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RESUMO

Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae) é uma praga relevante para couve, nio
existindo agrotoxicos registrados no Brasil para o seu controle. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar o controle bioldégico com fungos entomopatogénicos e a sua associacdo com 0leo de nim
em afideos da couve, com énfase para L. erysimi. A participacdo deste, no complexo de pragas da
couve em Pernambuco foi avaliada. Dentre os seis municipios monitorados L. erysimi mostrou-se
mais frequente em Jodo Alfredo (68,7%), Recife (63,9%) e Vitoria de Santo Antdo (74,6%).
Cycloneda sanguinea (L.) (Coleoptera: Coccinelidae), Lysiphlebus testaiceipes (Cresson)
(Hymenoptera: Aphidiidae), Syrphidae e Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams foram
constatados. As linhagens de Beauveria bassiana URPE 27 e de Lecanicillium muscarium URPE
28 foram eleitas como mais virulentas, causando em ninfas taxa de mortalidade de 83% e 77%,
sobrevivéncia 2,1 e 3,3 dias e Concentracdo Letal (CLso) de 2,4x10’con/ml e 7,3x10%con/ml,
respectivamente. O 6leo de nim, quando pulverizado apresentou CLso de 0,2mL/l e de 3,7mL/I,
aplicado em imersdo. O 6leo em concentragdo de 1,25mL/I causou mortalidade de 80% das ninfas
em 24horas. Efeito fitotoxico foi promovido em concentracfes acima de 2,5mL/L. A associacdo
do nim com B. bassiana URPE 27 e L. muscarium URPE 28 mostrou-se compativel. Em campo, a

linhagem URPE 27 causou eficiéncia relativa de 89,6%, 88,3% e 90,4%, enquanto que URPE 28



promoveu 455%, 62% e 64,4% contra L. erysimi, Myzus persicae (Sulzer) e Brevicoryne
brassicae (L.) (Hemiptera: Aphididae), respectivamente. A associacdo com o Gleo de nim
mostrou-se mais favoravel com a linhagem URPE 27. Em monitoramento de campo em Vigosa-
MG, avaliou-se a eficicia de Zoophthora aphids (Hoffmann in Fresenius) Batko (1964b) sobre L.
erysimi e M. persicae, que apresentou proporcdo média de infectados de 0,24 e 0,30,

respectivamente. O terceiro instar foi a fase de L. erysimi mais susceptivel.

PALAVRAS-CHAVE: Afidios da couve, Entomophthorales, Hypocreales, nim, pulgéo da

mostarda.
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ABSTRACT

Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae) is a pest with Kale, in the absence of
pesticides registered in Brazil for its control. The goal of this research was to evaluate the
biological control with entomopatogénicos fungi and its association with Neem oil in aphids of
Kale, with emphasis to L. erysimi. The participation of L. erysimi in complex of aphids-pest of
kale in Pernambuco was evaluated. Among six municipalities monitored, L. erysimi was more
frequent in Jodo Alfredo (68,7%), Recife (63,9%) and Vitdria de Santo Antédo (74,6%). Cycloneda
sanguinea (L.) (Coleoptera: Coccinelidae), Lysiphlebus testaiceipes (Cresson) (Hymenoptera:
Aphidiidae), Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams, and Syrphidae were noted. Strains
Beauveria bassiana URPE 27 and L. muscarium URPE 28 of were elected as more virulent,
causing in nymphs mortality rate of 83% and 77%, survival 2,1 and 3,3 days and Lethal
Concentration (LCsg) of 2,4x10"con./ml and 7,3x10%on./ml, respectively. The neem oil when
sprayed shower LCso of 0.2mL/l and 3.7mL/I applied in immersion. The combination of neem
with B. bassiana URPE 27 and L muscarium URPE 28 was compatible. In the field, the strain
URPE 27 caused relative efficiency of 89.6%, 88.3% and 90.4%, while URPE 28 promoted

45.5%, 62% and 64.4% against L. erysimi, Myzus persicae (Sulzer) and Brevicoryne brassicae



(L.) (Hemiptera: Aphididae), respectively. The association with the neem oil was more favorable
to the strain URPE 27. In field monitoring in Vigosa-MG, to evaluate the effectiveness of
Zoophthora aphids (Hoffman in Fresenius) Batko (1964b) on L. erysimi and M. persicae, which
showed average proportion of infected of 0.24 and 0.30, respectively. The third instar stage L.

erysimi more likely.

KEY WORDS: Aphids of kale, Entomophthorales, Hypocreales, neem, Mustard

aphid.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
A cultura da couve
Aspectos gerais e importancia

Classificada como hortalica herbacea, folhosa (Bevilacqua 2011a, Martins 2011a) a couve
faz parte de um complexo de cerca de 3.200 espécies inseridas em aproximadamente 350 géneros
da familia Brassicaceae, superfamilia Brassicaceae, que possui uma gama de variedades botanicas
derivadas de Brassica oleracea L. var. Acephala D.C. (Milec et al. 2007, Filgueira 2008), que sdo
amplamente cultivadas no mundo.

As principais variedades sdo a couve-folha (B. oleracea var. acephala), couve-flor (B.
oleracea var. botritys), repolho (B. oleracea var. capitata), couve-brocolos (B. oleracea var.
italica), couve-tronchuda (B. oleracea var. tronchuda), couve-de-bruxelas (B. oleracea var.
gemmifera) e couve-rabano (B. oleracea var. gongylodes) (May et al. 2007, Filgueira 2008), que
tém seu cultivo realizado durante todo o ano (Filgueira 2008, Martins 2011b) em monocultura ou
em consdrcio com plantas aromaticas, batata, aipo, beterraba, cebola e alface (Bevilacqua 2011b).

De origem em clima temperado (Costa norte mediterranea na Europa e Asia menor) a
couve-folha apresenta caracteristica (Rashid & Singhm 2000, Filgueira 2008), adaptando-se bem
em regides de clima frio (15 a 19°C) e amenos (20 a 25°C) (Pefia & Hughes 2007, Filgueira
2008).

As plantas apresentam caule ereto que produzem diversos rebentos e folhas lisas com

variagdes em tons de verde, sendo no Brasil indistintamente produzido a cultivar ‘Manteiga’



(Filgueira 2008), que tem multiplicado sua participacdo nos mercados em todo o0 mundo (Pefia &
Hughes 2007).

Relativamente rustica, é pouco exigente em solo e adubacdo, transplantada com 15 cm de
altura e cultivada em espagamento 100x50cm, e reproduzida por brotacdes (clones) ou sementes
nos hibridos atuais. A colheita é realizada 90 dias aproximadamente ap6s o transplantio,
quebrando as folhas no peciolo, rente ao caule, deixando folhas menores (4 a 5) em crescimento
(Filgueira 2008, Martins 2011a e 2011b).

O consumo da couve ocorre in natura ou minimamente processadas, sucos, salgados e
doces, estando sempre entre as hortalicas mais consumidas no mercado nacional, apresentando
interessantes caracteristicas organolépticas e nutrientes como vitaminas A, Bl, B2, C, K,
minerais, como calcio e ferro, fibras e proteinas, além de composto bioativo como o Glicosinolato
e flavonoides (Apak et al. 2007, SEBRAE 2008, Bevilacqua 2011a).

A couve faz parte de uma importante cadeia produtiva. Aproximadamente 65% dos mais de
33 mil produtores rurais, concentram a producdo em areas com menos de 10 hectares (SEBRAE
2006), indicando uso intensivo de médo-de-obra familiar, fixacdo do homem no campo e geracédo
de renda (Embrapa 2012).

Segundo o SEBRAE (2006) no ano de 2006 foram produzidas no Brasil, cerca de 93.551
toneladas de couve, sendo o Nordeste responsavel por aproximadamente 19.700 toneladas,
ficando atras apenas da regido Sudeste, responsavel por mais de 56 mil toneladas. Os estados de
maior producdo dentro da regido Nordeste sdo Alagoas (11.885t), Bahia (3.948t) e Pernambuco
(1.547t). Em termos monetarios, isso significa mais de 17 milhdes de reais para os produtores

desta regido.



Pragas da cultura

Os insetos citados em literatura que fazem parte do complexo de pragas da couve sao 0s
pulgdes Lipaphis erysimi (Kalt.), Brevicoryne brassicae (L.) e Myzus persicae (Sulzer), mosca
branca Bemisia tabaci Biotipo B (Genn.), curugqueré-da-couve Ascia monuste orseis (Latr.), traca-
das-cruciferas Plutella xylostella L., lagarta-rosca Agrotis ipsilon (Hufnagel), lagarta-mede-palmo
Trichoplusia ni (Heub.) e a broca-da-couve Hellula phidilealis (Walker) (Rashid & Singhm 2000,
Gallo et al. 2002, Araujo Janior et al. 2007, Filgueira 2008).

A presenca destes organismos pode reduzir, significativamente, a producéo e produtividade,
causando injarias com diferentes graus de severidade e danos diretos e indiretos. Dependendo da
condicdo nutricional e fase de desenvolvimento da planta, as perdas podem chegar a comprometer

completamente a producéo.

Afideos da couve
Aspectos gerais e distribuicdo geografica

Insetos pertencentes a Ordem Hemiptera, Sub-ordem Sternorrhyncha, os Aphididae fazem
parte de Aphidoidea, juntamente com as familias Phylloxeridae e Adelgidae. Os pulgdes ou afideos
sdo fitofagos e sugadores de seiva do floema (Sorenson 2003, Blackman & Eastop 2007).

Os afideos sdo diminutos, adultos de comprimento variavel (1,5 a 2.5mm), coloracdo
diversificada de acordo com a espécie, condi¢des de ambiente e tamanho da coldnia, variando de
tons de verde, rosa, amarelo e preto (Liu & Sparks Jr. 2011). A consisténcia € delicada e formato
piriforme, podendo ter adultos apteros ou alados (Blackman & Eastop 2007, Pereira et al. 2009).

O ciclo de vida é variavel de acordo com as espécies, tendo ciclo reprodutivo sexuado e
assexuado e séo caracterizados de acordo com o uso da sua planta hospedeira, sendo denominados

como ‘heteroécio’ ou ‘monoécio’ quando tém ou ndo alternancia de hospedeiro, respectivamente



(Williams & Dixon 2007, Pereira et al. 2009, Liu & Sparks Jr. 2011). As fémeas que se
reproduzem por partenogénese que pode ser ciclica gerando individuos &pteros ou alados
(Blackman & Eastop 2007), tém alta prolificidade, proporcionam a geragdo de cerca de 50 a 100
ninfas/fémea (Pereira et al. 2009, Liu & Sparks Jr. 2011).

Nas condi¢cdes climaticas brasileiras os afideos sdo viviparos com reproducdo por
partenogénese telitoca, desenvolvendo rapidamente col6nias numerosas, que em condicGes
desfavoraveis como, por exemplo, a baixa qualidade do alimento e alta densidade, estimulam o
surgimento de individuos alados, responsaveis pela migracao/dispersao da espécie (Pereira et al.
2009).

Quanto a distribuicdo geogréfica, os afideos sdo encontrados em diversas regides e habitats
terrestres (VOlkl et al. 2007), sendo as espécies que atacam as brassicas, de maneira geral, L.
erysimi, M. persicae, B. brassicae, Aphis gossypii Glover e Pemphigus populitransversus Riley
(Dewar 2007, Liu & Sparks Jr. 2011), e como citado anteriormente, as trés primeiras fazem parte

do complexo de pragas que infestam plantas de couve no Brasil.

Injarias

Afideos causam danos diretos e indiretos em cruciferas. Os danos diretos provém da succao
da seiva nos tecidos do floema, causando a perda de compostos secundarios e deficiéncia
nutricional das plantas, a injecdo de toxinas pode induzir ma formacao dos tecidos foliares e em
casos mais acentuados a formacédo de galhas. Esses efeitos podem levar a morte de plantas jovens
(Gallo et al. 2002, Salvadori et al. 2005, Liu & Sparks Jr. 2011).

Indiretamente, os danos ocasionados pelos afideos conferem desde a reducéo da fotossintese
pela presenca da fumagina, recobrindo o honeydew, substancia com alta concentracdo de agucares

excretada pelos pulgdes, e nos casos mais graves através da transmissdao de mais de 10 virus e



viroides, dentre estas, o Virus do anel negro da couve e Mosaico da couve flor, rabanete e nabo

(Pena-Martinez 1992, Gallo et al. 2002, Salvadori et al. 2005, Liu & Sparks Jr. 2011).

Biologia e caracteristicas gerais das espécies praga da couve manteiga
Lipaphis erysimi

Espécie holociclica (Blackman & Eastop 2007), adultos apresenta cor com uma variacéo de
tons verde, tendo manchas esclerotizadas facilmente visiveis na superficie dorsal da porgédo
abdominal e as antenas levemente escurecidas com excec¢do da porcdo basal (Liu & Sparks Jr.
2011).

As caracteristicas mais evidentes que identificam esta especie ao nivel macroscopico sdo
tubérculos frontais ndo convergentes, a cauda em formato de lingua e em alguns casos pode
apresentar uma leve cerosidade nas col6nias (Liu & Sparks Jr. 2011), caracteristica ndo observada
nas populacdes encontradas em Pernambuco e Minas Gerais.

A média de longevidade de L. erysimi na faixa de temperatura 6tima para a maioria dos
insetos (20-25°C) situa-se na faixa de 32 a 34 dias e quando exposto a condi¢bes extremas (15°C) €
de 23 dias e (30°C) de apenas 14 dias, em estudo realizado em condi¢Ges controladas de
laboratério. Em condicdo de campo os valores ndo sofrem muita alternancia, com longevidade
média de 33 dias no inverno e 22 dias no verdo e a fecundidade média a 25°C é de 2,5
ninfas/fémea/dia. Para duplicar a populacdo, L. erysimi necessitou de apenas 1,41 e 2,39 dias no

verdo e inverno, respectivamente (Godoy & Cividanes 2002).

Myzus persicae
Espécie altamente polifaga, cosmopolita e tem alta eficiéncia na transmissdo de viroses sendo

capaz de transmitir mais de 100 fitoviroses (Blackman & Eastop 2007).



