem cabeca e toérax negros e antenas bem desenvolvidas
e escuras com presenca de cerdas sensoriais denominadas sensilos, aparelho bucal do tipo picador
sugador. Possuem dois apéndices laterais de forma tubular, os sinflnculos, estes estdo presentes
na extremidade posterior do abdome e se prolongam para tras e para cima do mesmo, esta é a
principal caracteristica desse grupo, possui também um abdome central denominado codicula, por
onde sdo expelidas constantemente quantidades de honeydew (Gallo et al. 2002, Harrington &
Van Emden 2007) (Goff & Tissanot 1932, Szymczak et al. 2009). Sua reprodu¢do nos tropicos €
por partenogénese telitoca, ou seja, a fémea ndo depende do macho e produz apenas ninfas
fémeas. Esta praga pode atacar o pepineiro, durante toda sua fenologia; Em regiées com clima
quente e seco, sua reproducdo é mais rapida, podendo o seu ciclo biolégico ser completado em
uma semana (Gallo et al. 2002, Bueno 2005).

A alimentacdo de A. gossypii trata-se de uma suc¢do continua dos tecidos floematicos da
planta, durante esse processo pode ocorrer a injecdo de toxinas na planta pelos adultos e pelas
ninfas, ocasionando danos nas mudas e plantas jovens e encarquilhamento das folhas, brotos e
ramos; afetando a producdo de frutos e podendo causar a morte das plantas. O “honeydew”
expelido pelos pulgdes durante a alimentacéo, se acumula na superficie das folhas favorecendo o
desenvolvimento do fungo Capnodium sp. causador da fumagina sobre as folhas e estruturas

reprodutivas da planta. Isso prejudica o processo fotossintético e consequentemente a producgéo e
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a qualidade dos frutos (Gallo et al. 2002; Harrington & van Emden 2007). Este pulgdo também
pode transmitir de diversos virus as curcubitaceas, como 0 mosaico do mamoeiro — estirpe
melancia (PRSV-W), o mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (ZYMV), o mosaico-2 da
melancia (WMV-2) e 0 mosaico do pepino (CMV) (Zambolim et al. 2009).

No Distrito Federal, os sistemas agricolas tradicionais e organicos tém sofrido severas
infestacOes do pulgdo A. gossypii. Isto tem obrigado os agricultores a utilizar grandes quantidades
de inseticidas quimicos que, aléem de poluirem o ambiente e matar os insetos benéficos
(polinizadores, parasitdides e predadores), levam a selecdo de populacBes de insetos resistentes
aos principios ativos utilizados. A situacdo mostra-se mais critica nos sistemas de producao
organica, visto que a legislacdo vigente (Instrucdo normativa MAPA n° 17 de maio/1999 e lei
10.831 de dezembro/2003) exige que os produtores certificados adotem alternativas aos
agrotoxicos para a prevencdo e controle de pragas. Dentre as alternativas ao uso de inseticidas
quimicos, o controle biolégico mostra-se como uma ferramenta promissora a ser implementada no
manejo integrado de A. gossypii na cultura do pepino.

O controle quimico tem apresentado eficiéncia limitada, visto que A. gossypii possui
resisténcia a uma grande variedade de classes de inseticidas (Sattar et al. 2012), principalmente
fosforados, piretroides e carbamatos (Gong et al. 2014). Essa praga pode rapidamente se tornar
um grande problema quando controle quimico mostra-se ineficaz por causa da resisténcia. Diante
disso, é essencial e urgente o desenvolvimento de métodos alternativos ao controle quimico e que
sejam altamente eficientes contra A. gossypii praga (Li et al. 2013).

Os fungos entomopatogénicos s&o inimigos naturais muito comuns em ecossistemas
agricolas e naturais. Os esporos dos fungos aderem-se e penetram no hospedeiro pelo tegumento.
Estes patogenos ndo precisam ser ingeridos para causarem a morte do hospedeiro, diferente de
outros microorganismos como as bactérias e virus, apesar de terem sua eficacia comprovada no
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controle de vérias espécies de insetos e acaros, no entanto, o uso de fungos em programas de
manejo integrado de pragas (MIP), ainda é baixo (Bueno 2005, Alves & Lopes 2008).

Inseticidas a base de fungos entomopatogénicos representam uma alternativa para o
manejo de insetos sugadores, inclusive, quando agrotdxicos nao sdo permitidos, como nos
cultivos organicos, como consequéncia, reduzindo as alternativas de controle (Alves & Lopes
2008). Assim, o desenvolvimento de um micopesticida para controle de A. gossypii é
extremamente interessante por contribuir para a implementacdo de modelos de agricultura
sustentavel e reduzir o uso de inseticidas quimicos.

A viabilidade e atividade bioldgica dos fungos entomopatogénicos sdo altamente
influenciadas pelos fatores bidticos e abidticos como: temperatura, umidade, substrato e radiacdo
ultravioleta (Goetel et al. 2000). A temperatura atua sobre os fungos entomopatogenos afetando a
producdo, estabilidade na estocagem e patogenicidade nas condicdes de campo (Goetel et al.
2000). A radiacao solar é um agente causador da inativacdo de entomopatdgenos. Para Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. os efeitos deletérios da exposicao a radiacdo ultra-violeta sdo muito graves,
visto que reduz a persisténcia do fungo (Inglis et al. 1995, Fargues et al. 1996).

No Brasil, varios fungos entomopatogénicos tém sido avaliados para o controle de
pulgdes, com destaque para B. bassiana e Lecanicillium (Verticillium) spp. (Loureiro & Moino
Jr., 2006, Medeiros et al. 2007, Michereff-Filho et al. 2011). Diferentes formulagdes dos fungos
B. bassiana e Lecanicillium spp. ja sdo comercializadas em outros paises para controle de
pulgdes, mas até o0 momento, poucos produtos biologicos estdo disponiveis no mercado brasileiro
e oficialmente registrados para uso (Michereff-Filho et al. 2009, Brasil 2014).

Os micopesticidas s@o produtos a base de propagulos vivos de fungos, com o objetivo de

controlar populagdes de pragas atraves de aplicagfes inundativas e inoculativas (Faria & Wraight



2007), esses propagulos podem ser classificados como hifas (micélio) e blastosporos ou conidios,
estes Ultimos podem ser aéreos ou submersos (Wraight et al. 2001, Leite et al. 2003).

Apesar de muitos produtos serem baseados em tipos especificos de propagulos, o produto
final pode conter uma pequena quantidade de outros tipos de propagulos. Produtos baseados em
conidios aereos podem conter hifas e vice-versa e micoinseticidas produzidos através de
fermentacdo liquida podem apresentar uma mistura de conidios submersos, blastdsporos e hifas
(Leite et al. 2003).

Os adjuvantes podem estar incorporados as formulacbes ou ser utilizados em mistura no
tanque, no momento da aplicacdo. Entre outras propriedades, tém funcdo surfactante, umectantes,
protetores contra radiacdo ultravioleta (fotoprotetora), antievaporante, promotores de viruléncia
ou sinergistas e fagoestimulante (Moore & Caudwell 1997, Jones & Burges 1998, Alves et al.
1998).

A maioria dos inseticidas bioldgicos a base de fungos entomopatogénicos comercializados
no pais ndao é formulada, sendo vendida como € produzida (fungo+substrato), ou seja, como
concentrados técnicos (TK), sem nenhum tratamento posterior preparacfes, que lhe assegure
maior eficiéncia de controle, capacidade de armazenamento, persisténcia no agroecossistema ou
praticidade de manuseio (Faria & Magalhdes 2001). Os concentrados técnicos (TK) apresentam
algumas desvantagens. Com a dificuldade de manuseio durante o preparo e a aplicacdo, uma vez
que sdo pouco praticos em alguns casos e em outros, podem causar 0 entupimento de bicos dos
pulverizadores. Produtos que dificultam a aplicacdo levam a um maior custo de aplicacéo, e
insatisfacdo do produtor (Faria & Magalhdes 2001). A utilizagdo de conidios de B. bassiana
formulados em o6leos (dispersdo oleosa — OD) tem sido atribuida ao aumento na fixacdo dos

conidios a cuticula hidrofobica dos artropodes, maiores taxas de germinacao e melhor dispersao



dos conidios, bem como a maior persisténcia dos conidios na superficie vegetal ap0s a sua
aplicacdo (Faria & Wraight 2007).