Conhecidos vulgarmente como pulgéo-verde, apresentam cerca de 2mm de comprimento,
forma &ptera de cor verde-clara e alada com tons de verde mais marcantes, cabega, torax e antenas
escuros. Reproduz-se por partenogénese telitoca, com quatro instares de duracdo aproximada de
dez dias até a fase adulta (Gallo et al. 2002, Blackman & Eastop 2007).

Adultos de M. persicae usualmente sdo alados. As antenas e os sinfinculos sdo da mesma cor
do corpo, mas sutilmente escurecidos na por¢ado final, proeminentes, sinfinculos dilatados a base
(Blackman & Eastop 2007, Liu & Sparks Jr. 2011) e cilindrico em sua extensdo (Gallo et al. 2002).

As caracteristicas que auxiliam macroscopicamente na separacdo de outras espécies sdo 0s
tubérculos frontais distintos e voltados para dentro na porgdo basal e sinfunculos da mesma cor do

corpo e tdo longo quanto a cauda (Liu & Sparks Jr. 2011).

Brevicoryne brassicae

Apteros de B. brassicae tém cor variando de amarelo a verde escura com regides mais
escuras na cabeca e torax. A presenca de secrecdo serosa recobrindo as colbnias é uma
caracteristica marcante da espécie (Gallo et al. 2002, Liu & Sparks Jr. 2011), que sdo formadas
sobre as folhas comprometendo o desenvolvimento das plantas (May et al. 2007).

Caracteristicas como sinfanculos e codicola mais curtos que a cauda, cauda em formato de
cone contendo de 7-8 setas recurvadas e secrecdo serosa recobrindo os insetos e as folhas
infestadas sdo os indicativos macroscopicos de que se trata de uma infestacdo de B. brassicae.
Assim como em outras espécies de afideos, a presenca de fumagina recobrindo as folhas pode ser

encontrada devido a presenca do honeydew (Gallo et al. 2002, Liu & Sparks Jr. 2011).



Meétodos de controle

Como em diversos insetos pragas em outras culturas, o uso de agrotoxicos para controle de
afideos na couve é o método que tem intensa participacdo para reducéo da infestacdo e controle da
densidade e crescimento populacional. Contudo, outras préaticas tém sido recomendadas com esses

objetivos, a exemplo do controle bioldégico, mecénico e cultural, fisico e comportamental.

Controle biolégico

Diferentes espécies interagem no agroecossistema de maneira complexa nos diferentes
niveis troficos. Esta interacdo tende a proporcionar o equilibrio entre os organismos em condigdes
normais de conservacdo. De acordo com Lenteren (2009), o controle bioldgico natural €
responsavel por cerca de 95% de controle de organismos, potencialmente pragas, em cerca de
85,5 milhdes de km? de area cultivada no planeta.

Predadores, parasitdides e entomopatogenos sdéo comumente relatados em diversas pesquisas
em interacdo com espécies de afideos em varios sistemas (Volkl et al. 2007). Dentre os predadores
podem-se citar as espécies da ordem Coleoptera e da familia Coccinellidae, Coleomegilla maculata
DeGeer, Hippodamia convergens Guerin-Meneville, Cycloneda sanguinea (L.) (Coleoptera:
Coccinelidae) e Dipteros da familia Syrphidae (VOIkl et al. 2007, Liu & Sparks Jr. 2011).
Hymenopteros parasitdides Diaeretiella rapae e Lysiphlebus testaiceipes (Cresson) (Hymenoptera:
Aphidiidae) (Zhang & Hassan 2003, Stary et al. 2007), além dos fungos Hypocreales Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Lecanicillium muscarium
(Petch) Zare & Gams e Entomopthorales Pandora neoaphids e Zoophthora radicans ocorrem
regulando populacdes de L. erysimi, M. persicae e B. brassicae (Feng et al. 1990, Alves 1998,

Isikber & Copland 2002).



Em muitos sistemas agricolas, os fungos entomopatogénicos sdo importantes agentes de
controle natural de diversas espécies de insetos e acaros-praga (Sosa-Gomez 2005). Estima-se que
os fungos entomopatogénicos sao responsaveis por cerca de 80% das enfermidades que ocorrem
sobre artrpodos (Batista Filho 1989, Alves 1998) e sdo muito interessantes devido a ampla
seletividade a outros inimigos naturais (Cardoso et al. 2007), sendo estes agentes de controle
bioldgico passiveis de manipulagdo para utilizagdo em programas de controle especificos, ou ainda
serem associados a programas de manejo integrado de pragas (Lenteren 2009, Goettel et al. 2010).

A mais recente classificacdo de fungos descreve cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies
entomopatogénicos, com maior numero de representantes nas Classes Oomycetes,
Chytridiomycetes, Ascomycetes e Zygomycetes (Goettel et al. 2010). Porém, nos Filos
Ascomycota e Zigomycota estdo as especies que sdo verdadeiramente capazes de controlar
infestacOes de pulgbes. Entomophthorales (Zigomycota) apresenta uma maior eficiéncia relativa,
de acordo com Valkl et al.(2007).

Fatores inerentes ao proprio patdgeno e externos, que mantém com estes uma intima e
complexa interacdo, interferem na efetividade de um fungo entomopatogénico em promover a
infeccdo no hospedeiro (Alves 1998, Goettel et al. 2010).

Os fatores ambientais sdo extremamente relevantes para que as infec¢des fungicas ocorram.
Hyphomicetes normalmente requerem altas umidades para que ocorram 0S processos de
germinacdo, penetracdo e esporulacdo. Lecanicillium sp., por exemplo, necessita de umidades
muito proximas a 100% durante um periodo de 16 horas, enquanto que espécies de
Entomophthorales dependem de umidades superiores a 95% para germinacdo e esporulacdo dos
conidios (Goettel et al. 2010).

A temperatura é um fator que pode ser limitante para que as espécies de fungos

entomopatogénicos iniciem o processo infectivo. Para os Hyphomicetes, geralmente, a faixa



Otima de temperatura situa-se entre 20 e 30 °C, enquanto que para 0os Entomophthorales esta faixa
esta compreendida entre 15 e 25°C, tendo que se considerar, ainda, que os raios ultravioletas sdo
danosos para a persisténcia e infectividade de muitos fungos (Alves 1998, Xu & Feng 2002,
Goettel et al. 2010).

Considerando fatores inerentes aos fungos entomopatogénicos, uma caracteristica marcante
é a especificidade de hospedeiros, que é amplamente variavel entre géneros, dentro do proprio
género e entre linhagens. Para a aplicacdo no controle bioldgico, a sele¢cdo de um bom isolado €
considerada mais relevante que a espécie em si, devido as variacGes de viruléncia que ocorrem
nas linhagens no interior do hospedeiro (Goettel et al. 2010).

Em muitos casos, fungos entomopatogénicos podem matar certas espécies de insetos apenas
em condigdes muito especiais (Baverstock et al. 2005, Baverstock et al. 2008). Exemplo disso
ocorre em M. anisopliae, que é raramente registrado como patdgeno de mosquitos em condicdes
de campo, mas em laboratorio, muitas linhagens sdo altamente patogénicas as larvas de
mosquitos, ratificando, também, que outros fatores sdo relevantes para susceptibilidade e
ocorréncia da doenca no hospedeiro em condi¢des naturais (Goettel et al. 2010).

E relevante considerar que para haver uma boa atividade do isolado é necessario uma
eficiente producdo de propagulos infectivos. A producdo de conidios depende do tamanho do
hospedeiro (cadaver) e de fatores nutricionais, assim como da espécie e linhagem dos fungos (Xu

& Feng 2000, Nielsen et al. 2001, Goettel et al. 2010).

Fungos entomopatogénicos Hypocreales
Ascomycota (Anamorfo) apresenta como principais caracteristicas o micélio septado e

hapléide, com os esporos sexuais, 0s ascosporos, formados em um asco ou corpo de frutificag&o.



Muitas linhagens de Ascomicetos tém baixa habilidade de formar esporos sexuais, a forma
teleomorfa, e sdo classificados como forma-classe Hyphomycetes (Goettel et al. 2010).

A ordem Hypocreales apresenta esporos de tamanho diminuto (<10um), e grande
quantidade de esporos produzidos por cadaver (10°-10%). A esporulagdo é lenta, e normalmente,
ocorre em alguns dias, a taxa de germinacdo e o ciclo de vida lentos, alta Concentracdo Letal
(CLso) (10%-10%). Raramente apresentam muco revestindo os esporos, assim como a formacéo de
esporos de resisténcia, com maior aplicabilidade em estratégias de controle biol6gico classico,
inundativo ou ainda por incremento. Cerca de 40 géneros de fungos entomopatogénicos sdo
encontrados nesta classe/ordem, com espécies representantes de géneros Aschersonia,
Aspergillus, Beauveria, Culicinomyces, Hirsutella, Hymenostilbe, Lecanicillium (= Verticillium),
Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces, Sorosporella e Tolypocladium (Goettel et al. 2010,
Hesketh et al. 2010).

O fungo Metarhizium é descrito como um deuteromiceto da familia Moniliaceae que se
caracteriza por infectar grande nimero de espécies de insetos, formando nestes uma camada
pulverulenta de conidios, que os recobre, com cor variavel, com tons que alternam do verde claro
a escuro, acinzentados, ou ainda esbranquicados com manchas verdes. Os conidios sao
normalmente uninucleados, hialinos e se formam sobre conidiéforos simples, podendo também se
formar sobre ramificacGes compostas de um conjunto de micélio. As fialides clavadas ou
cilindricas sdo originarias do vértice de hifas e se colocam uma ao lado da outra. A massa
estromatica € composta de um agrupamento de conidios em cadeias que dao origem a estruturas
prismaticas compostas (Alves 1998).

O género Beauveria ocorre infectando diversas espécies de insetos e acaros. As fialides séo
representadas por células com a regido basal mais volumosa que se organizam no conidiéforo,

densamente agrupadas em espirais ou solitarias. Os conidios podem apresentar diversas formas,
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sendo normalmente globosos, ovoides, cilindricos, verrugosos, curvados ou ndo, aparecem sobre
as hastes das fialides, que podem ser simples, com algumas ramifica¢cGes na parte superior ou em
ziguezague (Alves 1998).

O fungo Lecanicillium (=Verticillium) é um patdgeno que normalmente ocorre sobre afideos
e cochonilhas em diversas regibes. Caracteriza-se por apresentar fidlides pontiagudas, com
aspecto de um furador, saindo do ramo principal do conidi6foro. Os conidios geralmente elipticos
de 2,5 a 7 um sdo envolvidos por uma massa gelatinosa de forma esférica e normalmente emitem

dois tubos germinativos (Alves 1998).

Fungos entomopatogénicos Entomophthorales

Dentro do Filo Zygomycota sdo conhecidos mais de 200 espécies de Entomophthorales
patogénicas a insetos, que normalmente causam epizootias significativas. A ordem
Entomophthorales apresenta como caracteristicas esporos de tamanho relativamente maior
(>10pm) quando comparados a Hypocreales, produzem poucos esporos por cadaver (10%), com
rapida taxa de esporulacdo, germinacdo (algumas horas) e ciclo de vida (dias), frequentemente
produzem conidios secundarios, Concentracdo Letal (CLso) baixa (10%), apresentam atividade de
descarga de esporos, que sdo normalmente revestidos por substancia mucilaginosa (Hesketh et al.
2010)

Aplica-se bem ao controle biolégico por conservacdo, classico ou por inoculacdo (Hesketh et
al. 2010), com espécies dos géneros Conidiobolus, Entomophaga, Entomophthora, Erynia, Furia,
Massospora, Neozygites, Pandora, Strongwellsea, e Zoophthora presentes na ordem
Entomophthorales (Goettel et al. 2010).

De um modo geral, os Entomophthorales apds a fase de penetracdo nos hospedeiros evoluem

em um processo patolégico, por meio dos corpos hifais ou protoplastos, que apresentam diferentes
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formas. Quando em condig¢des desfavoraveis, formam-se, a partir de hifas, os esporos de resisténcia
(azigbsporos ou zigosporos), que possuem grandes quantidades de substancias de reserva, rodeadas
por uma parede celular espessa, para suportar as condi¢Ges inadequadas (Alves 1998, Hesketh et
al. 2010). Esta estrutura é de extrema relevancia para a manutencdo e propagacdo da infeccao
causada por estes entomopatdgenos (Goettel et al. 2010). Os riz6ides podem ou ndo estar
presentes. Os conidios, que apresentam diversas formas podem ter nimero variavel de nucleos e
ser fortemente expelidos e fixados por muco caracteristico na superficie do hospedeiro. Os
conidios primarios podem dar origem a conidios secundarios em periodos de 3 a 10 horas apés a
sua descarga (Alves 1998).

O género Zoophthora apresenta conidiéforo ramificado e raramente simples. Os conidios séo
clavados a ovoides, com um nucleo e papila basal c6nica, rodeado por uma camada liquida com
tendéncia a produzir capiliconidios secundarios. O nucleo tem aparéncia granulosa, podendo ser
colorido com aceto orceina. Os rizoides ndo apresentam terminacdo discOide aderente (Alves

1998).

Controle quimico

As olericolas sdo intensivamente pulverizadas com inseticidas, acaricidas e outros
agrotoxicos (Filgueira 2008). O controle quimico é uma opcao viavel e algumas vezes necessaria
para o controle de afideos na couve, dispondo-se de varios produtos com diferentes principios
ativos. No entanto, deve-se preferencialmente, utilizar produtos seletivos e sistémicos com acéo
translaminar para preservar agentes de controle biolégico (Gallo et al. 2002, Dewar 2007,
Filgueira 2008, Liu & Sparks Jr. 2011).

Atualmente para controle de M. persicae encontram-se registrados trés produtos comerciais

com trés principios ativos diferentes (Acefato, Malationa e Mevinfos), mas que pertencem a uma
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mesma classe quimica de organofosforados. Quando se trata de B. brassicae, a espécie detém na
sua lista 15 produtos comerciais, com 10 ingredientes ativos (Acefato, Clorpirifos, Deltametrina,
Imidacloprido, Malationa, Metomil, Mevinfés, Pirimicarbe, Protiofés e Tiacloprido), e cinco
classes quimicas diferentes (Dimetilcarbamato, Metilcarbamato de oxima, Neonicotindides,
Organofosforado e Piretréides). Para L. erysimi ndo existem produtos registrados (MAPA 2012,
SIA 2012).