Devido ao consumo principalmente in natura das hortalicas, toda alternativa que vise o0
manejo mais racional de pragas, resultara em menor impacto ambiental e risco a saude dos
produtores e na producdo de alimentos com melhor qualidade e baixo nivel de residuos toxicos

(Araujo Jr. et al. 2008).
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CAPITULO 2
SELECAO DE ISOLADOS DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PARA O CONTROLE
DE Aphis gossypii GLOVER, 1877 (HEMIPTERA: APHIDIDAE) E DESENVOLVIMENTO DE

UM INSETICIDA A BASE DE Beauveria bassiana (BALS.) VUILL EM PEPINO*
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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de isolados de fungos
entomopatogénicos no controle de Aphis gossypii Glover em pepino e desenvolver um inseticida
formulado a base de Beauveria bassiana (Bals) Vuill. Na primeira fase de experimentos, em
condicdes de laboratorio, foram avaliados isolados de B. bassiana, Metarhizium anisopliae
(Metschn.) Sorok. e Lecanicillium longisporum (Zimmerman) Zare & Gams. Cinco isolados de
B. bassiana, causaram mortalidade superior a 70% destacando-se o padrdo GHA, para M.
anisopliae IBCB 425, com 50,8% da mortalidade das ninfas enquanto o isolado ESALQ 1300 de
L. loginsporum ocasionou 30%. Na segunda fase, os trés isolados mais promissores CG 864, PL
63 e IBCB 66, foram testados, com cinco concentragdes de conidios (1x10°% 1x10°%; 1x10"; 1x10°
e 1x10° conidios/mL) e a testemunha. As percentagens de mortalidade acumulada aos sete dias
desde a inoculacdo dos isolados variaram de 2,0 a 95,6%. Os isolados CG 864 (CLs, de 6,3x10°
conidios/mL) e PL 63 (CLso de 7,1x10° conidios/mL); foram os mais virulentos e n&o diferiram
significativamente entre si, enquanto IBCB 66 (CLs, de 3,2x10’ conidios/mL; TMS de sete dias)
foi menos promissor contra o pulgdo. Na terceira fase dos experimentos foram realizados estudos
envolvendo duas preparagfes com o isolado CG 864: a) suspensdo aquosa e b) formulacdo em
dispersdo oleosa, sendo diluida em agua para pulverizagdao nas concentracfes de 0,5; 1; 2; 4 e 8%
de Oleo. Todas as preparacbes a base de B. bassiana propiciaram alta mortalidade de
pulgdes,porém sem diferenca estatistica entre a suspensdo aquosa de conidios e a dispersao
oleosa.

PALAVRAS-CHAVE: Controle microbiano, pulgdo, formulacdo, Metarhizium anisopliae,

Lecanicillium longisporum
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FUNGI ENTOMOPATHOGENIC EVALUATION FOR Aphis gossypii GLOVER 1877
(HEMIPTERA: APHIDIDAE) CONTROL AND DEVELOPMENT OF A BIOLOGICAL
INSECTICIDE FORMULATED TO Beauveria bassiana (Bals.) Vuill BASE IN CUCUMBER
Cucumis sativus L.

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the entomopathogenic fungal isolates of efficiency in
the control of Aphis gossypii Glover on cucumber, and develop an insecticide the base of
Beauveria bassiana. In the first phase of experiments in laboratory conditions, were isolates of the
fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. and
Lecanicillium longisporum (Zimmerman) Zare & Gams. For B. bassiana, five isolates caused
mortality exceeding 70% highlighting the isolated pattern GHA, to M. anisopliae, isolated IBCB
425, with 50.8% mortality of nymphs while the isolated ESALQ 1300 L. loginsporum caused 30
%. In the second phase, the three most promising isolates were tested, CG 864, PL 63 and IBCB
66, with five concentrations of conidia (1x10°, 1x10° 1x10’, 1x10® and 1x10° conidia / ml) and
control. The cumulative mortality percentages for seven days from inoculation isolates ranged
from 2.0 to 95.6%. The isolates CG 864 (LC50 6,3x10° conidia / mL; TMS four days) and PL 63
(LC50 7,1x10° conidia / mL); were the most virulent and did not differ significantly from each
other, while IBCB 66 (LC50 3,2x10 conidia / mL) was less promising against aphid. In the third
phase of the experiments were conducted studies involving two preparations of biological
insecticide: a) agueous suspension b) formulation of oily dispersion, CG 864 isolated, and diluted
with water for spraying the concentrations of 0.5; 1; 2; 4 and 8% oil. All preparations of B.
bassiana showed high mortality of aphids, but without significant differences between the

aqueous suspension of conidia and oily dispersion.

KEYWORDS: Biological control, aphid, formulation, biological inseticide, Metarhizium
anisopliae, Lecanicillium longisporum
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Introducéo

O pepino (Cucumis sativus L.) pertence a familia Curcubitaceae, e se trata de uma
hortalica anual que possui grandes folhas lobadas e pilosas, e, pequenas flores amarelas
(Mascarenhas et al. 2007). A grande quantidade de tricomas presentes no caule, peciolos e folhas
causam irritacOes, tornando desconfortavel o manuseio dessa planta.

A presenca de substancias antioxidantes permite o uso do pepino na producdo de
cosméticos e medicamentos, prevenindo o envelhecimento precoce das células e agindo de forma
protetora contra doencas cronicas como o cancer. Auxilia no crescimento e desenvolvimento de
cabelos e unhas e na formacdo de 0ssos e dentes por conter vitaminas do complexo B, é uma das
hortalicas mais consumidas no mundo (Mascarenhas et al. 2007).

Os insetos-praga mais comuns no pepineiro sdo: as broca-das-curcubitaceas (Diaphania
nitidalis Cramer e Diaphania hyalinata L.), a mosca-branca Bemisia tabaci (Genn.) biétipo B, o
pulgdo Aphis gossypii Glover, a mosca-das-frutas Anastrepha grandis (Macquart), a lagarta-rosca
Agrotis ipsilon Hufnagel, a vaquinha Diabrotica speciosa Germar, a broca-grande-do-fruto
Helicoverpa zea Boddie e o percevejo-escuro Leptoglossus gonagra Fabr. (Mascarenhas et al.
2007). Dentre estas pragas, merece destaque o pulgdo A. gossypii, uma vez que coloniza a planta
durante todo seu o ciclo biol6gico e pode ocasionar perda severa na producdo caso nao seja
controlado eficientemente (Gallo et al. 2002; Szymczak et al. 2009).

O pulgéo A. gossypii € uma praga importante para diversas culturas em todo o mundo pelo
fato de ser sugador de seiva e vetor de virus de plantas. As interacfes entre pulgbes e plantas
compreendem a selecdo da planta hospedeira, a penetracdo dos tecidos vegetais e a suc¢do da
seiva, além da reacdo das plantas ao ataque do inseto. As atividades de A. gossypii pode afetar
diretamente o desenvolvimento da planta, causando lesGes localizadas ou sistémicas, enquanto a

resposta da planta afeta os processos alimentares e reprodutivos do inseto, podendo, ainda, atrair
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agentes de controle biologico. A transmissdo de virus pelos afideos também resulta dessa
interacdo especializada inseto-planta (Lazzari & Carvalho 2009). Este pulgdo pode infestar quase
300 especies de plantas hospedeiras (Wo et al. 2013).

Este inseto apresenta corpo ovalado e pouco esclerotizado possui coloragdes que variam
do amarelo claro e verde claro ao verde escuro, nas formas apteras. As formas aladas possuem
cabeca e torax negros e antenas escuras com presenca de cerdas sensoriais denominadas sensilos,
medem de 1 mm a pouco mais de 3 mm e na extremidade posterior do abdome se destacam dois
sifanculos (ou apéndices) que se prolongam para trds e para cima (Goff & Tissanot 1932,
Szymczak et al. 2009).

Nos trépicos e subtrépicos, a partenogénese continua € a forma mais comum de
reproducdo dos afideos; a partenogénese telitoca e a alimentacdo na seiva do floema,
desenvolvidas inicialmente na evolucdo dos afideos, sdo os principais fatores que moldaram a
ecologia do grupo, resultando na dependéncia e adaptacGes de seus ciclos de vida ao hospedeiro.
A alterndncia de hospedeiros permite que muitas espécies possam explorar novos recursos
alimentares para continuar a se desenvolver e reproduzir em condic¢des de baixa qualidade da
seiva. A polifagia, apesar de rara nos afideos, é mais comum nos tropicos do que em regides
temperadas em razdo da maior diversidade floristica e da dificuldade de localizagdo do hospedeiro
naquelas regides (Lazzari & Carvalho 2009).

A excrecdo do honeydew ocasiona o desenvolvimento do fungo Capnodium spp.
(fumagina) sobre as folhas e estruturas reprodutivas da planta, o qual prejudica diretamente a
fotossintese, tornando a planta debilitada. A alimentagdo constante deste inseto também causa o
encarquilhamento das folhas, deformagdes dos brotos e transmisséo de mais de 80 viroses como o

mosaico do mamoeiro — estirpe melancia (PRSV-W), o mosaico amarelo da abobrinha-de-moita
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(ZYMV), 0 mosaico-2 da melancia (WMV-2) e o mosaico do pepino (CMV) (Gu et al. 2013),
prejudicando o desenvolvimento da planta e sua producgéo, ocasionando prejuizos ao produtor.

Dentre as diversas taticas de controle de A. gossypii, destacam-se: a instalacdo de cultivos
em locais distantes de plantios mais velhos de curcubitaceas (pepino, melancia, meléo, aboboras);
implantacéo prévia de barreiras vivas ou faixas de cultivos ao redor da lavoura; adogéo de cultivo
em ambiente protegido (estufas) com telado que dificulte a entrada da praga; plantio contra o
vento; eliminacdo de plantas com viroses; plantio de espécies vegetais no entorno e dentro da area
de cultivo, que atraiam inimigos naturais dos pulgbes (consorcio); manutencdo da vegetacao
nativa entre talhGes e o uso de cultivares resistentes as principais viroses transmitidas pelos
pulgdes (Michereff Filho 2012).

Medidas de controle quimico para A. gossypii estdo se tornando limitadas, visto que esta
espécie apresenta populac@es resistentes a uma grande variedade de classes de inseticidas (Sattar
et al. 2012), principalmente fosforados, piretréides e carbamatos (Gong et al. 2014).