Os problemas relacionados ao uso inadequado de inseticidas sdo bastante conhecidos e
relatados por diversos pesquisadores, que vao desde a contaminacdo ambiental, ressurgéncia de
pragas, surtos de pragas secundarias, resisténcia e efeitos nos agentes de controle biolégico (Zheng
et al. 1997, Robbs & Bittencourt 1998, Alves et al. 2001). Estes problemas, associados a busca por
qualidade de vida e de consumo pelos consumidores, vém criando um ambiente favoravel as
pesquisas com o controle bioldégico e manejo integrado, visando minimizar os efeitos colaterais da

aplicacao de agrotoxicos.

Inseticidas de origem vegetal
Oleo de nim

Pertencente a familia Meliaceae, Azadirachta indica A. Juss., € uma espécie botanica que
apresenta uma série de aplicacOes, dentre estas, a utilizacdo no controle de pragas em funcdo da
presenca de metabdlitos secundarios bioativos, sendo seus principais elementos quimicos a
mistura de trés ou quatro compostos correlatos. A Azadirachtina é um triterpeno (limondide) que
tem sido amplamente estudado por ser um dos principais compostos bioativos de A. indica (Dev
1997, Vieira & Fernades 1999, Mossini & Kemmelmeier 2005).

Assim, como para outros produtos de origem vegetal, que sdo aplicados de maneira

alternativa, existe uma dificuldade para padronizacdo dos bioprodutos a base de A. indica, em

13



funcdo de variagdes nas concentracBes dos principios ativos nas caldas, quando preparados de
maneira artezanal (Vieira & Fernades 1999), consequentemente, alternando a eficiéncia esperada.
Para minimizar este problema existe a alternativa de se utilizar formulagdes de nim, a partir de
folhas e/ou sementes (Dev 1997, Charleston et al. 2005).

O 6leo de nim é um dos produtos mais utilizados em funcéo do baixo impacto aos inimigos
naturais (Leskovar & Boales 1996). A acdo de inseticidas a base de nim, inclui efeitos no
desenvolvimento, como regulador de crescimento (Mordue & Blackwell 1993), repeléncia para
adultos (Charleston et al. 2005), deterrente alimentar e contato direto sobre o tegumento para
sugadores e acdo translaminar (Schmutterer 1990, Ascher 1993), apresentando acdo sistémica,
quando absorvido via sistema radicular das plantas (Pavela et al. 2004, Kumar et al. 2005).

Diversos trabalhos demonstram a viabilidade do uso do extrato de nim para o controle de
pulgdes. Santos et al. (2004) apresentaram como resultados da aplicacdo do extrato aquoso das
sementes de nim sobre o pulgdo do algodoeiro A. gossypii mortalidade ninfal de até 100% e
reducdo da fecundidade. Goncalves & Bleicher (2006) registraram eficiéncia de 83,81% no uso de
extrato de nim, via sistema radicular, sobre o pulgdo-preto Aphis craccivora Koch em plantas de
feijdo-de-corda. Azadirachtina é utilizado também em batata para controle de afideos praga da
cultura (Zehnder et al. 2007).

Estes resultados ratificam a importancia da utilizacdo do 6leo de nim para o controle de

afideos na couve, em busca de controle eficiente e de baixo impacto nos inimigos naturais.

Interacdo de fungos entomopatogénicos e éleo de nim

Fungos entomopatogénicos e extratos vegetais sdo comumente utilizados para controle de

insetos sugadores como afideos e moscas brancas em cultivos de hortalicas no campo e em casa-

14



de-vegetacdo (Zehnder et al. 2007), desta forma a aplicacdo simultanea pode ser uma realidade
dentro dos sistemas produtivos.

O desenvolvimento de agentes de controle microbiano que sejam eficazes vai depender,
dentre outros fatores, de sua acdo compativel com outros agentes de controle utilizados nas
lavouras, ja& que os fungicidas, herbicidas e inseticidas podem afetar a viabilidade e o
desenvolvimento dos fungos entomopatogénicos (Clark et al. 1982).

A acdo dos agrotoxicos sobre os entomopatdgenos pode variar em fungdo da espécie e
linhagem do patogeno, da natureza quimica dos produtos e das concentragfes utilizadas. Estes
produtos podem atuar, inibindo o crescimento vegetativo, a conidiogénese e a esporulacdo dos
microorganismos, e até causar mutacdes geneticas, fatores que podem levar a diminuicdo da
viruléncia a determinada praga (Alves et al. 1998, Goettel et al. 2010).

Assim, como para o0s produtos sintéticos, efeitos de produtos naturais podem ocorrer sobre
fungos entomopatogénicos. Estudos desenvolvidos por Aguda et al. (1986) demonstraram efeitos
negativos do 6leo de nim em concentracfes de 5% ou superiores, sobre a producéo de conidios de
M. anisopliae. Em estudos desenvolvidos por Depieri et al. (2005), avaliando uma formulacao
comercial de 6leo emulsionavel de nim (0,5; 1 e 1,5%), do extrato aquoso de sementes (1; 2 e 4%)
e do extrato aquoso de folhas de nim (0,15; 1,5 e 15%) com B. bassiana, encontraram que 0s
extratos de sementes e de folhas mostraram-se menos prejudiciais a B. bassiana que o Oleo
emulsionavel. Este produto, nas concentracOes testadas, ndao foi compativel com B. bassiana,
inibindo, significativamente, o crescimento vegetativo e reduzindo a producao e a viabilidade dos
conidios com efeitos mais acentuados nas concentracdes mais altas.

Marques et al. (2004) observaram que o 6leo de nim contendo 1.200 ppm de azadiractina

utilizado nas concentragdes de 0,0097 a 5% reduziu o crescimento e a esporulacdo de B. bassiana,
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M. anisopliae e Paecilomyces farinosus (Holm. ex S. F. Gray) Brown & Smith (=Isaria farinosa),
contudo, ndo se verificou efeito do 6leo na viabilidade de conidios em todas as concentragdes.

Esta pesquisa teve como objetivos:

1- Avaliar o status da praga L. erysimi em couve no estado de Pernambuco, assim
como, identificar os agentes de controle bioldgico que participam da sua cadeia
trofica;

2- Avaliar o controle bioldgico natural e aplicado com fungos entomopatogénicos
sobre L. erysimi, e demais afideos da couve;

3- Verificar a interacdo dos fungos entomopatogénicos com 6leo de nim.

A hipdtese da pesquisa € que os fungos entomopatogénicos utilizados de maneira isolada,

ou em combinagcdo com o Oleo nim, sdo capazes de controlar as populacdes dos afideos de

maneira eficaz.
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RESUMO - A couve-folha (Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.) esta entre as mais
importantes hortalicas cultivadas no Brasil. A presenca de afideos-praga constitui um relativo
impecilio para a sua producdo. Dentre as espécies que ocorrem no Brasil pode-se citar Myzus
persicae (Sulzer) e Brevicoryne brassicae (L.). Lipaphis erysimi (Kalt.) mais recentemente, vem
se tornando mais freqliente atacando brassicas, contudo, pouco se conhece da sua distribuicdo em
Pernambuco. O objetivo deste trabalho foi verificar a participacdo desta espécie em regibes
produtoras de couve no estado. Nos seis municipios monitorados foi detectada a presenca de L.
erysimi, sendo a espécie mais fregiiente em Jodo Alfredo, Recife e Vitoria de Santo Antdo, com
68,8%, 63,9% e 74,3% de participacao, respectivamente. Inimigos naturais como larvas e adultos
de Cycloneda sanguinea (L.), o parasitoide Lisyphlebus testaiceipes (Cresson), larvas de
Syrphidae e Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams foram registrados em associacdo com

L. erysimi.

PALAVRAS-CHAVE: Brassicaceae, pulgdo, distribuicdo geogréafica
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FREQUENCY OF Lipaphis erysimi (KALT.) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) AND
BIOLOGICAL CONTROL AGENTS IN APHID COMPLEX OF THE KALE (Brassica oleracea

L. var. Acephala D.C.) IN PERNAMBUCO STATE

ABSTRACT — The kale (Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.) is among the most important
vegetables grown in Brazil. The presence of aphids-pests is a problem for their production.
Among the species that occur in Brazil are Myzus persicae (Sulzer) e Brevicoryne brassicae (L.).
Lipaphis erysimi (Kalt.) more recently is becoming more frequent attacking brassicas, however,
little is known of its distribution in Pernambuco. The goal of this work was to verify the
participation of the species in kale producing regions in the State. In six municipalities monitored
was detected the presence of L. erysimi, being the most frequent species in Jodo Alfredo, Recife
and Vitdria de Santo Antdo, with 63,9%, 74,3% and 68,8%, participation, respectively. Natural
enemies as larvae and adults of Cycloneda sanguinea (L.), the parasitoid Lisyphlebus testaiceipes
(Cresson), Syrphidae larvae and Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams were registered

in interaction with L. erysimi.

KEY WORDS: Brassicaceae, aphid, geografic distribuition
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Introducéo

Amplamente cultivada no mundo a couve-folha (B. oleracea var. acephala) é uma das
variedades da familia Brassicaceae abrangendo cerca de 350 géneros e aproximadamente 3.200
espécies, que sdo cultivadas durante todo o ano em sistemas de consorcio ou em monocultivo
(Milec et al. 2007, Filgueira 2008, Bevilacqua 2011, Martins 2011), tendo no Brasil grande
relevancia por fazer parte da cadeia produtiva de cerca de 21 mil produtores familiares (SEBRAE
2006).

Nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, a couve figura como a segunda
hortalica mais consumida, com porcentagem de 34% entre os produtos minimamente processados
(SEBRAE 2008). Em Pernambuco, terceiro maior estado produtor dentro da regido Nordeste, foi
produzido 1.547 toneladas de couve no ano de 2006 segundo estimativa do IBGE, divulgadas pelo
SEBRAE (2006).

Os afideos entdo entre as pragas que reduzem a producdo e produtividade da couve
(Carvalho et al. 2002), responsaveis por danos diretos e indiretos, sendo estes Ultimos
considerados como mais relevantes pela transmisséo de viroses, a exemplo do Virus do anel negro
da couve e Mosaico da couve flor, rabanete e nabo (Pefia-Martinez 1992, Gallo et al. 2002,
Salvadori et al. 2005, Liu & Sparks Jr. 2011). Dentre as espécies que atacam a couve folha
destacam-se Lipaphis erysimi (Kalt.), Brevicoryne brassicae (L.) e Myzus persicae (Sulzer)
(Rashid & Singh 2000, Gallo et al. 2002, Filgueira 2008). A ocorréncia de L. erysimi é
cosmopolita (Liu & Sparks Jr. 2011, Dewar 2007), contudo, a infestacdo de plantas de couve
ainda ndo fora registrada em determinadas regides de Brasil.

No Brasil ndo existem agrotdxicos registrados para o controle de L. erysimi (MAPA 2012,

SIA 2012) dificultando a sua utilizagdo. Assim é relevante identificar o complexo de agentes de
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controle biolégico que atuam sobre este afideo em condi¢Bes naturais, visando mensurar a sua
eficacia.

Os agentes de controle biolégico que atuam sobre L. erysimi podem ser 0s mesmos que
ocorrem sobre outras espécies de pulgdes, que sdo predadores, fungos entomopatogénicos e
parasitoides, como por exemplo, Cycloneda sanguinea (L.), Lecanicillium muscarium (Petch)
Zare & Gams e Lisyphlebus testaiceipes (Cresson), respectivamente (Zhang & Hassan 2003, Stary
et al. 2007, Volkl et al. 2007, Liu & Sparks Jr. 2011).

Como as informacdes relativas a ocorréncia e distribuicdo de L. erysimi e seus agentes de
controle biologico no estado de Pernambuco inexistem, os objetivos desta pesquisa foram realizar
0 levantamento da populacdo de L. erysimi, visando aferir a importancia relativa da incidéncia
desta espécie, no complexo de afideos praga da couve-manteiga no estado, bem como identificar
0s principais agentes de controle biolégico relacionados a L. erysimi. A hipotese levantada é de
que L. erysimi apresenta ampla distribuicdo no estado de Pernambuco, e que existe, a0 menos um
agente de controle natural com potencial para ser utilizado em um programa de controle biolégico

especifico.

Material e Métodos
Os dados para o célculo da frequéncia de L. erysimi foram obtidos através de coletas de
amostras em diferentes municipios produtores de couve no estado de Pernambuco, sendo estas
processadas no Laboratério de Patologia de Insetos do Departamento de Agronomia, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Distribuicdo de Lipaphis erysimi em Areas de Cultivo em Pernambuco. Visando conhecer &
distribuicdo de L. erysimi e dos demais afideos que participam do complexo de pragas que atacam

a couve em Pernambuco, realizou-se amostragens em cultivos de agricultores familiares nos
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municipios de Camocim de Sdo Félix, Chd Grande, Jodo Alfredo, Pombos, Vitéria de Santo
Antdo e Recife (Fig. 1, Tabela 1), durante o periodo de 10/2008 a 02/2010, com média de duas
coletas por municipio.

Aleatoriamente, com caminhamento tipo zigue-zague, foram selecionadas dez plantas
infestadas por pulgdes, sendo coletada uma folha/planta que foram individualmente armazenadas
em sacolas plasticas, identificadas e transportadas ao Laboratério para avaliagdo. O material foi
observado sob microscopio estereoscopio possibilitando a quantificacdo dos afideos das diferentes
espécies presentes nas folhas, separando-as através de caracteristicas morfolégicas dos individuos
com base em informacgOes descritas na chave de identificagdo pratica de campo (Field
identification key for common aphids on cruciferous crops). Exemplares foram fixados em alcool
(90%) e enviados a Dr* Rachel Goncalves Ferreira do PERPART, Recife-PE e ao Dr. Carlos
Roberto Souza e Silva da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR), S&o Carlos-SP para
identificacéo.

Inimigos Naturais Associados a Lipaphis erysimi. Durante as avaliagdes para quantificacdo das
espécies de afideos presentes nos cultivos de couve em Pernambuco, foram observados os
inimigos naturais que estavam associados a L. erysimi.