Uma medida bastante promissora € o controle bioldgico, que se trata de um vasto campo
de estudos baseado no fendmeno natural de que muitas espécies se alimentam e vivem as custas
de outros organismos, cujas populacdes sdo reguladas em um ecossistema. E, portanto, o mais
importante aspecto no qual se deve focalizar a protecdo das culturas agricolas e florestais. E 0
componente fundamental do equilibrio na natureza, cuja esséncia esta baseada no mecanismo da
densidade reciproca, isto é, com o aumento da densidade populacional da presa, ou do hospedeiro,
0s predadores, ou parasitos, tendo maior quantidade de alimento disponivel, também aumentam
em numero. Desta maneira, inimigos naturais causam um declinio na populacdo da praga (Berti
Filho1990).

Os inimigos naturais mais conhecidos de pulgbes sdo insetos predadores, como joaninhas
(Coleoptera: Coccinellidae) e bicho-lixeiro (Neuroptera: Chrysopidae), que precisam se alimentar
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de inumeros individuos para finalizar seu ciclo. Os parasitoides de pulgdes, em sua maioria, sao
vespas diminutas (Hymenoptera) que se desenvolvem no interior dos corpos destes (Gallo et al.
2002), existem também microorganismos entomopatdgenos, como bactérias, virus e protozoarios
que causam doencas, que matam os pulgbes (Batista 1990). O uso de entomopatdgenos nao
substitui o controle quimico, mas pode incrementar a taxa de mortalidade na populacéo.

O uso de fungos entomopatogénicos para o controle de pulgdes tem mostrado resultados
positivos, a exemplo do estudo feito por Aradjo Jr (2008), no qual verificou-se que isolados de
Beauveria bassiana (Bals.)Vuill, Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok.e Lecanicillium
muscarium (Petch) Zare & Gams podem ser utilizados para controle do pulgdo Lipaphis erysimi
(Kalt.) em cultura de couve-folha. Determinadas caracteristicas de alguns Ascomycota, como
germinacdo e conidiogénese, sendo rapidas, permitem que o processo de infeccdo do inseto seja
finalizado em poucas horas, ocorrendo grande producdo de conidios, potencializando a
disseminacdo destes no ambiente (Helyer et al. 1995, Wraight et al. 2000, Loureiro & Moino Jr.
2006).

Os propagulos dos fungos entomopatogénicos sdo geralmente aplicados em suspensao em
agua, 6leo ou outro veiculo liquido. As formulacdes de micélio necessitam de maquinas especiais
para aplicacdo. Em geral, estruturas de fungos ndo possuem resisténcia as pressoes, temperaturas
elevadas e a radiacdo ultravioleta. Dependendo da formulagdo, assim como do tamanho dos
conidios e esporos, esses produtos a base de fungos aplicados em suspensdes aquosas necessitam
de bicos especiais e filtros para evitar provaveis entupimentos. Produtos com fungos podem
também ser aplicados nos diversos tipos de formulagBes como po, liquido, grénulos e outros
(Alves 1998).

A producdo de fungos representa apenas uma fase no desenvolvimento desses agentes
como produto microbiano. As fases consecutivas representadas pela formulacdo e estudos de
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preservacdo devem ser também seriamente consideradas em qualquer projeto de controle
microbiano (Alves 1998).

A formulacdo se refere a mistura do ingrediente ativo (propagulo vivo do fungo) com
adjuvantes, e que no caso de produtos bioldgicos visa: a) manter o agente bioldgico estavel
durante a producdo, distribuicdo e armazenamento; b) facilitar manuseio e aplicacdo do produto;
c) proteger o agente bioldgico contra adversidades ambientais (radiacdo ultravioleta, baixa
umidade, temperaturas elevadas) melhorando sua persisténcia no ambiente; d) aumentar a
atividade do agente biologico, incrementando sua reproducdo, contato e interacdo com a praga-
alvo e, e) aumentar a seguranc¢a do produto ao usuério, reduzindo os riscos de inalacdo, irritacdo
aos olhos, etc. (Jones & Burges 1998).

Existem alguns produtos a base de fungos entomopatogénicos utilizados no Brasil: 1)
Concentrado técnico (TK), nas preparacfes constituidas com grdos+fungo - gréos de cereais
(geralmente arroz cozido) colonizados pelo fungo; outro a base de grdos triturados+ fungo -
semelhante ao anterior, porém, os graos+fungo sdo triturados antes de sua comercializacdo na
forma de p6 molhavel, e concentrado técnico liquido — suspensdo liquida constituida
predominantemente por esporos aéreos (conidios), para mistura direta a agua sem necessidade de
espalhantes adesivos; nos concentrados técnicos baseados em substratos solidos os propéagulos
consistem em conidios e hifas, enquanto nos produtos produzidos em meio liquido, misturas de
conidios submersos, blastosporos ou hifas podem estar presentes (Alves et al. 1998); 2) Material
técnico (TC) (conidios puros) - os conidios sdo separados do substrato pelo fabricante, gerando
um produto final com uma alta concentragéo de conidios, o qual pode ser utilizado posteriormente
na formulacdo ou diluicdo em &gua e aplicacdo no campo, mas, a exemplo das categorias
anteriores, neste ultimo caso se faz necessario a adicdo de espalhante adesivo a calda; e 3)
Disperséao oleosa (OD) — ¢ a formulacdo propriamente dita; um produto pronto para uso, em que
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0s conidios puros, sdo misturados a um 6leo emulsionavel, para que o inseticida bioldgico seja
diretamente misturado a &gua sem a necessidade de espalhantes adesivos (Faria & Wraight 2007).

A utilizacdo de conidios de formulados em éleos (OD) tem sido atribuida ao aumento na
fixacdo dos conidios a cuticula hidrofobica dos artropodes, maiores taxas de germinacdo e melhor
dispersdo dos conidios, bem como a maior persisténcia dos conidios na superficie vegetal apos a
sua aplicacdo (Jones & Burges 1998; Faria & Wraight, 2007), portanto, a disponibilizacdo de
produtos formulados a base de fungos entomopatogénicos, com alta concentracao e viabilidade de
estruturas infectivas, facil aplicacdo, preco competitivo e com eficiéncia de controle previsivel,
sdo fundamentais para o avanco do controle microbiano de pulgdes no Brasil.

Batta (2003), ao testar o fungo M. anisopliae formulado numa emulsdo invertida
(formulacdo agua-em-6leo) com uma preparacdo de 6leo de coco / soja observou que os conidios
permaneceram viaveis na formulacdo 4,6 meses a 20+1°C. Em comparacdo, 0s conidios nédo
formulados, sob as mesmas condicdes, estavam inviaveis ap0s dois meses.

A necessidade de se formular um microorganismo entomopatogénico surge quando se
deseja utiliza-lo, em condi¢des de campo, como um bioinseticida, da mesma maneira que se usa
um inseticida organossintético, porém, o uso de fungos em campo tem sido severamente limitado
pela dependéncia de umidades préximas a saturacdo para germinacdo de propagulos infectivos.
Estudos em laboratério mostraram que a dependéncia de alta umidade poderia ser eliminada pela
formulac@o de fungos em 6leos e emulsdes (Prior et al. 1988; Bateman et al. 1997)

Uma boa formulacéo é a base para o0 sucesso de um inseticida microbiano e o seu estudo
deve ser abrangente. A possibilidade de serem obtidos produtos adequados depende das proprias
caracteristicas do microorganismo e sua relagdo com o0s adjuvantes e o0 ambiente de

armazenamento. O emprego de conidios puros como ingrediente ativo e de 6leos minerais ou

17



vegetais emulsiondveis como adjuvantes tém propiciado maior eficiéncia aos micoinseticidas
(Alves 1998).

Os oleos emulsificantes sdo excelente alternativa de uso como adjuvante na calda de
pulverizacdo, pois sdo emulsiondveis em agua, permitindo a aplicacdo do micoinseticida com
equipamentos convencionais ja utilizados pelos produtores rurais (Alves 2008), também tém a
vantagem de promover excelente adesdo na cuticula hidrofobica do inseto (Prior & Jollands
1988), facilitando sua penetracéo.

Algumas formulacdes comerciais de fungos entomopatogénicos para o controle de pulgdes
em cultivos protegidos ja podem ser encontradas no mercado internacional, reduzindo populac6es
da praga, principalmente em plantas ornamentais (Helyer et al. 1995, Wraight et al. 2000;
Loureiro & Moino Jr 2006).

Loureiro & Moino Jr. (2006) testaram os efeitos dos fungos entomopatogénicos B.
bassiana (isolado IBCB 66), M. anisopliae (isolado IBCB 121), Paecilomyces fumosoroseus
(Wise) ABSBr & G.Sm (isolado IBCB 141) e Lecanicillium (=Verticillium) lecanii (Zimmermann)
Zare et W. Gams (isolado JAB 02) sobre ninfas de 3° instar de A. gossypii e Myzus persicae
Sulzer. Apo6s inoculacdo de 1 mL de suspensBes flungicas realizadas com concentracbes que
variaram de 1,0 x 10° a 1,0 x 108 conidios/mL de cada fungo, foi observado que B. bassiana e M.
anisopliae causaram mortalidade de 100% no 7° dia apds a inoculacdo, para ambas espécies. L.
lecanii foi o fungo que provocou mortalidade mais tardia nos pulgdes e M. persicae foi mais
suscetivel aos fungos que A. gossypii.

Michereff Filho et al. (2011) utilizaram conidios aéreos do isolado CG864, de B. bassiana,
produzido em arroz cozido, formulados como disperséo oleosa preparada com 6leo emulsionavel

(Natur’oil), para controle de M. periscae em plantas de repolho, observaram que as preparacdes
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ndo formuladas tiveram 57-65% de eficiéncia, enquanto a formulacéo oleosa atingiu 76-83% de
eficiéncia.

Almeida et al. (2007), ao testar diferentes concentracdes do fungo B. bassiana (produto
comercial Boveril®) em folhas de repolho observaram que as concentracdes intermediarias (0,08
a 0,5g/L), nesse mesmo periodo, causaram mortalidades confirmadas em torno de 30% a 60%, de
B. brassicae e as maiores concentracfes (1,0 a 2,0g/L) entre 80 a 90%. Observou-se também, que,
o valor da mortalidade aumentou aproximadamente 2,21 vezes quando a concentracao passou de
0,05 para 0,08¢/L (14 e 31%, respectivamente), e, que a partir de 0,12g/L o incremento na
mortalidade pelo aumento da concentracdo do fungo foi menor, atingindo até 85% de mortalidade
com 1,0g/L. com estes resultados, péde ser considerada a possibilidade de controle desta praga
com pulverizacdes de suspensdes a base de B. bassiana, sendo que, as concentragdes menos
eficientes (0,31 e 0,50 g/L) apresentam-se como as mais Viaveis economicamente, pois, as
menores concentracdes possibilitam que um nimero maior de pulverizacdes seja realizado para o
controle do pulgéo ao mesmo custo econdmico de uma aplicacdo com concentragdes elevadas (1,0
a2,0g/L).

Assim, para o avango do controle microbiano de pulgbes no Brasil pesquisas devem
garantir a disponibilizacdo de produtos formulados a base de fungos entomopatogénicos, com alta
concentracdo e viabilidade de estruturas infectivas, faceis de utilizar, com preco competitivo e
com eficiéncia de controle previsivel. Desta forma, esse trabalho teve como objetivos a selecéo de
isolados de fungos entomopatogénicos e o desenvolvimento de um inseticida formulado a base de

B. bassiana para o controle do pulgdo A. gossypii em pepino.
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Material e Métodos

Local e Periodo de Realizacdo do Trabalho. O trabalho foi realizado em 2014, no Laboratorio
de Micologia de Invertebrados (LMI), da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN) e no Laboratério de Entomologia, da Embrapa Hortalicas (CNPH), ambos

localizados em Brasilia-DF.

Insetos e Isolados. Foram utilizadas ninfas de terceiro instar da espécie A. gossypii, oriundas de
criacdo em plantas de pepino (cv. Caipira) estabelecida em casa de vegetacdo na Embrapa
Hortalicas, Brasilia - DF.

Dezessete isolados de B. bassiana foram utilizados neste experimento, quatro isolados de M.
anisopliae, e um isolado de Lecanicillium longisporum (Zimmerman) Zare & Gams pertencentes
ao Banco de Germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bem como aqueles
previamente cedidos por outras instituicdes (Tabela 1).

Revigoramento de Isolados dos Fungos Entomopatogénicos. Para recuperar a capacidade
infectiva dos isolados, ninfas de terceiro instar, sadias, foram imersas durante cinco segundos, em
suspensdo padronizada na concentracdo de 1,0 x 108 conidios mL de agua e Tween 80 a 0,05%.
Posteriormente, foram transferidas para placas de Petri, contendo uma folha de pepino
acondicionada sobre agar a 1% (v/v). Estas placas foram fechadas e mantidas em incubadora
B.0.D. (25+2°C, 72+10% de UR e fotofase de 12 horas), durante 10 dias. Apds a conidiogénese
do fungo sobre o hospedeiro (sete dias em cadmara Umida), cada isolado foi cultivado em meio
BDA + A (Batata-dextrose-dgar + Sulfato de estreptomicina) por duas vezes antes de ser
submetido a producdo massal e utilizado nos estudos.

Producé@o de Fungos e Obtencdo de Conidios Puros (Material Técnico). Nos experimentos

foram utilizados conidios aéreos oriundos de producdo massal em sacolas de polipropileno,
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contendo meio semi-solido constituido por arroz parboilizado (com 30% de agua v/p) e em placas
de Petri, com meio de cultura BDA+A, conforme Leite et al. (2003). Para a obtencdo de conidios
puros dos fungos, os lotes de fungo+substrato foram previamente secados (até 8% de teor de
agua) em dessecadores contendo silica gel (20% p/p), durante sete dias. Posteriormente, a massa
de fungo+substrato foi submetida a extracdo em conjunto de peneiras sob agitacdo em incubadora
com agitador refrigerada (modelo C25, marca New Brunswick Scientific Ltd., Hertfordshire,
Inglaterra) a 400 rpm, mediante trés baterias de agitacdo a intervalos de 10 minutos. O material
obtido foi armazenado em temperatura de 8° C.
A viabilidade dos conidios foi avaliada por meio de duas placas de Petri contendo meio

BDA + A, nas quais foram colocados 0,1 mL da suspensdo de conidios (a mesma utilizada para
determinacéo de concentracdo), espalhando-se com alca de Drigaslky. As placas foram incubadas
em camara climatizada tipo B.O.D. a 25° C UR superior a 80% e fotofase de 12 h, por 24 horas.
As leituras foram efetuadas em microscopio Otico, mediante a determinacdo do percentual de
conidios germinados e ndo germinados, contando-se 100 conidios por placa, totalizando 200
conidios em cada avaliacdo, conforme proposto por Alves et al. (1998). Desta forma garantiu-se o
uso de conidios puros com 92-98% de viabilidade.
Selecdo de Isolados para Aphis gossypii em Folhas de Pepino - Este estudo foi realizado em
duas etapas. Na primeira fase foram avaliados dezessete isolados de B. bassiana, quatro isolados
de M. anisopliae e um isolado de L. longisporum. O isolado GHA de B. bassiana foi utilizado
como padrdo por sem o ingrediente ativo de varios micopesticidas renomados (Mycotrol® WP,
BotaniGard ® ES, Botanigard® WP) e um dos agentes de controle biologico mais estudados
internacionalmente (Faria & Wraight 2007).

Foram utilizadas folhas, com até 12 dias de idade, destacadas de plantas de pepino e
previamente lavadas com agua destilada estéril e secas em camara de fluxo laminar. Quinze ninfas
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de terceiro instar foram transferidas para cada placa de Petri de vidro (9,0 cm de didmetro), que
continha uma folha de pepino acondicionada sobre camada de agar-agua a 1% (v/v), com peciolo
e bordas da folha submersos nesse meio (Loureiro & Moino Jr 2006). Em seguida, as folhas
foram pulverizadas com suspensdo aquosa de conidios puros de cada isolado na concentracéo de
1,010’ conidios/mL, em Torre de Potter (marca Burkard Manufacturing Co Ltd., Hertfordshire,
Inglaterra), calibrada a 15 libras/pol?, aplicando-se 2,0 mL da suspenséo (2ul/cm?). A testemunha
foi tratada apenas com agua destilada estéril e Tween 80 a 0,05%.

Apds secagem da suspensdo, os recipientes com os insetos foram fechados com filme
plastico e mantidos em camara B.O.D. (25+£2°C, 80+10% de UR e fotofase de 12 horas) durante
sete dias. Os insetos pulverizados foram transferidos, com um pincel de cerdas macias, para folhas
limpas (troca de alimento) a cada trés dias (Yeo et al. 2003). Diariamente foram removidas todas
as ninfas geradas pelos pulgbes adultos e avaliou-se sua mortalidade. Para confirmacdo da
mortalidade, os insetos mortos foram lavados em alcool 70% por 10 segundos e enxaguados em
agua destilada estéril por 20 segundos, para descontaminacdo externa. Em seguida, foram
transferidos para camara Umida, que consistiu em uma placa de Petri plastica (5,0 cm de
diametro), contendo papel filtro esterilizado umedecido e um chumaco de algoddo molhado. Os
insetos permaneceram nestes recipientes por sete dias ou até a exteriorizacdo do micélio e
conidiogénese.

Determinou-se a mortalidade acumulada corrigida em relacdo a testemunha pela formula
de Abbott (1925) e a mortalidade confirmada (porcentagem dos insetos nos quais ocorreu
conidiogénese do fungo). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10
repeticdes e 150 insetos por isolado. Os dados de mortalidade acumulada corrigida e confirmada

avaliadas aos 3,0 e 7,0 dias apés a inoculagdo dos fungos foram submetidos a anélise de variancia
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com arranjo em parcelas subdivididas, onde a subparcela correspondeu as épocas de avaliacdo. As

médias de tratamentos foram comparadas pelos testes de Skott-Knott e t para dados pareados.

Na segunda fase, foram testados os trés isolados mais promissores da primeira etapa
(>75% de mortalidade confirmada) e cinco concentracdes de conidios (1x10°, 1x10°%, 1x10’,
1x108, 1x10° conidios/mL) em suspensdo aquosa, além da testemunha (4gua esterilizada + Tween
80 a 0,05%), empregando-se a mesma metodologia do experimento anterior. As placas foram
mantidas em incubadora B.O.D. (25£1°C, 72+10% de UR e fotofase de 12 horas) durante sete

dias, avaliando-se diariamente a mortalidade dos insetos.

Os dados foram submetidos, respectivamente, a analise de variancia e teste de Tukey para
comparacdo da mortalidade confirmada acumulada, a analise de Probit para determinacéo da CLsg
e a analise de sobrevivéncia pelo método de Kaplan-Meier para estimativa do tempo mediano de
sobrevivéncia (TMS), geracdo de curvas de sobrevivéncia e comparacao entre pares de isolados
pelo teste de Log-rank, tomando-se como base a concentracéo de 1x10° conidios/mL.