Os predadores, parasitdides e fungos entomopatogénicos foram registrados como presentes
ou ausentes em cada amostra, associando-os a espécie de afideo e local de coleta. Predadores e
parasitdides adultos foram acondicionados em alcool (70%) e identificados. Insetos mumificados
foram mantidos em camara climatizada BOD (temperatura 26 + 1 °C, umidade relativa 80 + 10%
e fotofase de 12h) para obtencdo dos adultos dos parasitdides.

Para confirmagdo da identificagdo, os fungos entomopatogénicos foram isolados através de
cultivo em laminas e monosporico, em Batata Dextrose Agar e antibiotico estreptomicina

(BDA+A), sendo os procedimentos realizados no Laborat6rio de Patologia de Insetos da UFRPE.
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Apos o crescimento em placas Petri, observou-se esporulagdo de cor branca, conidios de forma
eliptica, sendo o material enviado ao professor Sérgio Batista Alves da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queir6z” da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ/USP) que o identificou
como Lecanicillium (=Verticillium) muscarium (Petch) Zare & Gams (Classe-forma:
Hyphomycetes).

O isolamento do fungo foi realizado conforme procedimentos descritos em Alves (1998),

coletando as suas estruturas diretamente dos afideos infectados e isolando em BDA+A, repetindo-
se 0 procedimento apos trés dias de incubacdo em camara BOD (temperatura de 26 + 1 °C,
umidade relativa de 80 + 10% e fotofase de 12h).
Analises Estatisticas. Para se conhecer a distribuicdo de L. erysimi nos diferentes municipios
onde se realizou a amostragem de plantas de couve, assim como, comparar a sua ocorréncia com
as demais espécies de afideos pragas da cultura, foi realizada analise de frequéncia (Proc freq),
através do software estatistico SAS (SAS Institute 1999-2001), sendo as médias obtidas
comparadas através do teste 2.

Para os inimigos naturais foi realizado o estudo de correlacdo de Pearson, comparando 0s
dados de frequéncia das diferentes localidades e o namero total de inimigos naturais encontrados
em cada uma, possibilitando averiguar se a presenca de um maior nimero de agentes de controle
biologico esta diretamente relacionada com a freqiiéncia média das espécies, onde:

_ColX.¥)

f.‘?}:_. .'.7_“

e

Sendo p = Correlacdo de Pearson, x= frequéncia media da espécie nos diferentes municipios e y=

namero de espécies de inimigos naturais encontrados por localidade e o = desvio padrdo de x e y.
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Resultados e Discussao
Distribuic&o de Lipaphis erysimi e Demais Afideos em Areas de Cultivo em Pernambuco. Os
resultados obtidos através das andlises de frequéncia ratificam a importancia de espécies de
afideos como pragas-chave da cultura da couve folha. Dos seis municipios onde foram realizadas
as coletas apenas em Jodo Alfredo e Vitdria de Santo Antdo, ndo foram detectadas as trés espécies
de importancia econdmica (Tabela 2).

As espécies registradas foram L. erysimi, M. persicae e B. brassicae. Nos levantamentos
realizados em Jodo Alfredo e Recife ndo foi detectada a presenca de B. brassicae, e M. persicae
ndo foi coletado em Vitdéria de Santo Antdo. L. erysimi estava presente em todas as regides
monitoradas, sendo este 0 primeiro registro da espécie no estado de Pernambuco (Tabela 2).

As maiores medias de freqiiéncia de L. erysimi foram observadas nos municipios de Recife
(31,7%), seguido de Vitdéria de Santo Antdo (15,9%) e Chad Grande (15,8%) (Tabela 2).
Observado que L. erysimi estava presente em todos os municipios avaliados, realizou-se a
comparacdo das trés espécies dentro de cada municipio, verificando a participacdo de cada uma
nas infestacbes em cada localidade (Tabela 3). A partir dos resultados, foi possivel verificar a
importancia de L. erysimi em plantas de couve, 0 que torna mais relevante os estudos de métodos
alternativos de controle, uma vez que nao existem produtos registrados para a praga na cultura
(MAPA 2012, SIA 2012).

L. erysimi apresentou, significativamente, as maiores médias de infestacdo quando
comparadas as espécies M. persicae e B. brassicae nos municipios de Jodo Alfredo, Recife e
Vitoria de Santo Antdo, com valores de 68,7% (y? = 7,85; P = 0,005); 63,9% (3 = 87,09; P <
0,0001) e 74,6% (x? = 83,17; P < 0,0001), respectivamente. Nos municipios de Camocim de S&o

Félix e Cha Grande foram registradas como a segunda maior média (Tabela 3).
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As espécies M. persicae e B. brassicae contribuiram com as maiores medias de infestagdo
em Pombos (43,0%), para a primeira, e Camocim de Séo Félix e Chd Grande (46,1 e 43,9%,
respectivamente) para a segunda (Tabela 3).

A relevancia da infestagdo por L. erysimi foi verificada em outros estudos realizados.
Carvalho et al. (2002) no municipio de Lavras — MG, que verificaram que L. erysimi, B. brassicae
e M. persicae sdo espécies constante, acessoria e acidental, respectivamente, de acordo com
classificagdo estabelecida por Bodenheimer (1955). Os autores verificaram ainda que L. erysimi
se mantém constante durante todo o ano no cultivo de couve, enquanto que B. brassicae
concentra-se distribuida entre os meses de julho a outubro e M. persicae de maio e junho, o que
reforca a importancia desta especie para o cultivo de couve. No estudo com L. erysimi, em
Pernambuco, pode-se observar esta mesma tendéncia, apresentando ampla freqiiéncia.

No municipio de Jaboticabal, Cividanes & Santos-Cividanes (2010) verificaram que durante
um periodo de sete anos, a ocorréncia de formas aladas de L. erysimi (68,8%), M. persicae
(21,7%) e B. brassicae (9,5%) nas proximidades de plantio de couve-folha, com as duas primeiras
espécies frequentes em periodos mais prolongados durante o ano e B. brassicae concentrando-se
no més de novembro.

Em variedades de canola (Brassica napus L. var. Oleifera Moench.), Talpur & Khuhro
(2004), ao investigarem a ocorréncia de L erysimi, registraram picos de infestacdo de 28,7 pulgdes
por folha na variedade Oscar e 42,7 na variedade Rainbow, em casa-de-vegetacdo e relataram que
a espécie tem potencial de causar grandes perdas para as variedades nestas densidades, enquanto
que Vuong et al. (2003) registraram densidade de 35,3 afideos/planta de L. pseudobrassicae na
couve chinesa (Brassica rapa pekinensis) e de 20 afideos/planta para M. persicae em casa-de-
vegetacdo. Enquanto que no campo, L. pseudobrassicae atingiu 208 afideos/planta e M. persicae

28 afideos/planta, em espinafre (Spinacia oleracea L.).
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A intensa frequéncia de L. erysimi em plantas da familia brassicaceae e hortaligas

hospedeiras de outras familias, com altos niveis populacionais, ratificam a importancia da
ocorréncia da espécie em outras regides, assim como a busca por medidas efetivas de controle
desta praga.
Presenca de Inimigos Naturais. As trés categorias de agentes de controle biolégico, predadores,
parasitoides e entomopatogenos, citadas em literatura, foram identificadas em interacdo as
infestacGes de afideos do complexo de pragas da couve-manteiga nos diferentes municipios de
Pernambuco.

Identificou-se L. muscarium, como o fungo de ocorréncia natural nas infestacGes de L.
erysimi e M. persicae, nos municipios de Cha Grande, Pombos, Recife e Vitdria de Santo Antdo
(Tabela 4). Adultos e larvas de joaninha Cycloneda sanguinea e larvas de Syrphidae foram
registrados em Pombos, associados a M. persicae e em Recife, em plantas infestadas por L.
erysimi (Tabela 4).

O himendptero parasitdide, Lysiphlebus testaiceipes (Cresson) (Hymenoptera: Aphidiidae)
foi isolado em mumias de L. erysimi e B. brassicae, em Camocim de Séo Félix, Cha Grande e
Recife (Tabela 4). Esta espécie € comumente relatada, atacando afideos em diversas culturas,
tendo alguns estudos visando testar a sua eficiéncia no controle da praga.

No municipio de Vigosa-MG, Coccinellidae, Syrphidae, Aphidoletes sp., Chrysoperla
externa e Aphidius colemani Viereck foram os inimigos naturais registrados por Morais (2010),
em populagdes de L. erysimi em plantas de repolho.

Rodrigues et. al. (2005) testando a liberacdo inoculativa de L. testaceipes em populacdes de
Aphis gossypii Glover em crisdntemo, em casa-de-vegetacdo, verificaram percentagem de
parasitismo de até 55,2% seis semanas apés a liberacéo de 0,15 fémeas/m’ reduzindo a infestagdo

de 4,2 para 2,9 pulgdes/planta. Contudo, na sétima e oitavas semanas ocorrereu uma reducdo de
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parasitismo, em funcdo da acdo de outros agentes de controle biolégico, como as joaninhas C.
sanguinea, Hyppodamia convergens Guerin e o sirfidio Pseudodorus clavatus (Fabricius),
demonstrando evidéncias de predacdo intraguida, uma vez que estes predadores se alimentaram
tanto de pulgdes sadios quanto de parasitados por L. testaceipes. Esta informagdo reforca a
necessidade de continuidade dos estudos de interacdo entre os agentes de controle bioldgico.

As correlagdes foram positivas e significativas nos estudos realizados, para a presenca dos
inimigos naturais e frequéncia de infestagdo, com valores de R = 0,98; 0,83 e 0,91, para L.
erysimi, M. persicae e B. brassicae, respectivamente. Estes resultados indicam, que a medida que
se tem uma maior frequéncia da espécie, maior serd a diversidade de espécies de inimigos naturais
em interacéo.

Com base nestas informagdes foi possivel verificar que L. erysimi em Pernambuco tem uma
gama de inimigos naturais associados que podem auxiliar na manutencdo da populacédo da praga
aos niveis abaixo de dano econémico, desde que sejam manipulados para a obtencdo destes
indices, uma vez que a simples presenca do predador ndo garante a reducdo significativa da
populacdo do afideo. Este fato foi relatado por Talpur & Khuhro (2004), que identificaram os
predadores Chrysoperla carnea (Stephens), Coccinella septempunctata L. e C. undecimpunctata
L. presentes no cultivo da canola, sendo, contudo, em niimero incapaz de controlar as populacdes
de L. erysimi.

Outros fatores como a predacdo intraguida, também, podem contribuir para uma baixa
eficiéncia de agentes de controle bioldgico atuando de forma natural. Este problema foi relatado
por Simelane et al. (2008), descrevendo que a presenca de inimigos naturais que ocorrem em A.
gossypii podem coincidir com o pico de parasitismo por L. testaceipes interferindo na atuagéo do

inimigo natural.
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Ainda de acordo com Simelane et al. (2008) C. septempunctata aceita se alimentar de
afideos infectador por Neozygites fresenii (Nowakowski) Batko, contudo o valor nutricional e
atratividade das presas podem ser inadequados para o desenvolvimento das larvas dos predadores,
causando alta mortalidade. A interacdo pode nédo ser interessante pelo fato dos fungos reduzirem a
fecundidade e tamanho do corpo de adultos do predador, além de aumentar a duracdo do periodo
larval do segundo, terceiro e quarto estadios. Contudo, pode ocorrer um efeito sinérgico quando
0s insetos doentes ndo forem consumidos na totalidade, favorecendo a dispersdo do fungo, uma
vez que a porcao contaminada ndo € consumida.

A aplicacdo de taticas de controle que regulem e conservem esta estrutura trofica é
imprescindivel para o sucesso de um programa de manejo integrado de pragas da couve,
reduzindo os efeitos deletérios da aplicacdo de agrotoxicos para controle de afideos na couve.

Nosso estudo representa um avango nas pesquisas com L. erysimi como inseto praga de
couve-folha no estado de Pernambuco, podendo a partir destes resultados, criarmos novas
perspectivas de atuacdo e manipulacdo dos agentes de controle bioldgico que ocorrem
naturalmente nesta regido, buscando uma solucao alternativa a continuidade do uso de agrotoxicos

para o controle da praga.
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Tabela 1. Coordenadas geograficas dos municipios de Pernambuco, amostrados para a

presenca de afideos em plantas de couve.

Municipio Altitude (metros) Longitude (W) Latitude (S)
Camocim de Séao Félix 723 35°45°43” 08°21°31”
Cha Grande 470 35°27°42” 08°14°18”
Jodo Alfredo 328 35°35°18” 07°51°21”
Pombos 208 35°23°45” 08°08°29”
Recife 22 34°56°42” 08°01°00”°
Vitoria de Santo Antdo 156 35°17°29”° 08°06°49”’
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Tabela 2. Frequéncia, em percentagem, das médias de infestacdo de Lipaphis erysimi,

Myzus persicae e Brevicoryne brassicae em plantas de couve entre os municipios de Pernambuco.

Infestacao (%)

Espécies/municipio

Lipaphis erysimi Myzus persicae Brevicoryne brassicae

Camocim de Séo Félix 14,1 13,3 28,9

Ché Grande 15,8 14,8 30,5

Jodo Alfredo 9,6 8,7 --

Pombos 12,9 31,3 19,4

Recife 31,7 22,4 --

Vitoria de Santo Antdo 15,9 -- 10,1
Probabiidade ()P 12=24040; P<O0001 12 =L77,62; P<0.0001 72 = 244,64; P<0.000L
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Tabela 3. Frequéncia, em percentagem, das médias de infestacdo de Lipaphis erysimi,

Myzus persicae e Brevicoryne brassicae em plantas de couve nos municipios de Pernambuco.

Infestacdo (%) Probabilidade

Espécies/municipio Lipaphis Myzus Brevicoryne (2 Velr 6P
erysimi persicae brassicae

Camocim de Séo Félix 31,3 22,6 46,1 12=58,89P <0001
Chéa Grande 32,9 23,2 43,9 J2=54,64P<00001
Jodo Alfredo 68,7 31,2 . 12=T7,85°=0005

Pombos 27,9 43,0 30,3 X2=23’99P<0,0001
Recife 63,9 36,0 - 12=87,09°<00001
Vitoria de Santo Antéo 74,6 - 36,0 X2:83,17P<0’0001
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Tabela 4. Inimigos naturais identificados, por municipio de coleta, em afideos infestando

couve em Pernambuco.