A andlise de probit foi realizada com o software Polo-PC (Leora 1987), enquanto para a
analise de sobrevivéncia utilizou-se o procedimento Lifetest do software SAS (SAS Institute
2001). Pulgdes perdidos durante os experimentos foram desconsiderados de todas as analises
(Hesketh et al. 2008). A mortalidade confirmada ao longo do tempo foi utilizada como parametro
para diferenciacdo dos niveis de viruléncia entre os isolados, pois através da ocorréncia de
esporulacdo sobre os cadaveres foi possivel certificar-se de que a mortalidade foi provocada pelo
fungo. Além disso, a ocorréncia de esporulacdo (conidiogénese) é importante e necessaria para
manutencdo e disseminacdo do entomopatdgeno no campo, contribuindo para a ocorréncia de
epizootias, importante caracteristica do controle bioldgico por fungos (Alves 1998; Butt & Goettel

2000).
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Preparac6es do Fungo - Nos experimentos anteriores sobre selecdo de fungos entomopatoénicos,
o0 isolado CG 864 de B. bassiana foi o mais virulento contra A. gossypii em folhas de pepino,
sendo selecionado para o desenvolvimento do inseticida biolégico. Assim, nos experimentos
seguintes do presente trabalho, foram utilizados conidios aéreos do isolado CG 864.

A suspensdo aquosa de conidios foi obtida pela pipetagem de Tween 80 a 0,05% (v/v) em
agua destilada estéril dentro de tubo de ensaio, seguida pela mistura gradual de conidios puros e
secos de B. bassiana (material técnico com 9,0 x 10 conidios viaveis/g) sob forte agitacdo em
vortex durante 25 minutos, em temperatura ambiente.

Como veiculo para preparo da formulacdo dispersdo oleosa foi utilizado o 6leo vegetal
Natur’Oil (Stoller do Brasil), o qual é constituido basicamente por 6leo de soja, com ésteres de
acidos graxos correspondendo a 930 mL/L de p.c. (93% v/v) e Nonil Fenol Etoxilado na
concentracdo de 70 mL /L de p.c. (7% v/v) (informacdes fornecidas pelo fabricante). Este 6leo
emulsionavel foi selecionado por ser aceito em formulacbes de produtos bioldgicos para uso na
agricultura organica. Essa formulacdo foi preparada pela pipetagem de 6leo vegetal em tubo de
ensaio, seguida pela mistura gradual de conidios puros e secos de B. bassiana (material técnico
com 9,0 x 10™ conidios viaveis/g) sob agitacdo leve durante 20 minutos, em temperatura
ambiente.

O preparo da formulacdo suspensdo aquosa de conidios e sua respectiva diluicdo em agua
para aplicagdo foram realizados 30 minutos antes de cada experimento. Apds 0 preparo, a
suspensdo foi agitada em vortex, por 15 minutos; ja a dispersdo oleosa de conidios apés diluicdo
em agua foi agitada manualmente, visando evitar a desestabilizacdo da emulsdo, na qual gotas de

6leo coalescem e aderem as paredes do recipiente sob forte agitacdo mecénica (Ugine et al. 2005).
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Desta forma, foram obtidas duas preparagdes do inseticida bioldgico: a) suspensao aquosa

[conidios puros de B. bassiana CG 864 + Tween 80 a 0,05%; utilizada como padrdo] e b)
formulacdo em dispersdo oleosa [conidios puros + Gleo vegetal emulsionavel em diferentes
concentracgoes].
Efeito dos Componentes da Formulacdo na Viabilidade de Conidios - A viabilidade dos
conidios de B. bassiana foi determinada, em laboratdrio, nas preparacdes: a) suspensdo aquosa de
conidios puros, em Tween 80 a 0,05%; b) formulacdo em dispersdo oleosa de conidios puros, em
6leo emulsionavel nas concentracbes de 0,5%, 1%, 2%, 4% e 8% v/v na calda aplicada; e c)
testemunha, a qual foi constituida por 4gua destilada estéril e Tween 80 a 0,05%.

Para a suspensao aquosa, a Vviabilidade dos conidios foi avaliada por meio de duas placas
de Petri contendo meio BDA + A, nas quais foram colocados 0,1 mL da suspensdo de conidios
(1x10® conidios/mL), espalhando-se com alca de Drigaslky. As placas foram incubadas em
camara climatizada tipo B.O.D., a 25° C, UR superior a 80% e fotofase de 12 h, por 24 horas. As
leituras foram efetuadas em microscopio Optico, mediante a determinacdo do percentual de
conidios germinados e ndo germinados, contando-se 100 conidios por placa, totalizando 200
conidios em cada avaliacdo, conforme proposto por Alves 1998, em seguida, foram calculadas as
porcentagens de germinacao.

Para a formulacdo em dispersdo oleosa adotou-se os procedimentos de Magalhées et al.
(1997), que consiste em espalhar a dispersdo oleosa sobre meio de cultura e cobrir com uma
laminula. Assim, 10 pl da dispersdo (1x10® conidios/mL) foram espalhados sobre blocos (1,0 x
1,0 x 0,2 cm) do meio de cultura BDA+A, acondicionada em placas de Petri. Em seguida, a
suspensdo foi firmemente coberta com uma laminula estéril. Em seguida, o conjunto foi
transferido e mantido em incubadora B.O.D. (25+2° C, 75+8% de UR e fotofase de 12 h), com

observagdes realizadas 8h, 18h e 24h pds- inoculagdo, e, calculadas as porcentagens de
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germinacdo. Para cada preparacdo e momento de avaliacdo, foram utilizadas trés repeticoes, cada
repeticdo sendo representada por trés amostras em placa de Petri.

Eficiéncia de Pré-Formulagbes do Inseticida - Conforme resultados obtidos nos experimentos
anteriores, realizou-se um experimento sob condicdes de laboratorio para determinar o efeito da
preparacdo do inseticida na infeccdo do pulgdo A. gossypii. Os tratamentos testados foram: 1)
preparacio em suspensdo aquosa [conidios + &gua esterilizada + Tween 80 a 0,05%]; 2) Oleo
emulsiondvel + agua, nas concentracfes de 0,5%, 1%, 2%, 4% e 8% v/v, sem conidios; 3)
preparacdo em dispersdo oleosa [conidios + &gua esterilizada + 6leo emulsiondvel nas
concentracdes de 0,5%, 1%, 2%, 4% e 8% v/v], e 4) testemunha absoluta, apenas agua destilada
estéril. Todas as preparacdes com B. bassiana foram padronizadas para concentragdo de 1,0 x 10’
conidios/mL na calda aplicada.

Foram utilizadas folhas, com até 12 dias de idade, destacadas de plantas de pepino e
previamente lavadas com agua destilada estéril e secas em camara de fluxo laminar. Quinze ninfas
de terceiro instar foram transferidas para cada placa de Petri de vidro (9 cm de didmetro), que
continha uma folha de pepino acondicionada sobre camada de agar-agua a 1% (v/v), com peciolo
e bordas da folha submersos nesse meio (Loureiro & Moino Jr. 2006).

Em seguida, as folhas foram pulverizadas com os tratamentos durante 10 segundos
mediante uso de um atomizador portétil de bico rotativo movido a pilha (Micro Ulva, Micron
Sprayers Ltd., Bromyard, Inglaterra), fixado em suporte a 20 cm de altura do alvo. Este
equipamento foi regulado para a rotacdo de 1.5000 rpm, taxa de fluxo de 20 mL/minuto e gotas
com tamanho de 35-45 u (manual do fabricante). Ap0s secagem das folhas, 0s recipientes com 0s
insetos foram fechados com filme plastico e mantidos em camara B.O.D. (25° C, >80% de UR e

fotofase de 12 h) durante sete dias.
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Os insetos pulverizados foram transferidos, com um pincel de cerdas macias, para folhas
limpas (troca de alimento) a cada trés dias (Yeo et al. 2003). Diariamente foram removidas todas
as ninfas geradas pelos pulgbes adultos e avaliou-se a mortalidade dos insetos (Hesketh et al.,
2008). Para confirmacéo da mortalidade pelo entomopatogeno, foi repedito protocolo mencionado
anteriormente.

Determinou-se a mortalidade acumulada corrigida em relacdo a testemunha pela formula
de Abbott (1925) e a mortalidade confirmada (porcentagem dos insetos nos quais ocorreu
conidiogénese do fungo). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10
repeticdes por tratamento. Os dados de mortalidade acumulada corrigida e confirmada avaliadas
aos 3,0 e 7,0 dias apds a inoculacdo (dia) dos fungos foram submetidos a analise de variancia com
arranjo em parcelas subdivididas, onde a subparcela correspondeu as épocas de avaliacdo. As
médias de tratamentos foram comparadas pelos testes de Skott-Knott e t para dados pareados

(P<0,05). Todas as andlises foram realizadas com o software SAS (SAS Institute 2001).

Resultados e Discussao

Selecdo de Isolados para Aphis gossypii em Folhas de Pepino. Detectou-se interacdo isolado x
época de avaliagdo significativa para a mortalidade corrigida (F21, 104 = 2,10; P = 0,0075) e
mortalidade confirmada (F21, 104 = 4,40; P < 0,0001), indicando diferencas na infectividade de
alguns isolados ao longo do tempo. No terceiro dias apds a inoculagdo, apenas os isolados de B.
bassiana CG 864 e PL 63 foram altamente patogénicos, com niveis de mortalidade corrigida e
confirmada acima de 60% (Tabela 2). Ao sétimo dia os isolados CG 864 e PL 63 novamente
proporcionaram 0s maiores niveis de mortalidade corrigida e confirmada (acima de 80%), porém

ndo diferiram estatisticamente do isolado padrdo GHA e IBCB 66. Para M. anisopliae, 0 melhor
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isolado foi IBCB 425, proporcionando mortalidades corrigida e confirmada, respectivamente,
entre 50% e 54%. Ja o isolado ESALQ 1300 de L. longisporum ocasionou mortalidades corrigida
e confirmada de 22% a 30%, respectivamente. Esses resultados demonstram o potencial de uso de
B. bassiana para controle microbiano de A. gossypii, e estdo de acordo com Loureiro & Moino Jr.
2006, os quais demonstraram que B. bassiana € patogénico ao pulgdo A. gossypii e 0s seus
isolados sdo mais virulentos que isolados de Metarhizium e Lecanicillium, atingindo até 100% de
mortalidade confirmada aos sete dias da inoculacéo.

Na segunda etapa da selecdo, considerando-se a viluréncia, foram avaliados os isolados
CG 864, PL 63 e IBCB 66 de B. bassiana. As percentagens de mortalidade confirmada acumulada
aos sete dias da inoculacdo dos fungos variaram de 4,2 a 95,6% para o isolado CG 864; de 9,0 a
91,1% para o isolado PL 63; e de 2,0 a 95% para o isolado IBCB 66 (Tabela 3). Para todos 0s
isolados constatou-se que a mortalidade confirmada foi crescente a medida que a concentracao de
conidios aumentou.

A mortalidade confirmada demonstrou diferenca significativa entre os isolados nas
concentracdes de 1x10° (F, 7 = 9,150; P = 0,0111), 1x10° (F,, ; = 5,013; P < 0,0445) e 1x10’
conidios/mL (F,, 7 = 9,624; P = 0,0098). Nestas concentracdes, os isolados CG 864 e PL 63
propiciaram niveis de mortalidade superiores ao isolado IBCB 66. Por outro lado, os isolados ndo
diferiram estatisticamente entre si nas concentraces de 1x10° (F,. 7 = 1,551; P = 0,2638) e 1x10°
conidios/mL (F,, 7 = 3,69; P = 0,0840), com niveis de mortalidade confirmada entre 69,5% e
95,6% (Tabela 3). Para os isolados CG 864 e PL 63, a mortalidade ocasionada pela concentracao
de 1x10°® condios/mL foi significativamente maior que o observado para 1x10’, porém néo diferiu
da mortalidade com 1x10° conidios/mL. Para todos os isolados a maior mortalidade de pulgdes
ocorreu na concentracdo 1x10° conidios/mL, diferindo estatisitcamente das demais concentracées

avaliadas apenas para IBCB 66.
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Resultados semelhantes foram observados por Almeida et al. (2007), com diferentes
concentracdes do produto comercial Boveril® WP (isolado PL 63; 1 x 10° conidios viaveis/g)
para controle do pulgdo Brevicoryne brassicae (L.) em folhas destacadas de repolho. Nas
concentragdes 4,0 x 10* a 2,5 x 10° conidios/mL, o isolado PL63 propiciou mortalidade
confirmada de 30% a 60%, enquanto nas concentragdes 5,0x10° a 5,0x10° conidios/mL ocasionou
entre 80% e 90% de mortalidade confirmada. Segundo Araujo Jr (2008), o isolado CG 001 de B.
bassiana pulverizado na concentracéo de 1,0 x10” conidios/mL sobre folhas destacadas de couve
causou 76% de mortalidade em Lipaphis erysimi (Kalt.).

Pela analise de Probit (Tabela 4), os isolados CG 864, PL 63 e IBCB 66 se adequaram ao
modelo. A sobreposicdo dos intervalos de confianca entre as CLsy demonstra que os isolados CG
864 e PL 63 foram similares entre si e diferiram estatisticamente do isolado IBCB 66. Pela
comparagéo das curvas de sobrevivéncia dos pulgdes na concentragdo de 1,0 x 10® conidios/mL
ao longo de sete dias de observacdo, a acdo dos isolados foi mais contrastante a partir do terceiro
dia da inoculacdo (Fig. 1).

Os valores elevados de mortalidade ao terceiro dia indicam acdo rapida do entomopatdgeno
sobre a praga. Para insetos capazes de transmitir viroses e com grande capacidade de dispersao,
como é o caso de A. gossypii em cucurbitaceas, torna-se necessario seu controle de forma
imediata como meio de impedir a disseminacdo da doenca na cultura. A rapidez com que o
entomopatogeno mata seu hospedeiro € uma caracteristica desejavel para o controle de muitas
pragas agricolas, contudo, ndo deve ser considerada como Gnica. E imprescindivel também que o
isolado seja capaz de proporcionar elevada mortalidade final, exigindo desta maneira
pulverizagbes menos frequentes e possibilitando reduzir os custos de controle das pragas

(Harrewijn & Minks 1989; Harrington & VVan Emden 2007).
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A maior velocidade em causar mortalidade pelos isolados CG 864 e PL 63 foi confirmada
pelos valores para o tempo mediano de sobrevivéncia (TMS), o qual é um parametro gerado pela
analise de Kaplan-Meier (método ndo paramétrico) equivalente ao TLso (Tabela 5). O TMS para
o isolado IBCB 66 foi estatisticamente maior em comparagdo aos demais isolados (teste de Log-
rank, P < 0,01). Assim, os isolados CG 864 (CLso de 6,3 x 10° conidios/mL; TMS de 4,0 dias) e
PL 63 (CLso de 7,1 x 10° conidios/mL; TMS de 5,0 dias) foram os mais virulentos e ndo diferiram
estatisticamente entre si, enquanto IBCB 66 (CLso de 3,2 x10” conidios/mL; TMS de 7,0 dias) foi
menos promissor contra o pulgdo (Tabelas 4 e 5). Na pratica, baseado no TMS, pulgdes
inoculados com o isolado IBCB 66 potencialmente estariam aptos sobre longo periodo de tempo
para produzir prole antes de sucumbir a infeccdo do fungo, permitindo o aumento do tamanho da
populacdo. Hipoteticamente, sob condi¢bes de campo existiriam mais oportunidades para aumento
populacional nos pulgdes tratados com este isolado em relagdo ao CG 864 e PL 63.

Segundo Paccola-Meirelles (1998), diferencas na patogenicidade e na viruléncia dos
isolados sdo uma indicacdo da variabilidade genética natural existente dentro da espécie. Para B.
bassiana esta variabilidade genética ja foi demonstrada por varios autores (Paccola-Meirelles &
Azevedo 1990; Tigano & Riba 1990; Maurer et al. 1997; Aquino de Muro et al., 2003; Rehner et
al., 2006), bem como a producdo de beauvericina (toxina altamente potente aos artrépodes) pode
variar amplamente entre os isolados deste entomopatdgeno (Roberts & Krasnoff 1998).

Embora seja dificil comparar resultados destes estudos por causa da ampla faixa de
condi¢des e metodologias utilizadas, houve grande variabilidade no desempenho de B. bassiana
sobre os pulgbes. Os isolados mais virulentos foram capazes de causar alta mortalidade (90-
100%) em laboratério, com baixas concentragées de conidios (CLso 0,53-9,15 x 10° conidios/mL
e em curto periodo de tempo (TLsp 1,6-6,2 dias). Para o isolado IBCB 66, Loureiro & Moino Jr.
(2006) ndo constataram diferenca estatistica na mortalidade confirmada de ninfas de 3° instar de
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A. gossypii ao longo de oito dias de avaliagdo, entre as dosagens de 1,0 x 10° a 1,0 x 10®
conidios/mL aplicadas sobre folhas destacadas de algodoeiro. Também verificaram pequena
diferenca no tempo de sobrevivéncia dos insetos, com TLso de 3,1 e 2,4 dias, respectivamente,
para 1,0 x 10° a 1,0 x 10° conidios/mL.

Comparando-se os resultados obtidos nos dois experimentos de laboratorio e a origem dos
isolados (Tabela 2), constata-se que ndo houve relacéo direta entre a taxa do hospedeiro original e
a viruléncia do isolado de B. bassiana sobre A. gossypii. Este fendbmeno também foi relatado por
Feng & Johnson (1990), que testaram isolados de B. bassiana oriundos de coledptero, do pulgao
Schizaphis graminum (Rond.) e de outros hemiptera sobre o pulgdo do trigo Diuraphis noxia
(Kurdjumov). Isto mostra que o hospedeiro de origem ou a relacdo filogenética entre hospedeiros
potenciais nem sempre é um indicador confiavel da provavel viruléncia de um isolado de fungo
sobre um hospedeiro especifico, embora epizootias naturais de B. bassiana sobre pulgbes nado
sejam comuns (<1% de infec¢do) e tenham baixa relevancia na supressao populacional desses
insetos no campo, este fungo tem apresentado amplo espectro hospedeiro, causando doenca em
espécies de insetos e acaros de diversas ordens e familias. Esta caracteristica tem contribuido para
que este agente seja muito estudado e explorado para o desenvolvimento de micopesticidas em
todo mundo (Alves 1998).