Localidade Espécie coletada Inimigo natural

Lipaphis erysimi e

Camocim de Séo Félix : .
Brevicoryne brassicae

Lysiphlebus testaceipes

Brevicoryne brassicae Lysiphlebus testaceipes
Ché Grande
Lipaphis erysimi Lecanicillium muscarium
""""""""""""""""""""" Syrphidae, Cycloneda
Myzus persicae sanguinea, Lecanicillium
Pombos muscarium
Lipaphis erysimi Lecanicillium muscarium

L. testaceipes, Syrphidae,
Recife Lipaphis erysimi Cycloneda sanguinea,
Lecanicillium muscarium

Vitoria de Santo Antao Lipaphis erysimi Lecanicillium muscarium

Jodo Alfredo - -
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Figura 1. Distribuicdo espacial dos municipios (em destaque) onde foram amostradas plantas de

couve para a avaliacdo de afideos (imagem: Google®).
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CAPITULO 3
ACAO DE ESPECIES DE HYPOCREALES E OLEO DE NIM (Azadirachta indica A. Juss.)
SOBRE Lipaphis erysimi (KALT.) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) NO CULTIVO DA COUVE

(Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.)*

RICARDO L. MELO?, EDMILSON J. MARQUES?, JOSE V. OLIVEIRA® E

DAVILLA A. S. ALVES?

2 Departamento de Agronomia — Entomologia, Univ. Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom

Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, 52171-900, Recife, PE

! Melo, R.L., E.J. Marques, J.V. Oliveira & D.A.S.Alves. Acdo de espécies de Hypocreales e 6leo
de nim (Azadirachta indica) para controle de Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae) no
cultivo da couve (Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.). A ser submetido ao Biological
Control.

44



RESUMO - Fungos entomopatogénicos da ordem Hypocreales ao longo dos anos vém sendo
utilizados no controle bioldgico aplicado de diversas espécies de insetos-praga, assim como 6leos
essenciais, especialmente o 6leo de nim (Azadirachta indica A. Juss.). Com a constatacdo do
status de praga de Lipaphis erysimi (Kalt.) no estado de Pernambuco, junto ao complexo de
afideos que atacam a couve, tornou-se relevante o processo de selecdo de linhagens de fungos
entomopatogénicos e teste de compatibilidade com o éleo de nim para subsidiar o controle
alternativo desta praga. Linhagens de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin e Lecanicillium sp. foram testadas. As linhagens de B. bassiana URPE 27 e de
L. muscarium URPE 28 foram as que demonstraram os melhores resultados, com as taxas de
mortalidade de ninfas de L. erysimi de 83% e 77%, sobrevivéncia 2,1 e 3,3 dias e Concentragéo
Letal (CLsg) de 2,4x10°con/ml e 7,3x10°on/ml, respectivamente. O 6leo de nim, quando
pulverizado sobre ninfas apresentou CLsy de 0,2mL/l, e quando aplicado indiretamente de
3,7mL/l. A concentracdo de 1,25mL/l causou mortalidade de 80% das ninfas em 24horas e
concentragdes acima de 2,5mL/l causaram efeito fitotoxico nas plantas. A mistura com as

linhagens URPE 27 e URPE 28 causou efeitos ndo significativos nos fungos, sendo compativeis.

PALAVRAS-CHAVE: Controle bioldgico aplicado, afideos, Beauveria bassiana, Lecanicillium

muscarium
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ACTION OF HYPOCREALES SPECIES AND NEEM OIL (Azadirachta indica A. Juss.) ON
Lipaphis erysimi (KALT.) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) CONTROL IN KALE CULTURE

(Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.)

ABSTRACT — Entomopatogenics fungi of the order Hypocreales over the years have been used
in biological control applied to several species of pest insects, as well as essential oils, especially
the Neem Oil (Azadirachta indica A. Juss.). With the finding of the 'status' of pest of Lipaphis
erysimi (Kalt.) in the State of Pernambuco, near the complex of aphids which attack the Kale,
became with the selection process of entomopatogénics fungal strains and compatibility testing
with the Neem Qil for subsidising the alternate control of this pest. Strains of Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin and Lecanicillium sp. were tested. The
strains B. bassiana URPE 27 and L. muscarium URPE 28 were those that showed the best results,
with L. erysimi nymphs mortality of 83% and 77%, survival 2.1 and 3.3 days and Lethal
Concentration (LCsg) of 2,4 x10’con/ml and 7.3x10°con/ml, respectively. The neem oil, when
sprayed on nymphs presented LCso of 0.2 ml/l, and when applied indirectly to 3.7 ml/l. The
concentration of 1.25 ml/l caused 80% nymphs mortality in 24 hours and concentrations above
2.5 ml/l caused a phytotoxic effect on the plants. The mixture with the strains URPE 27 and

URPE 28 caused no significant effects on fungi, being compatible.

KEY WORDS: Applied biological control, aphids, Beauveria bassiana, Lecanicillium muscarium

46



Introducéo

A couve-folha (Brassica oleracea L. var. acephala D.C.) ¢é afetada com o ataque de afideos
de diversas espécies (Filgueira 2008, Martins 2011). No Brasil, as espécies Lipaphis erysimi
(Kalt.), Brevicoryne brassicae (L.) e Myzus persicae (Sulzer) figuram como as mais importantes
na infestacdo da cultura (Gallo et al. 2002, Filgueira 2008).

Além das injurias e dos danos diretos, a infestacdo por L. erysimi esta associada a
transmissdo de virus, como o Virus do anel negro da couve e Mosaico da couve flor, rabanete e
nabo (Pefia-Martinez 1992, Gallo et al. 2002, Salvadori et al. 2005, Liu & Sparks Jr. 2011) que
reduzem significativamente a producdo. O controle desta praga necessita de uma atengédo
intensificada, devido a auséncia de produtos registrados para a espécie na cultura (MAPA 2012,
SIA 2012).

Avaliacdes da ANVISA (2011) demonstraram irregularidades no uso de agrotdxicos na
cultura da couve em todo o Brasil. De um total de 31,9% de amostras consideradas insatisfatorias
com uso de agrotoxicos, 24,3% corresponderam ao uso de produtos ndo autorizados, 2,8% com
excedentes no Limite Maximo de Residuos (LMR) e 4,9% da associacédo das duas irregularidades,
ratificando a relevancia desta problematica de controle de pragas na cultura.

A busca por um método alternativo de controle nesta situacdo é extremamente relevante,
considerando que a couve é uma das hortalicas mais consumidas no mercado nacional in natura e
minimamente processada (SEBRAE 2008, Bevilacqua 2011), e que aproximadamente 65% dos
mais de 33 mil produtores rurais de couve concentram a producdo em areas com menos de 10
hectares, em sistema de agricultura familiar (SEBRAE 2006).

Espécies de fungos entomopatogénicos como, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e
Lecanicillium lecanii (Zimmerman) Zare and Gams incidem naturalmente sobre pulgdes (Alves

1998, Sosa-Gomez 2005, Araujo Junior et al. 2009) e alguns estudos vém sendo desenvolvidos
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para avaliar a eficiéncia de linhagens de algumas espécies visando a aplicacdo em programas de
controle biolégico (Baverstock et al. 2006, Kim & Kim 2008, Roditakisa et al. 2008, Araujo
Junior et al. 2009). O procedimento de selecdo de espécies e isolado patogénicos e mais virulento
é uma etapa extremamente relevante para um controle biolégico eficiente com o uso de fungos
entomopatogénicos, devido, principalmente, as particularidades inerentes ao pat6égeno no
processo infectivo, e da influéncia de fatores ambientais nesse processo (Alves 1998, Lenteren
2009, Goettel et al. 2010).

Alternativamente, para o0 controle de afideos, é possivel se associar fungos
entomopatogénicos com o 0Oleo de nim, cujo principio ativo € um complexo de elementos
quimicos, com predominancia da Azadirachtina (Dev 1997, Vieira & Fernades 1999, Mossini &
kemmelmeier 2005), que apresenta acdo inseticida (Pavela et al. 2004, Kumar et al. 2005) e que
vem sendo avaliado no controle destes insetos (Santos et al. 2004, Gongalves & Bleicher 2006,
Zehnder et al.2007, Araujo Junior et al. 2009).

Estudos comparando parametros bioldgicos de fungos entomopatogénicos submetidos a
acdo de compostos quimicos sdo corriqueiros e resultados normalmente demonstram a
interferéncia destes produtos nos entomopatodgenos (Clark et al. 1982), com respostas que podem
ser positiva ou negativa para o fungo (Alves et al. 1998, Marques et al. 2004, Goettel et al. 2010).

O objetivo deste trabalho foi selecionar linhagens dos fungos entomopatogénicos B.
bassiana, Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams e Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin com maior viruléncia a L. erysimi, assim como avaliar a aplicacdo de 6leo de nim na

mortalidade do pulgéo, e seus efeitos quando associados a estas linhagens.
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Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de Insetos do Programa de
Pés-Graduacdo em Entomologia Agricola, Departamento de Agronomia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE).

Criacdo de Lipaphis erysimi. Os insetos foram criados em plantas de couve var. manteiga
produzidas em vasos plasticos de 300mL, contendo substrato de plantio, himus de minhoca e
solo, na propor¢édo 1:1:2, em casa-de-vegetacdo, com temperatura média de 30 = 5 °C e umidade
relativa de 70 + 10%.

Fungos Entomopatogénicos e Obtencdo das Suspensdes. Vinte e duas linhagens de fungos
entomopatogénicos foram utilizadas nos experimentos (Tabela 1) apds terem sido revigoradas em
lagartas de segundo instar de Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (Lepidoptera: Crambidae). O
procedimento consistiu, inicialmente, em isolar os fungos em meio de cultura Batata Dextrose
Agar com antibidtico (Estreptomicina) (BDA + A) que apo6s 10 dias de incubagcdo em camara
climatizada BOD sob temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 12h.
Preparacdo das suspensdes foi realizada com agua destilada e esterilizada contendo espalhante
adesivo (Tween80® 0,02%) (ADE + EA) e concentracdo superior a 10 conidios.mL-.

As lagartas foram imersas nas suspensfes durante dois segundos e, em seguida,
armazenadas, individualmente, em caixas plasticas com divisorias contendo pedacos de cana-de-
acucar para alimentacdo. Diariamente verificou-se a presenca de lagartas mortas e com
esporulacdo dos fungos, que foram reisolados primeiramente em BDA + A durante 10 dias e em
seguida, em placa cheia em meio completo (MC) (Alves 1998) para utilizacdo nos bioensaios.

Para a aplicagdo das linhagens revigorados em L. erysimi nos testes de patogenicidade,

viruléncia e determinacéo da Concentragdo Letal (CL), o nimero de conidios na suspensdo padréo
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foi determinado por quantificagdo com auxilio do hemacitdmetro (Camara de Neubauer, campo
superior).

Posteriormente, a suspensdo padrdo foi ajustada para a obtencdo da concentracdo 1x10’
conidios.mL™, para utilizacdo no teste de patogenicidade/viruléncia. Para a determinacdo da CL
das linhagens de B. bassiana (URPE 27) e L. muscarium (URPE 28) utilizou-se as concentracfes
1x103, 1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x107, 1x10° conidios mL™.

Viabilidade das Linhagens. Durante cada procedimento de aplicacdo dos fungos em L. erysimi
nos bioensaios verificou-se a viabilidade das linhagens, observando-se a germinacéo dos conidios.
O procedimento foi realizado através da aplicacdo de 0,5mL da suspensdo 1x10’con.mL™ em
placas de Petri contendo BDA+A. As placas foram mantidas em camara tipo BOD, nas mesmas
condicdes ja referidas. Para aferir a germinacdo foram contados, em média, 250 conidios/placa,
em duas repeticdes, sob microscépio oOptico de luz e 400x de aumento. Foram considerados
germinados os conidios que apresentavam a formacéo do tubo germinativo apos 20 horas (Alves
1998).

Bioensaios. Ninfas de 24 — 48 horas de idade, de primeiro e segundo instares (Godoy &
Cividanes 2002), respectivamente, foram utilizadas nos bioensaios. O substrato utilizado foram
discos de folha de couve manteiga, provenientes de cultivo organico, depositados sobre meio de
cultura Agar-agua (1%). Foram realizados testes de patogenicidade e viruléncia para selecionar as
melhores linhagens e posteriormente, verificou-se o efeito da concentracdo de conidios na
mortalidade dos afideos. As linhagens eleitas como mais eficazes foram avaliadas quanto a
compatibilidade in vitro e efeito sinérgico com 6leo de nim (Neemseto Cruangi® neem do Brasil
LTDA) que contém Azadirachtina-A, Azadirachtina-B, Nimbina e Salanina = 2,389ppn/Iitro.

Para confirmar o agente causal da mortalidade de L. erysimi, os insetos foram submetidos a
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camara umida durante dez dias em BOD nas condicOes citadas para verificacdo da esporulacdo
dos fungos.

Patogenicidade/Viruléncia das Linhagens. Discos de folha de couve manteiga com 5cm de
didmetro, contendo dez ninfas de L. erysimi foram depositados em placas de Petri plastica com
9cm de diametro, com tampa perfurada e vedada com tela anti-afidica. As suspensfes fungicas
foram aplicadas, em camara de fluxo laminar, diretamente sobre os discos de folha contendo os
insetos, com pulverizador microatomizador “Paasche Airbrush” elétrico, modelo “VL”, acoplado
a um compressor regulado para 5 libras de pressdo. Foram utilizadas dez repeticdes por
tratamento, aplicando-se 1 ml de suspensdo em cada repeticdo. Diariamente, verificou-se a
mortalidade das ninfas, como parametro para efeito do calculo da percentagem de mortalidade
confirmada e sobrevivéncia.

Determinacéo das Concentracdes Letais.