A determinacdo da CLgo, para fungos entomopatogénicos, € importante para estabelecimento
da dosagem que servira como embasamento para uma possivel utilizacdo em campo. A ClLg
estimada para os isolados CG 864 e PL 63 no presente estudo correspondeu a concentracao de
1,3-2,0 x 10® conidios/mL (para 200L de calda/ha equivalendo a 2,6-4,0 x10** conidios/ha),
enquanto para IBCB 66 foi de 7,8 x 10° conidios/mL (= 1,6 x10™ conidios/ha). Para experimentos
de campo, usualmente a faixa de dosagem de conidios com micoinseticidas a base de fungos
mitospéricos varia de 1 x 10" a 1 x 10™ conidios/ha (Bateman 1997; Poprawski et al. 1999;
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Wraight et al. 2000; Vandenberg et al. 2001, Malsam et al. 2002, Feng et al. 2004, Hatting et al.
2004, Shi et al. 2008). Entretanto, os resultados desta pesquisa ndo podem ser extrapolados
diretamente para predizer a mortalidade dos pulgBes em campo, exigindo experimentos nessas
condicdes para se conhecer o potencial epizootico dos isolados testados.

Efeito dos Componentes da Formulacéo na Viabilidade dos Conidios. Muitos séo os produtos
fitossanitarios que possuem o6leos nas suas formulagdes, tanto de origem vegetal como mineral
(Alves 1998). A viabilidade dos conidios de B. bassiana neste trabalho ndo foi afetada pelas
diferentes concentracdes de 6leo vegetal emulsionavel (0,5% a 8%) e nem pelo agente molhante
Tween 80 a 0,05%. Resultados semelhantes foram obtidos por Silva (2006) ao verificarem a
compatibilidade dos fungos entomopatogénicos B. bassiana, M. anisopliae e Paecilomyces sp.
com produtos a base de 6leo mineral e vegetal, quando empregados conjuntamente em caldas.
Estes autores também relataram alta germinacao de conidios (94,5%) do isolado CG 432 de B.
bassiana quando misturado ao Natur’Oleo na concentragdo 1,5% (v/v). Luz & Batagin (2005)
também observaram altos niveis de germinacdo de conidios do isolado CG 14 de B. bassiana em
11 6leos vegetais na concentragdo de 10% ap06s oito dias de incubacao.

Eficiéncia de Pré-Formulacdes do Inseticida Bioldgico. A interacdo tratamento X época de
avaliacdo foi significativa para a mortalidade corrigida (Fi2, 133 = 12,31; P <0,0001) e mortalidade
confirmada (Fs, 69 = 9,04; P <0,0001).

O ¢leo vegetal emulsionavel causou mortalidade corrigida de A. gossypii superior a 50% no
terceiro dias apos a aplicacdo do tratamento (3 d.a.t.), quando utilizado nas concentragcdes acima
de 2% na calda pulverizada (Tabela 6). Por outro lado, esta mesma concentragdo aos 7,0 d.a.t.
propiciou mais de 60% de mortalidade corrigida. Houve incremento na mortalidade do pulgéo
com o aumento da concentracdo de 6leo emulsionavel, em ambas as épocas de avaliacdo. Isto
mostrou a agéo inseticida deste adjuvante quando aplicado isoladamente, porém em concentracéo
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(>1%) muito acima do tolerado pelas folhas do pepino, causando danos severos a planta. Muitos
sd0 0s agrotoxicos que possuem o6leos nas suas formulagdes, sendo utilizados como inseticidas,
acaricidas, fungicidas, herbicidas e espalhantes adesivos. Oleos vegetais sdo considerados
promissores para 0 manejo integrado de pragas, atuando por contato, ingestdo, fumigacdo e
repeléncia (Almeida et al. 2005, Sousa et al. 2005, Brito et al. 2006). Além de mortalidade, 0s
oOleos vegetais podem afetar o desenvolvimento e a alimentacéo de insetos e acaros, reduzir a sua
oviposicdo, a viabilidade dos ovos e a emergéncia de adultos (Boeke et al. 2004, Ketoh et al.
2005, Pereira et al. 2008). A toxidade de 6leos vegetais a insetos e acaros depende da composicao,
formulacdo e forma aplicacdo dos dleos. A acdo inseticida de 6leo de soja e misturas de 6leos
vegetais tem sido muito relatada para pulgdes, moscas-branca, cochonilhas e acaros (Pless et al.
1995, Fenigstein et al. 2001, Moustafa et al. 2002).

Considerando exclusivamente a mortalidade corrigida no sétimo dia ap6s a aplicacdo
(Tabela 6), constatou-se que o fungo B. bassiana nas diferentes preparacdes (suspensao aquosa e
dispersdo oleosa) propiciou indices de mortalidade significativamente maiores que as observadas
para o 6leo vegetal emulsionavel empregado isoladamente, assim confirmando a alta viruléncia do
isolado CG 864 ao pulgdo.

Houve diferenca estatistica na mortalidade confirmada (conidiogénese observada) de A.
gossypii entre as preparacdes de B. bassiana no terceiro dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos
(Tabela 6). Todos os tratamentos com dispersé@o oleosa de conidios [0,5% a 8% de 0leo vegetal na
calda] propiciaram indices de mortalidade confirmada estatisticamente maiores (61-73%) que a
suspensdo aquosa de conidios (52%). Ndao verificou-se diferenca na mortalidade confirmada entre
dispersdes oleosas de conidios preparadas com diferentes concentracdes do 6leo emulsionavel. Ja
no setimo dia da aplicacdo ndo houve diferenca entre as preparacfes de B. bassiana. Nesta
avaliacdo, a suspensdo aquosa de conidios foi tdo eficiente (83% de mortalidade confirmada)
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quanto os tratamentos com dispersdo oleosa (75-82%). Entretanto, na comparacdo das duas
épocas de avaliacdo, o fungo em dispersdo oleosa de conidios ocasionou mortalidade de A.
gossypii mais rapida (menor tempo de sobrevivéncia) que a suspensdo aquosa de conidios.
Também ndo houve incremento na mortalidade confirmada de A. gossypii com 0 aumento da
concentracdo (principalmente 4-8%) de Oleo emulsionavel na calda pulverizada. Isto
provavelmente ocorreu em razdo da morte das ninfas antes mesmo da evolucdo da doenca
(crescimento do fungo e conidiogénese) nas concentracbes de 6leo emulsionavel acima de 1%,
tendo em vista que nestas concentragdes o 6leo por si s, ja ocasionou alta mortalidade do pulgéo
apos o terceiro dia da aplicacao.

E necessario aprimoramento e validacio da formulacio dos conidios de B. bassiana, para
se propiciar maior eficiéncia de controle e menor populacdo sobrevivente de A. gossypii apés a
aplicacdo, bem como a disponibilizacdo de um produto com alta viabilidade de estruturas
infectivas, de longa vida de prateleira (> de 6,0 meses, sob condi¢fes ndo refrigeradas), de facil
manuseio e aplicacdo. Isto contribuira para a reducdo no uso de inseticidas quimicos, com reflexos
positivos na qualidade de vida do produtor, na qualidade dos alimentos produzidos e na

preservacdo do meio ambiente.
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Tabela 1. Procedéncia e hospedeiros de

nos estudos com Aphis gossypii.

isolados de fungos entomopatogénicos utilizados

Fungo®  Isolado/produto Procedéncia Hospedeiro

Bb CG 149 Goiania— GO Deois flavopicta

Bb CG 154 Jatai — GO Deois flavopicta

Bb CG 228 Manaus — AM Chrysomelidae

Bb CG 251 Colinas do Sul - GO Formicidae

Bb CG 319 Pelotas — RS Diabrotica speciosa
Bb CG 369 Belém — PA Solo

Bb CG 458 Londrina— PR Anthonomus grandis
Bb CG 464 Francisco Beltrdo — PR Diabrotica speciosa
Bb CG 479 Santana do Ipanema — AL Vespidae

Bb CG 701 Campos de Julio — MT Scarabaeidae

Bb CG 864 Saquarema — RJ Homalinotus coriaceus
Bb CG 877 Juazeiro do Norte — CE Cosmopolites sordidus
Bb ESALQ 447 Mato Grosso — MT Solenopsis invicta

Bb ESALQ 604 Recife — PE Solo

LI ESALQ 1300 Vertirril® WP; Bebedouro — SP Orthezia praelonga

Bb GHA Mycotrol® WP; EUA Diabrotica undecimpuncta
Ma IBCB 10 Campinas — SP Mahanarva fimbriolata
Bb IBCB 66 S&o José do Rio Preto — SP Hypothenemus hampei
Ma IBCB 425 Iporanga — SP Solo

Ma IBCB 348 Sertdozinho — SP Mahanarva fimbriolata
Ma PL 43 Fleixeira — AL Mahanarva posticata
Bb PL 63 Boveril® WP; Piracicaba — SP Solenopsis sp.

'Bb = Beauveria bassiana; Ma — Metarhizium anisopliae; LI = Lecanicillium longisporum
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Tabela 2. Mortalidades (média =+ EPM) acumulada corrigida e confirmada de ninfas de
Aphis gossypii em folha destacada de pepino, ao terceiro e sétimo dia ap6s a inoculagdo dos
isolados de fungos entomopatogénicos na concentracéo de 1,0x107 conidios/mL. Sob temperatura

25+2°C, 80+10% de UR e fotofase de 12 horas.

Mortalidade acumulada (%)

Isolado Fungo' Corrigida® Confirmada®
(Produto comercial) 3da.i 7 d.a.i 3d.a.i 7 d.a
CG 864 Bb 76,7+7,1 aA 89,2+3,0 aA 64,6+3,9 Ab  86,2+4,4 aA
PL 63 Bb 60,2+3,3 aB 85,2+2,4 aA 60,5+2,1 Ab  80,7+2,5aA
IBCB 66 Bb 48,6+2,7 bB 80,6+3,9 aA 46,0+5,1aB  78,1£3,9 aA
GHA Bb 52,2+2,6 bB 75,8+2,6 aA 46,3£3,9 Ab  70,6+2,3 aA
cG 877 Bb 19,1+2,9cB 66,2+1,7 bA 16,9+2,1dB  63,9+2,2 bA
ESALQ 604 Bb 38,4+3,1 cB 64,8+2,1 bA 18,3+3,7dB  62,6+2,3 bA
CG 464 Bb 43,1+1,3cB 63,1+2,2 bA 41,742,8bB  61,2+2,2 bA
CG 319 Bb 54,3+t3,3bA  61,8+3,2 bA 56,3+2,7 aB 59,1+1,1 bA
CG 458 Bb 43,3+1,3 cB 55,0+3,3 bA 39,9+3,5bB  53,743,0 bA
IBCB 425 Ma 52,0+2,9 bA  54,0+2,9 bA 51,6£2,1aA  50,8+29 cA
CG 251 Bb 46,0+1,6 cB 60,5+3,6 bA 51,243,8aA  54,0+£2,1 bA
CG 228 Bb 36,6+46,3 cA  38,0+4,3CcA 29,6£2,9cB  32,5+2,4 dA
PL 43 Ma 6,7+5,7 eB 41,2+1,6 cA 43+24eB  36,0+1,5dA
CG 149 Bb 43,3+3,5 cA 44,1+4,3 cA 40,1+4,1bB  37,0+2,6 dA
IBCB 10 Ma 40,0+3,1 cB 44,843,3 bA 36,9+3,5bA  43,5£3,7CcA
ESALQ 447 Bb 20,1+3,0cB 56,0+5,0 bA 19,6126 dB  42,3+2,4 cA
CG 479 Ma 31,4+7,4 cA 31,8+7,3 dA 24,3+2,1 dA  30,4+4,1 dA
CG 367 Bb 12,0+2,0 dB 22,246,3 dA 10,4+3,7dB  31,31+3,2 dA
CG 701 Bb 26,7+3,2 cA 27,515,4 dA 25,5+3,2cA  30,0£2,2 dA
ESALQ 1300 LI 15,0+1,3dA  22,246,5dA 10,5+3,0dB  30,0+3,0 dA
IBCB 348 Ma 20,0+2,0 cA 20,048,2 dA 15,842,8dB  30,0+2,1 dA
CG 154 Bb 7,512,5 eA 7,145,6 dA 3,2+1,1eA 12,5+6,3eA
CV (%) 35,6 36,3 39,8 37,4

'BB = Beauveria bassiana; MA = Metarhizium anisopliae; LL = Lecanicillium longisporum.

“Mortalidade corrigida pela féormula de Abbott (1925), considerando-se a mortalidade da
testemunha (10,1+1,3%). Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na
linha, ndo diferem significativamente entre si, respectivamente pelo teste de Scott-Knott e pelo
teste t para dados pareados (P> 0,05). Dados transformados em arcosenoV(x/100) para as anélises
estatisticas.

*Mortalidade confirmada pela conidiogénese do fungo.

*d.a.i. = dias apds a inoculacéo.
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Tabela 3. Mortalidade confirmada acumulada (%) de ninfas de Aphis gossypii ao sétimo dia
apos a inoculacdo dos isolados de Beauveria bassiana, em razdo da concentracdo de conidios
(1x10°, 1x10°, 1x10’, 1x10® e 1x10° conidios/mL). Sob temperatura 25+2°C, 80+10% de UR e

fotofase de 12 horas.

Concentracéo Mortalidade confirmada (%) (média+ EPM)*

(conidios/mL) CG 864 PL 63 IBCB 66
1x10° 5,6+2,5 dA 9,0+3,8 cA 2,0+0,4 cB
1x10° 23,0+3,5 cA 25,742,8 bA 11,1+2,0 dB
1x10’ 68,8+2,6 bA 61,4+3,8 bA 32,8+3,3cB
1x10° 85,0+£3,6 aA 78,6+4,8 aA 69,5+5,9 bA
1x10° 95,64+2,2 aA 91,142,9 aA 88,4+3,6 aA

'Mortalidade confirmada pela conidiogénese do fungo. Inoculacéo por imerséo das ninfas durante
cinco segundos. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (P> 0,05). A mortalidade na testemunha
foi de 9,3+1,2%.
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Tabela 4. Estimativas da concentracdo letal (CLsp), (conidios/mL), intervalos de confianca
(I.C.) e ajuste a0 modelo de Probit baseados na mortalidade do pulgdo Aphis gossypii por isolados
de Beauveria bassiana ao sétimo dia apds a inoculagdo. Sob temperatura 25+2°C, 80£10% de UR

e fotofase de 12 horas.

CL50 ~ 2
Isolado o L I.C. (95%) Equacéo X
(conidios/mL)
CG 864 6,3x10°a 1,9x10°-1,9x10" Y =-0,99 +0,88.log x 5,6 n.s.
PL 63 71x10° a 4,0x10°-1,2x10" Y= 0,17 +0,71.log X 2,0n.s.
IBCB66 32x10° b 20x10°-96x10° Y =-1,57+0,87.log x 1,0 n.s.

'Estimativa baseada na mortalidade do pulgdo ao sétimo dia apds a inoculacdo do fungo
entomopatogénico. Valores de CLsp seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si (P> 0,05), pela sobreposicao dos intervalos de confianca.

¥* = valor calculado; g.l. = 3 e a. = 0,05.

n = 60 ninfas do pulgéo por isolado.
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Tabela 5. Sobrevivéncia (média e mediana), em dias, do pulgdo Aphis gossypii ao longo de
sete dias ap6s a inoculacdo dos isolados de Beauveria bassiana (1,0 x 10® conidios/mL) e valores

de P associados a comparacao das curvas de sobrevivéncia pelo teste de Log-Rank.

Tempo de sobrevivéncia (dias) Teste Log-Rank®
Isolado  N?insetos

Média (£ DP)' Mediana (TMS)> CG 864 ESALQ 604

CG 864 60 4,5+0,2 4 (4-5)
PL 63 51 5,620,2 5 (4-5) 0,208
IBCB 66 55 4.9+0,2 7 (6-9) 0,0005 0,0146

'Desvio padrio.

*Tempo mediano de sobrevivéncia e intervalos de confianca (o = 0,05), estimados pelo método de
Kaplan-Meier.

SValores de P associados & comparacdo pareada das curvas de sobrevivéncia de pulgdes entre
isolados do fungo, pelo teste de Log-Rank.
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Tabela 6. Mortalidades (média + EPM) corrigida e confirmada de ninfas de Aphis gossypii
em folhas destacadas de pepino, ao terceiro e sétimo dia ap6s a aplicagio de Oleo emulsionavel +
agua; preparagdo em suspensdo aquosa [conidios + &gua esterilizada + Tween 80 a 0,01%];
preparacdo em dispersdo oleosa [conidios + agua esterilizada + 6leo emulsionavel] e testemunha

absoluta. (25+2°C, 80+£10% de UR e fotofase de 12 horas).

Mortalidade (%)

Tratamentos Corrigida® Confirmada®
3dat 7dat 3dait 7dat

Oleo emulsionavel (0,5%) 42+24dB  37,1+4,6 dA
Oleo emulsionavel (1%) 14,747,1dB  41,0+5,9 dA
Oleo emulsionavel (2%) 438+2,3cB  65,7+4,2 cA
Oleo emulsionavel (4%) 50,5+3,2 cA  73,8+1,8 bA
Oleo emulsionavel (8%) 61,8+2,2 bA  75,6+1,5 bA
B. bassiana + agua + 60,0+3,0bB  93,2+3,0 aA 52,3t1,3bB 83,8+3,5aA
Tween 80 (0,01%)
B. bassiana +Oleo 65,8+3,3bB  89,9+2,8 aA 61,7£3,6 aA  75,1+3,3 aA
emulsionavel (0,5%)
B. bassiana + Oleo 66,7t2,1 bB  90,9+3,9 aA 62,4+1,7aB  81,0+3,9 aA
emulsionavel (1%)
B. bassiana + Oleo 84,6+3,7aA  90,6+3,0 aA 70,945,1aA 82,4+4,4 aA
emulsionavel (2%)
B. bassiana + Oleo 88,4+7,7aA  90,8+2,5aA 73,1+45aA 76,1+2,3 aA
emulsionavel (4%)
B. bassiana + Oleo 89,3t5,0aA  95,4+3,2 aA 71,8+3,8aA 78,7+3,5aA
emulsionavel (8%)
CV (%) 37,8 245 32,5 23,2

"Mortalidade corrigida pela férmula de Schneider-Orelli (1947), considerando-se a mortalidade da
testemunha (8,1+3,5%). Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na
linha, ndo diferem significativamente entre si, respectivamente, pelo teste de Scott-Knott e pelo
teste t para dados pareados (P> 0,05). Dados transformados em arcosenov(x/100) para as anélises
estatisticas.

’Mortalidade confirmada pelo fungo Beauveria bassiana.

*d.a.t. = dias ap6s o tratamento.
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de ninfas e adultos de Aphis gossypii em folhas de pepino, ao

longo de sete dias apos a inoculacédo dos isolados de Beauveria bassiana, na concentracao de 1,0 x

108 conidios/mL.
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