Fungos Entomopatogénicos. Para a determinacdo da CL das linhagens, foram recortados discos
de folhas de couve manteiga com 3 cm de diametro, que foram imersos durante 1 minuto nas
suspensdes fangicas nas diferentes concentracdes testadas e postas para secar no Laboratério de
Patologia em ambiente aberto, sob temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa de 70 £ 10%.
Ap0s este procedimento, os discos de folha foram depositados em potes de acrilico de mesmo
diametro e cinco centimetros de altura, contendo meio Agar-agua e com tampa perfurada. Foram
transferidas dez ninfas de L. erysimi, sendo posteriormente armazenadas em BOD nas condi¢ctes
de bioensaio citadas. Para cada tratamento foram utilizadas cinco repeticdes, registrando-se a
mortalidade confirmada diariamente.

Oleo de Nim. A determinacio das concentracdes letais do 6leo de nim foi realizada em duas
etapas utilizando emuls6es nas concentracgdes 1,0; 1,25; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0mL/l. A primeira etapa

consistiu na aplicacdo direta de 1 ml de emulséo sobre dez ninfas de primeiro e segundo instares
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com o pulverizador microatomizador anteriormente citado e, a segunda, através da imersdo dos
discos de folha durante 1 minuto, que apds secos fez-se a transferéncia dos insetos com as
caracteristicas anteriormente citadas. As caracteristicas do reservatorio, meio de cultura e
condicdes de armazenamento foram as mesmas utilizadas para os fungos entomopatogénicos, com
a avaliacdo da mortalidade realizada apds 24 horas. Foram utilizadas nove e cinco repeti¢cfes com
dez insetos cada para os tratamentos por pulverizagao e por imersao, respectivamente.
Compatibilidade In Vitro com Oleo de Nim. Para checar os efeitos do 6leo de nim em coldnias
de B. bassiana URPE 27 e L.muscarium URPE 28, foram inoculados em BDA + A, contendo trés
diferentes concentra¢des do produto comercial Neemseto, mais uma testemunha, que constou do
indculo dos fungos no meio de cultura isento do produto.

As misturas foram realizadas em camara de fluxo laminar, em meio de cultura, ainda
liquido, e com temperatura inferior a 40 °C (Alves 1998) nas concentracgdes 1,25; 2,5 e 5,0 mL/I,
sendo utilizado o volume de 20 ml por placa de Petri em cada repeticdo por tratamento. Apds
solidificacdo do meio de cultura, procedeu-se a inoculacdo dos linhagems em trés pontos
equidistantes da placa, em trés repeticdes.

Aos cinco, sete e nove dias apos a inoculacdo foi tomada a medida de didmetro da col6nia
para 0 calculo da area total, e no nono dia contou-se 0 nimero médio de conidios em trés
colonias, e a viabilidade ap6s 20 horas. Para verificar a compatibilidade foi calculado o indice
Biologico apresentado em Alves (2007), de acordo com a férmula abaixo:

IB = [47 (CV) + 43 (ESP) + 10 (GERM)] / 100, onde:

IB = Indice bioldgico

CV= Porcentagem de crescimento vegetativo em relacdo a testemunha
ESP = Porcentagem de esporulacéo das col6nias em relagdo a testemunha

GER = Porcentagem de germinacdo dos conidios
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Os valores de IB para a classificagcéo dos produtos séo:

Tdxico 0-41, Moderadamente toxico 42-66 e Compativel > 66.

Andlises Estatisticas. Os dados de mortalidade média confirmada e os parametros de
compatibilidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA — Proc. ANOVA) e a analise
de sobrevivéncia foi submetida aos testes Log-Rank, ap6s curvas de sobrevivéncia serem
estimadas pelo método Kaplan-Meier, por comparacdo de pares de isolados usando o Proc
Lifetest do SAS (SAS Institute, 1999-2001). Quando necessarios os dados foram submetidos a
transformagdo V (x + 0,5) e as médias foram comparadas através do teste de Tukey (P < 0,05).

Para verificacdo das CLs, os dados de mortalidade obtidos foram submetidos a analise de
Probit (Proc. PROBIT LOGjy), utilizando-se do mesmo programa. Foram estimados os valores de
CLsp e CLgs além da inclinacdo da reta. Os dados de mortalidade de L. erysimi nos bioensaios
foram corrigidos atraves da formula de Abbott (1925).

Os dados de area média da colonia e a interacdo dos tratamentos com o tempo foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA — Proc. GLM) sendo as médias comparadas através
do teste de Tukey (a = 0,05).

Todas as analises foram realizadas no programa computacional SAS (SAS Institute 1999-

2001).

Resultados e discusséo
Avaliacdo da Viabilidade. Das vinte e duas linhagens testadas, a grande maioria apresentou
indices de viabilidade superiores a 80%, refletindo na qualidade destas. Em duas linhagens
apenas, a viabilidade foi considerada insatisfatoria, que foram ESALQ 561 isolado de Solenopis
sp. com aproximadamente 60% de conidios viaveis e a linhagem E 6, procedente de lagartas de D.

saccharalis com apenas 40% de conidios vidveis (Tabela 1). Como estes indices foram muito
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abaixo do esperado, estas duas linhagens foram excluidas do restante dos estudos (viruléncia,
Concentracdo Letal, compatibilidade). A percentagem de germinagédo de esporos, o0 seu tamanho
relativo e a sua habilidade de penetrar no hospedeiro sdo determinantes e estdo associados a
viruléncia de isolados (Vu et al. 2007).

A utilizacdo de linhagens com altos indices de conidios viaveis proporciona maior seguranga na
obtencdo de bons resultados nos estudos de viruléncia, sendo uma etapa imprescindivel para o
inicio deste tipo de estudo.

Estudo da Viruléncia das Linhagens de Fungos Entomopatogénicos. Os resultados de
mortalidade confirmada estdo apresentados na Tabela 2. As melhores percentagens obtidas foram
para B. bassiana E483, com média de 76,6% e B. bassiana URPE 27 com aproximadamente 83%
(F10, 99 = 24,41; P <0,0001), e este ultimo com o efeito mais acentuado na sobrevivéncia de ninfas
de segundo instar de L. erysimi, com média de 2,1 dias (y2 = 181,35; P < 0001) (Tabela 2, Fig. 1).

Valores aproximados foram registrados nos estudos realizados por Aradjo Junior et al.
(2009), onde a mortalidade de ninfas do segundo instar de L. erysimi variaram de 22 a 90%, com a
maior taxa associado a B. bassiana CG 001 na concentracdo 10’con./ml.. Os autores registraram
média de sobrevivéncia das ninfas de 4,4 dias para o isolado.

Aplicacdo de conidios e blastésporos de B. bassiana 829 causaram mortalidades de 63,8% e
77,1% de A. gossypii, em Tempo Letais (TLso) de 4,6 e 5,0 dias, respectivamente. Estas variacdes
demonstram que linhagems de B. bassiana, sdo potencialmente capazes de controlar populacdes
de afideos em diferentes sistemas, e que B. bassiana URPE 27 mantém-se em um padrdo de
viruléncia coerente com outros estudos.

Quando submetidas & acdo dos fungos as médias de mortalidade de ninfas de L. erysimi
variaram de 43 a 67% (F3, 36 = 16,68; P < 0,0001) e sobrevivéncia de 2,5 a 4,5 dias (y? = 51,32; P

< 0001) (Tabela 2, Fig. 2), com M. anisopliae E1022 demonstrando o0s resultados mais
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satisfatorios. Os resultados de Araujo Janior et al. (2009) variaram entre 14 e 64% de mortalidade
e 3,8 a 6,4 dias de sobrevivéncia para as ninfas de L. erysimi tratadas com suspensdo de conidios
deste fungo. Os autores consideraram M. anisopliae CG30 como mais eficaz no controle da praga,
por apresentar maior percentual de mortalidade e menor sobrevivéncia média das ninfas.

As linhagens de L. muscarium com maiores percentagens de mortalidade confirmada foram
B. bassiana (URPE 28 e URPE-29) com médias de 77% e 66%, respectivamente (Fs, 54 = 26,27; P
< 0,0001) (Tabela 2), com sobrevivéncia média de 3,3 dias para ambos (32 = 55,85; P < 0001)
(Tabela 2, Fig. 3), sendo o melhor resultado verificado na linhagem 1397, com sobrevivéncia
média de ninfas de 24-48 de apenas 2,5 dias.

Vaérios autores avaliaram isolados de Lecanicillium sobre espécies de afideos, tanto de
produtos formulados quanto de obtidos de solos ou de insetos. Hall (1976a) observou que adultos
de Macrosiphoniella sanborni (Gillette) quando tratados com L. lecanii (10° con./ml) tiveram
mortalidade entre 4,0 a 6,0 dias, mas quando tratados com uma suspensdo 10® com 15% de
conidiésporos e 30% de blastosporos, a mortalidade ocorre ja nas primeiras 48 horas, contudo,
este isolado ndo provocou efeitos na fecundidade das fémeas.

Kim et al. (2008) aplicando L. attenuatum CS625 em A. gossypii com trés dias de idade
determinaram TLso de 2,7 e 3,3 dias e mortalidade de 100,0% e 97,6% quando aplicados conidios
e blastosporos do fungo, respectivamente. Loureiro et al. (2004) estimaram TLso para L. lecanii
no pulgdo do Pinus, Cinara atlantica (Wilson), em média 3,83 dias, quando aplicaram uma
concentracdo de 10%con./ml, com mortalidade de 86% ap6s cinco dias da aplicagéo.

Lecanicillium muscarium promoveu os melhores resultados de Tempos Letais (TLso),
variando de 1,58 a 2,43 dias para M. persicae e 1,4 a 1,5 dias para A. gossypii, sendo os melhores
resultados observados quando se comparou Beauveria, Paecilomyces, Nomurea e Metarhizium

(Vu et al. 2007).
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Os autores Kim et al. (2008) avaliando L. longisporum presente no produto comercial
Vertalec® aplicado em plantas de pepino, obeservaram que o produto causou mortalidade
cumulativa de 100% de ninfas de A. gossypii apds 11 dias da aplicacdo com TLs estimado em 6,5
dias. Observou-se, ainda, que o fungo reduziu a sobrevivéncia média dos afideos.

Therioaphis maculata (Buckton), Acyrthosiphon pisum (Harris), Metopolophium dirhodum
(Walker), Rhopalosiphon padi (L.) e M. persicae foram submetidos & agdo de L. lecanii (13,4x10°
e 20,6x10° con./ml) por Harper & Huang (1986). As reducdes de populacdes foram de 37-75%,
60-97%, 32-85%, 8-32%, 50-100% para as espécies, respectivamente, ndo sendo significativo
apenas para R. padi.

Nesta pesquisa, as médias de mortalidade de ninfas de L. erysimi foram aproximadas,
quando os insetos foram tratados com B. bassiana URPE 27 e L. muscarium URPE 28
respectivamente. Suportado por estes resultados, determinou-se a continuidade dos estudos
utilizando apenas estas duas linhagens. Aliado a isso, L. muscarium URPE 28 foi detectado em L.
erysimi coletados no municipio de Cha Grande, PE, causando epizootia naturalmente, sendo
considerado como um indicativo de que seja potencialmente mais eficaz.

A origem do hospedeiro é um fator importante no estudo de viruléncia dos isolados. Estudos
desenvolvidos por Kim & Kim (2008) ao avaliarem a viruléncia de isolados de L. attenuatum
procedentes de afideos e de mosca branca para controle de A. gossypii, demonstraram melhores
resultados de controle da praga quando o isolado utilizado procedia de afideo, no entanto, outros
estudos também demonstraram que ndo existe garantia de que pelo fato do isolado ser originario
da mesma espécie ou ordem, seja portador de maior eficacia (Hall 1982).

Os estudos com M. anisopliae foram descontinuados em funcdo de que os fungos
Hypocreales mais comumente encontrados em epizootias naturais de L. erysimi e de outros

afideos sdo Lecanicillium spp., B. bassiana e Isaria spp. (Alves 1998, Chen et al. 2008) e

56



normalmente, apresentam os melhores resultados em estudos de laboratorio e casa-de-vegetacao
(Hall & Burges 1979, Hall 1980, Vu et al. 2007, Kim & Kim 2008, Araujo Junior et al. 2009).
Determinacéo das Concentragoes Letais.

Fungos entomopatogénicos. Os valores de inclinagdo das curvas de concentragdo-mortalidade de
B. bassiana URPE 27 e L. muscarium URPE 28 encontram-se na Tabela 3. L. muscarium URPE
28 mostrou-se levemente mais virulento a ninfas de L. erysimi, baseando-se no valor de inclinagao
da reta, que é sutilmente mais elevada em comparacdo com B. bassiana URPE 27. Esta
observacdo aplica-se também quando se verifica os valores apresentados das CLsy de 7,3x10°
conidios/mL para L. muscarium URPE 28 e 2,44x10’ conidios/mL para B. bassiana URPE 27
(Tabela 3). Maiores inclinacGes de reta indicam que uma menor variagdo nas concentracdes
aplicadas para o controle da praga promovera um maior efeito de mortalidade, conforme pode ser
observado na figura 4.

Estudos com avaliacdo de CLsp sdo muito frequentes para testar os efeitos da toxicidade de
produtos quimicos para pragas e inimigos naturais, sendo aplicados de maneira menos frequente
em produtos bioldgicos. Os resultados obtidos podem ainda, sofrer variacdes entre 0s ensaios de
campo e casa-de-vegetacdo (Hall & Burges 1979) em funcdo, principalmente, das variacfes dos
fatores abidticos como temperatura, umidade relativa e incidéncia de raios ultravioletas (Hall &
Burges 1979, Hall 1980, Vu et al. 2007, Kim & Kim 2008, Kim et al. 2010).

Para 0 pulgdo Macrosiphoniella sanborni (Gillette) foi estimada por Hall (1976b) valor
médio de CLso de 2,3x10° con./ml, em teste com L. lecanii, Kim & Kim (2008) determinaram
CLso de 5,85x10° con./ml para L. attenuatum CS625, ap6s cinco dias de avaliagdo para A.
gossypii e Vu et al. (2007), estimaram para L. lecanii 41185 6,55x10°con./ml para M. persicae,

seis dias apds a aplicacdo. Estes valores foram relativamente menores, quando comparados a L.
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muscarium URPE 28 aplicado em ninfas de L. erysimi, podendo esta diferencga estar associada a
fatores relacionados ao patégeno ou hospedeiro.

Oleo de Nim. O nim, quando pulverizado sobre as ninfas de primeiro/segundo instares de L.
erysimi foi extremamente mais téxico, em relagdo a aplicacdo por imersdo dos discos de folha
com base nos dados de inclinacdo das curvas de concentracdo-mortalidade que foram de 2,01 e
0,69 respectivamente (Tabela 3), corroborados pelos valores de CLso de 0,2mL/l para nim
pulverizado e 3,7mL/l para nim em imers&o (Fig. 5).

Apo6s 24 horas 1,25mL/L pulverizado sobre as ninfas de L. erysimi, causou mortalidade de
80% apos 24h. Quando aplicado por imersdo, a mortalidade apds 24h foi de apenas 14% na
concentracdo de 1,25mL/L, e 42% com 10,0mL/L do Oleo de nim (Fig. 5). Os indices de
mortalidade obtidos por Araujo Janior et al. (2009), quando submeteram as ninfas de L erysimi as
emulsdes de Neemseto®, a 2,0% e 1,0% foram de 90% e 81%, quando pulverizadas, e de 79% e
77% quando as folhas foram imersas nas emulsdes, respectivamente.

Aplicacdo de 6leo de nim em afideos adultos de M. persicae e B. brassicae no cultivo de
couve, causou mortalidade apds 24 horas de 10% e 33% respectivamente, em estudos realizados
por Carvalho et al. (2008). Os autores verificaram que o produto é toxico para M. persicae
somente em concentracdes iguais ou maiores que 1%, ndo ultrapassando 60% de mortalidade e
que B. brassicae é mais susceptivel ao produto.

Para o afideo A. gossypii, Breda et al. (2011) verificaram que ao aplicar extrato de sementes
de nim, a mortalidade de adultos foi de 64% na concentracdo de 0,25%, atingindo 0 maximo de
mortalidade (100%) na concentracdo 1,5%. A aplicacdo de emulsdo proporcionou mortalidades
inferiores, sendo de 12% e 92%, nas concentragdes de 0,25% e 2,5%, respectivamente.

Nas concentra¢des acima de 2,5mL/L foram observados efeitos fitotdxicos do éleo de nim,

independente da forma de aplicacdo, caracterizados por manchas amarronzadas distribuidas de
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forma aleatdria nos discos de folha. Efeitos fitotoxicos foram relatados por Nisbet et al. (1996)
quando aplicou Azadirachtina para o controle de M. persicae em plantas Nicotiana clevelandii A.
Gray., onde concentracdes de 500ppm causaram deformagdes (encurtamento ou alongamento) de
folhas e efeitos fitotoxicos, sendo este efeito ndo observado nas concentragdes de 50 a 150ppm.

Este fator € limitante para o uso dessas concentracGes superiores as indicadas acima, em
plantas de couve em funcdo da comercializacdo do produto. A indicacdo do produtor de
Neemseto® é de aplicacdo de calda na concentracdo de 10,0 mL/L para controle dos pulgdes,
contudo, os danos causados nas folhas impossibilitam a sua aplicacdo, apesar de causar
mortalidade de 100% das ninfas em 24h.

Vale ressaltar que, mesmo ndo causando mortalidade, concentragdes inferiores de 6leo de
nim podem causar outros efeitos deletérios nos insetos, como deterréncia alimentar, deformacées,
repeléncia (Schumutterer 1990) e na biologia, que merecem mais estudos.

Nisbet et al. (1996) verificaram que tratamentos com Azadirachtina nas concentracdes de
100 e 150 ppm resultam na producédo em grande nimero de embrides de M. persicae escurecidos
e inviaveis, variando nas proporc¢des de 0,82 e 0,6, e que a aplicacdo de 500ppm de Azadirachtina
reduz a aquisicdo do Potato Leafroll Virus (PLRV) por M. persicae em plantas de N. clevelandii,
devido a acdo anti-alimentar (deterréncia alimentar), contudo, ndo interfere na sua capacidade
infectiva.

Em insetos da ordem Lepidoptera, por exemplo, estes efeitos foram verificados.
Azadirachtina causa mortalidade de Heliothis virescens (Fabricius) promovem ecdises
incompletas e atrasam o desenvolvimento, principalmente no terceiro instar (Koppenhdfer &
Kaya 2000), e em Spodoptera Litura (Fabricius) ocorre o aumento do periodo larval e pupal,

reducdo da longevidade de fémeas e fecundidade (Nathan & Kalaivani 2006).
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Compatibilidade In vitro com Oleo de Nim. As misturas de diferentes concentractes de dleo de
nim e B. bassina URPE 27 e L. muscarium URPE 28 foram compativeis de acordo com Alves
(2007), sendo os indices Biologicos (IB) superiores a >66 em todas as combinacdes (Tabela 4).
Independente da linhagem e da concentragdo utilizada de 6leo de nim in vitro ndo foi observada
reducédo da viabilidade dos conidios.

Para B. bassiana URPE 27 reduziu o crescimento vegetativo em todas as combinacGes,
contudo, ndo foi significativo em comparagcdo com a testemunha quando se utilizou a maior
concentracdo de 6leo de nim (5,0mL/l), podendo esta ter causado um possivel efeito de
hormoligose, que pdde ser observado com um aumento significativo no nimero de conidios
produzido pelas coldnias (37,75x10"con/mL) (Fs, 25 = 43,24; P < 0,0001) (Tabela 4).

Alteracdo no padrdo reprodutivo de B. bassiana URPE 27 foi notoria. Em baixa
concentracdo o 6leo de nim ndo causou nenhum tipo de efeito na producdo de conidios, contudo
na concentracdo superior (2,5mL/L) houve uma reducdo, estatisticamente, significativa,
demonstrando que este linhagem é sensivel a variacbes na concentracdo do Oleo de nim em
associagdo, tendo um efeito variavel (Tabela 4).

Considerando a interacdo da area da coldnia da linhagem avaliada durante trés periodos
(cinco, sete e nove dias) houve efeito significativo (F11, 60 = 20,16; P < 0,0001) indicando que as
colénias aumentaram significativamente de tamanho com o avanco do tempo (Fig. 6).

O formato das colbnias sofreu alteracbes macroscopicas com modificacdes na aparéncia,
caracteristicas de crescimento como circunferéncia e altura da colénia que permaneceram com
suave elevacdo, contudo, sem modificar a coloragdo (Fig. 8).

Lecanicillium muscarium URPE 28 sofreu reducdo significativa no crescimento vegetativo
que se manteve semelhante em todas as concentracGes de dleo de nim. O nimero médio de

conidios produzidos por coldnia ndo sofreu efeito significativo, quando comparados a testemunha
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(Fs, 28 = 2,49; P = 0,081), contudo, apresentou aumento numérico de 28,8%, na concentracao
1,25mL/I de éleo de nim. Modificacbes do formato da colénia foram observadas, sendo, contudo
menos acentuados que na linhagem B. bassiana URPE 27 (Fig. 9). A interagdo dos tratamentos e
tempo foram significativos (Fi1, 60 = 77,02; P < 0,0001) (Fig. 7).

Estes efeitos foram relatados por Aradjo Janior et al. (2009), quando verificaram que ndo
houve efeito nas viabilidades de B. bassiana CG 001 e de M. anisopliae CG 30, tendo alguma
interferéncia no crescimento vegetativo das linhagens, sem contudo, serem consideradas
incompativeis quando submetidas as concentragdes de 0,125, 0,25 e 0,5% do 6leo de nim in vitro.

Ensaios de compatibilidade com fungos entomopatogénicos ja foram comumente realizados.
Bardin et al. (2008), submetendo L. muscarium (Mycotal®) na concentracdo 6,5x10° com/mL
verificaram que crescimento e diametro da coldnia ndo foram afetados pela presenca de extrato de
Milsana (Reynoutria sachalinensis (giant knotweed)) a 0,3% v/v, com médias de 2,28 mm/dia e
27mm em meio de cultura contendo apenas BDA, e 2,21mm/dia e 27,2mm, em combinacao para
0S parametros respectivamente, sendo considerados compativeis.

Azadirachtina tem se mostrado compativel com os fungos Trichoderma harzianum Rifali,
B.bassiana, L. lecanii e M. anisopliae (Morais et al. 2009) e com outros agentes de controle
biolégico, como o Virus da Granulose (VG) e Nucleopoliedrovirus (NPV) (Koppenhofer & Kaya

2000, Nathan & Kalaivani 2006).
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Tabela 1. Linhagens, hospedeiros, origem e viabilidade ap6s revigoramento de fungos entomopatogénicos utilizados nos

bioensaios de patogenicidade a Lipaphis erysimi.

Fungo Linhagem Hospedeiro Origem Viabilidade (%)
CG 001 Deois flavopicta Distrito Federal 99,22
IPA 198 Cosmopolites sordidus Pernambuco 100,00
Esalq 900 Solenopis seavissima Piracicaba — SP 100,00
Esalq 512 Solenopis sp. Cuiabad - MT 99,50
IPA 202 - Pernambuco 100,00
Beauveria bassiana ESALQ 483 Solenopis invicta Cuiaba — MT 100,00
CG 495 Diabrotica speciosa Para 98,62
Esalq 561 Solenopis sp. Cuiaba — MT 59,57
Esalg 760 Cornitermes cumulans Piracicaba — SP 97,57
CG 217 Cerotoma arcuata Goias 100,00
URPE 26 Solo Campo do Brito — SE 98,39
URPE 27 Solo Teresina — Pl 100,00
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Continuacdo da tabela 1.

E 1022 Phyllophaga sp. Piracicaba — SP 100,00
E 865 Homoptera Goiania — GO 97,58

Metarhizium anisopliae
E 860 Macrapasis zincta Piracicaba — SP 93,27
E6 Diatraea saccharalis Recife — PE 40,00
URPE 24 Lipaphis erysimi Pernambuco 93,71
URPE 28 Lipaphis erysimi Ché Grande — PE 98,58
URPE 29 Bemisia tabaci Camocim de S&o Félix — PE 90,34

Lecanicillium sp.

E 1397 Pulgéo Matdo — SP 96,80
E 1408 Bemisia sp. Itapetininga — SP 98,17
E 972 Cochonilha verde Piracicaba — SP 81,28
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Tabela 2. Mortalidade (%) e sobrevivéncia (dias) (média £ EP) de Lipaphis erysimi tratados com linhagens de Beauveria

bassiana, Lecanicillium sp. e Metarhizium anisopliae®.

Tratamento Linhagem Mortalidade confirmada (%) Sobrevivéncia (dias)
CG 495 25,1+6,01ed 4,6 +0,43 de
E 760 47,0 £ 6,50 bcd 41+0,24c
IPA 202 37,8 £6,34 dc 4,3+0,20d
E 483 76,6 £ 6,51 a 30+£0,14b
E 512 25%+25e 58%0,33¢
Beauveria bassiana E 900 26,5+ 7,27 de 4,1+0,16d
E 198 32,5+6,80d 3,3%£0,22 bc
URPE 26 68,6 + 6,79 ab 330,16 b
URPE 27 83,2+ 3,44 a 21+0,11a
CG 217 62,6 + 5,20 abc 2,3£0,10 ab

. TesteF,gzevalordeP  Figoe=24,41;P <0000 2= 181,35 P <0001

860 43,9 + 10,47 ab 45+0,26 b
Metarhizium anisopliae 865 37,3+4,18D 50+0,35b
E 1022 67,1+6,75a 25+0,11a

Teste F, y2 e valor de P

Fs36 = 16,68; P < 0,0001

> =51,32; P <0001




Continuacdo da Tabela 2.

972 15,7 £5,15dc 46+043c

1408 34,6 £ 6,16 bc 3,7+0,19 bc

- URPE 28 77,2+6,46 a 33+£0,13b
Lecanicillium sp.

URPE 29 66,8 £ 8,07 a 33+£0,13b

1397 53,9+ 4,98 ab 25+0,10a

Teste F, y2 e valor de P Fss4=26,27; P < 0,0001 y? = 55,85; P <0001

'Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Dados de inclinacdo das curvas de concentracdo-mortalidade, CLsy e Clos, y° e probabilidade de fungos

entomopatogénicos Beauveria bassiana (URPE 27) e Lecanicillium muscarium (URPE 28) e dleo de nim aplicados em ninfas de

Lipaphis erysimi®.

2

Tratamento GL n Inclinacdo + EP Clso (1C 95%) Clgs (1C 95%) X P
2,44x10’ 2,35x10™

URPE 27 6 300 0301005 (oo B 10)  (Lisoharsxioly 626 01808
7,30x10° 1,80x10"

URPE 28 6 300 0FTE00T o0 O 0)  (326x10%850x10%) 868 0,069

_ _ 0,02 0,48
Nim pulverizado 6 300 20100+ 0723 (0.001-0.05) 0311 36 648 0,1659
Niim por imersio 5 250 06893 +0,13 0,37 4,02 371 0,045
0893 £0, (0,28-0,47) (2,31-10,08) ’ ’

'GL: graus de liberdade; n: namero de insetos usados no teste; EP: erro-padrdo da média; CL: concentracdo letal; IC: intervalo de

confianca; ¥*: qui-quadrado; P: probabilidade do teste y°.
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Tabela 4. Efeito de diferentes concentraces de 6leo de nim (Neemseto®) sobre os parametros crescimento da colonia, niimero de

conidios, viabilidade e indices biolégicos de Beauveria bassiana URPE 27 e Lecanicillium muscarium URPE 28'. Temp.: 26 + 1°C,

UR: 70 £ 10% e fotofase: 12h.

Reducéo/

Reducéo/

Tratamentos Cremertoameno  WTUEE qumeno  ViPda0e - indice

(%) (x10) (%) (%) Biologico
URPE 27 10,8 0,29 a - 26,2+1,95b - 95,9 -
URPE 27 + Nim 1,25mL/I 44+042D -59,1 279+186b 6,2 95,1 74,4
URPE 27 + Nim 2,5mL/I 6,1+047b -43,7 20,6 £0,85¢ -21,5 99,4 70,2
URPE 27 + Nim 5,0mL/I 10,8 £ 0,67 a -0,5 37,8+192a 43,8 99,1 118,5
Teste F e valor de P nggzolg)%gf ! ngiz?)%gf !

URPE28 640228 - 130+071a - 93 -
URPE 28 + Nim 1,25mL/I 2,2+0,05b -65,3 16,8 +£0,25a 28,8 100,0 81,7
URPE 28 + Nim 2,5mL/I 2,2+0,06b -65,7 138x147a 58 100,0 71,6
URPE 28 + Nim 5,0mL/I 2,8+0,29b -57,2 16,0x155a 23,1 99,1 82,9
Teste F e valor de P F3|52()<:O,1§(())6712; ';3'2:8 g (?81%

! Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 1. Sobrevivéncia de Lipaphis erysimi submetido a diferentes linhagens de Beauveria

bassiana.
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Figura 2. Sobrevivéncia de Lipaphis erysimi submetido a diferentes linhagens de Metarhizium

anisopliae.
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Figura 3. Sobrevivéncia de Lipaphis erysimi submetido a diferentes linhagens de Lecanicillium

sp.
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Figura 4. Curvas concentracdo-mortalidade de Lipaphis erysimi submetido a linhagens Beauveria

bassiana (URPE 27) e Lecanicillium muscarium (URPE 28), ap0s cinco dias.
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Figura 5. Curvas concentracdo-mortalidade de Lipaphis erysimi submetido ao 6leo de nim, apos
24 horas.
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Figura 6. Médias (+ EP) da area de colbnias de Beauveria bassiana URPE 27 submetidas ao
produto comercial Neemseto® em diferentes concentragdes in vitro, e tempos de exposicio.
Médias seguidas de letras diferentes nos tratamentos diferem entre si pelo teste de Tukey (P <

0,05).
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Figura 7. Médias (x EP) da area de col6nias de Lecanicillium muscarium URPE 28 submetidas ao
produto comercial Neemseto® em diferentes concentragbes in vitro, e tempos de exposicao.
Médias seguidas de letras diferentes nos tratamentos diferem entre si pelo teste de Tukey (P <

0,05).
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Figura 8. Aspecto geral das colonias de Beauveria bassiana URPE 27 submetidas ao produto

comercial Neemseto®, em diferentes concentraces, in vitro.
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Figura 9. Aspecto geral das colbnias de Lecanicillium muscarium URPE 28 submetidas ao

produto comercial Neemseto®, em diferentes concentrages in vitro.
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CAPITULO 4
ATIVIDADE DE ESPECIES DE HYPOCREALES ASSOCIADOS COM OLEO DE NIM
(Azadirachta indica) SOBRE A POPULACAO DE Lipaphis erysimi (KALT.) (HEMIPTERA:
APHIDIDAE) E DEMAIS AFIDEOS, NO CULTIVO DA COUVE (Brassica oleracea L. var.

Acephala D.C.) EM CAMPO*

RICARDO L. MELO?, EDMILSON J. MARQUES?, SIMON L. ELLIOT?, DANIEL L. VIOL? E JOSE V.

OLIVEIRA?

2 Departamento de Agronomia — Entomologia, Univ. Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom
Manoel de Medeiros s/n, Dois Irméos, 52171-900, Recife, PE
¥ Departamento de Ciéncias Bioldgicas e da Satide — Entomologia, Univ. Federal de Vicosa,

Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario, 36570-000 , Vicosa - MG

! Melo, R.L., E.J. Marques, D.L. Viol, S.L. Elliot & J.V. Oliveira. Atividade de espécies de
Hypocreales associados com 6leo de nim (Azadirachta indica) sobre a populagdo de Lipaphis
erysimi (KALT.) (Hemiptera: Aphididae) e demais afideos, no cultivo da couve (Brassica
oleracea L. var. Acephala D.C.) em campo. A ser submetido a Crop Protection.
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RESUMO - Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae) faz parte do complexo de afideos-
praga da couve-folha no estado de Pernambuco-Brasil, ndo possuindo agrotdxicos registrados
para 0 seu controle. O objetivo deste trabalho foi testar em campo os efeitos de linhagens dos
fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. URPE 27 e de Lecanicillium
muscarium (Petch) Zare & Gams URPE 28 sobre L. erysimi e demais afideos (Myzus persicae
(Sulzer) e Brevicoryne brassicae (L.)) que fazem parte do complexo de pragas da couve, assim
como, verificar o comportamento destas linhagens quando associadas ao 6leo de nim. A linhagem
URPE 27 proporcionou eficiéncia relativa de 89,6%, 88,3% e 90,4%, enquanto que URPE 28
promoveu 45,5%, 62% e 64,4% contra L. erysimi, M. persicae e B. brassicae, respectivamente. A
associagdo com o 6leo de nim mostrou-se mais favoravel com a linhagem URPE 27. O oleo de
nim foi eficiente no controle dos afideos em baixa concentracdo, e causou efeito fitotoxico nas
plantas em concentracbes superiores a 2,5mL/l. A sobrevivéncia média dos afideos foi,

significativamente, reduzida com a aplicacdo dos tratamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Afideo da mostarda, Meliaceae, Beauveria bassiana, Lecanicillium

muscarium
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ACTIVITY OF HYPOCREALES SPECIES ALLIED WITH NEEM OIL (Azadirachta indica)
ABOVE THE Lipaphis erysimi (KALT.) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) POPULATIONS IN

KALE CULTURE (Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.) IN FIELD?*

ABSTRACT - Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae) is part of the complex of aphids-
pest of kale in the State of Pernambuco-Brazil, appearing pesticides registered for your control.
The goal of this work was to test in field the effects of strains of entomopatogénicos fungi
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. URPE 27 and Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams
URPE 28 of about L. erysimi and other aphids (Myzus persicae (Sulzer) and Brevicoryne
brassicae (L.)) forming part of the complex of pests of Kale, as well as verify the behavior of
these strains when coupled with the neem oil. The strain URPE 27 caused relative efficiency of
89,6%, 88,3% and 90,4%, while URPE 28 promoted 45,5%, 62,0% and 64,4% against L. erysimi,
M. persicae and B. brassicae, respectively. The association with Neem Qil proved more favorable
with the isolated URPE 27. The Neem Oil has been shown to be efficient in the control of aphids
in low concentration and cause phytotoxic effect in plants in concentrations exceeding 2,5mL/I.

The average survival of aphids was significantly reduced with the implementation of treatments.

KEY WORDS: Mustard aphid, Meliaceae, Beauveria bassiana, Lecanicillium muscarium
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Introducéo

Lipaphis erysimi (Kalt.) € uma praga de distribuicdo cosmopolita e de significativa
importancia para as Brassicaceae (VO6Ikl et al. 2007, Filgueira 2008) atacando a couve-manteiga
(Brassica oleracea L. var. acephala), o repolho (Brassica oleracea var. capitata) e o nabo (B.
rapa L.) promovendo danos diretos e indiretos, como a reducdo da fotossintese e a transmisséo de
virus, respectivamente (Pefia-Martinez 1992, Gallo et al. 2002, Salvadori et al. 2005, Liu &
Sparks Jr. 2011).

Lipaphis erysimi € considerada uma praga que apresenta alta prolificidade, e variacdes de
temperatura € um fator importante para a reproducdo da espécie. Em laboratorio a media de
longevidade de L. erysimi nas temperaturas de 20 a 25°C foi estabelecida, em média, de 32 a 34
dias. Em campo, foi de, aproximadamente, 33 dias no inverno (15°C) e 22 dias no verdo (30°C).

A fecundidade média da especie a 25°C foi de 2,5 ninfas/fémea/dia, com o tempo necessario
para a populacdo duplicar em ndmero de individuos (TD) maior no inverno (2,39 dias) que no
verdo (1,41 dias). Ainda para condicdes de campo, e seguindo a mesma tendéncia, o intervalo de
tempo entre cada geracao (T), também foi maior no inverno (13,85 dias) que no verdo (7,57 dias)
(Godoy & Cividanes 2002).

Espécies de fungos entomopatogénicos, como Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin,
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams, sdo
comumente relatados regulando populacdes de L. erysimi, Myzus persicae (Sulzer) e Brevicoryne
brassicae (L.) (Feng et al. 1990, Alves 1998, Isikber & Copland 2002, Zhang & Hassan 2003,
Stary et al. 2007, V6Ikl et al. 2007, Liu & Sparks Jr. 2011), podendo ser aplicados em programas
de controle bioldgico classico, inundativo ou ainda por incremento (Hesketh et al. 2010), desde que

sejam realizados estudos detalhados de viruléncia de espécies e isolados.
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A estimativa do uso de fungos entomopatogénicos em 2001 foi de uma é&rea tratada de
aproximadamente 107,9 mil hectares em cigarrinhas das pastagens e da cana-de-acUcar, maméo,
café, citrus, hortalicas e seringueira (Faria & Magalhdes 2001). Mais recentemente, estas
estimativas demostram que apenas na cultura da cana-de-acucar e pastagens, carros-chefe do uso
de micoinseticidas no Brasil, foram tratados 650 mil hectares respectivamente, refletindo o grande
avanco do uso do controle biolégico, com resultados satisfatorios (Alves et al. 2008).

A Azadirachtina € um triterpeno naturalmente extraido de Azadirachta indica A. Juss.,
planta comumente denominado de nim. Esta substancia apresenta acdo inseticida, atuando como
regulador de crescimento (Mordue & Blackwell 1993), repelente (Charleston et al. 2005) e
deterrente alimentar (Schmutterer 1990, Ascher 1993), apresentando ainda acéo sistémica quando
absorvida via sistema radicular das plantas (Pavela et al. 2004, Kumar et al. 2005, Goncalves &
Bleicher 2006).

A viabilidade do uso do extrato de nim para o controle de pulgdes foi demonstrada por
resultados obtidos em diversos estudos que apontam este produto como responsavel por
mortalidade de ninfas e adultos e reducdo de fecundidade de pulgbes (Santos et al. 2004,
Goncalves & Bleicher 2006, Zehnder et al.2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo das linhagens B. bassiana URPE 27 e L.
muscarium URPE 28 em populacdes de L. erysimi, M. persicae e B. brassicae assim como
verificar a eficacia do 6leo de nim aplicado concomitantemente aos fungos entomopatogénicos em

condicBes de campo.

Material e Métodos
A pesquisa foi conduzida na area experimental da Clinica de Doencas de Plantas e no

Laboratorio de Interacdo Inseto-planta da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, MG.
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Estabelecimento do Cultivo. Sementes de couve var. manteiga foram cultivadas em bandejas de
isopor, utilizando a mistura de substrato de plantio (50%), himus de minhoca (30%) e solo
(20%), sendo as plantulas transferidas diretamente para o solo, apds, aproximadamente 20 dias do
plantio.

As plantas foram cultivadas em espacamento de 1,0 m entre linhas e 0,5 m entre plantas,
adubadas com N-P-K, conforme recomendacdo na fase de plantio e irrigacdo por asperséo
mantida apenas na fase inicial do cultivo até o seu estabelecimento e inicio das avalia¢cbes. N&o
foram realizadas aplicagdes de agrotdxicos no cultivo.

Descrigdo do Experimento.

Insetos, Fungos e Oleo de Nim. Fémeas adultas de L. erysimi, M. persicae e B. brassicae foram
coletadas em campo e multiplicadas até a realizacdo dos bioensaios. Os insetos foram mantidos
em potes de acrilico com trés centimetros de diametro por cinco de altura, com tampa perfurada,
onde foi depositado meio de cultura Agar-agua (1%) e sobre este um disco de folha de couve var.
manteiga.

A criacdo estoque foi mantida no Laboratério de Interacdo Inseto-planta da Universidade
Federal de Vicosa (UFV) sob condi¢des controladas de temperatura, umidade relativa e fotofase
(25 £ 2 °C, 70 £ 10% e 12h, respectivamente), em camara climatizada BOD.

Os fungos utilizados no ensaio foram as linhagens B. bassiana URPE 27 e L. muscarium
URPE 28, obtidos do Laboratério de Patologia de Insetos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, mantidos em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar + Antibiético (Estreptomicina)
(BDA + A) conforme Alves (1998), nas mesmas condi¢Oes citadas, para a criacdo dos insetos.

As linhagens foram produzidas em placa cheia e apds 10 dias de incubagdo foram utilizados
no preparo suspensdes com agua destilada e esterilizada, contendo espalhante adesivo (Tween80®

0,02%) (ADE + EA). As concentracdes de conidios foram quantificadas em camara de Neubauer
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(campo superior), obtendo suspensdes de 4,9x10" e 1,5x10 conidios.mL-! para URPE 27 e URPE
28, respectivamente, que correspondem ao dobro da Concentracdo Letal (CLso) de 3,7mL/l obtida
em teste anterior em laboratorio.

Durante o procedimento de aplicacdo dos fungos no experimento foi avaliada a viabilidade
das linhagens. O procedimento foi realizado através da aplicacdo de 0,5mL das suspensGes
preparadas em placas de Petri contendo meio BDA + A. As placas foram mantidas em camara
BOD, nas mesmas condicdes ja referidas. Para aferir a germinacdo dos conidios foram contados,
em média, 250 conidios/placa, em duas repeticGes, sob microscopio optico de luz e 400x de
aumento. Foram considerados germinados os conidios que apresentavam a formacdo do tubo
germinativo apds 20 horas (Alves 1998).

O 6leo de nim utilizado no bioensaio foi proveniente do produto comercial Neemseto®
(Cruangi neem do Brasil LTDA, Teor das substancias: Azadirachtina-A, Azadirachtina-B,
Nimbina e Salanina = 2,389ppnVIitro).

Um pré-teste foi realizado em experimento de campo em plantas de couve com
aproximadamente noventa dias de idade nas concentracdes 1,0; 2,5; 3,7 e 10,0mL/l para detectar
efeito fitotoxico. O volume de calda aplicado foi de 200 I.ha™, estimando-se 10 ml por planta. As
plantas foram pulverizadas com aplicador manual de polipropileno com volume total de 100 ml
sendo o volume total distribuido em todas as folhas da planta, na porcdo abaxial, até o ponto de
escorrimento.

Neste pré-teste, cada tratamento foi repetido em trés plantas, sendo as avaliacGes
realizadas a cada 24 horas para detectar a presenca de manchas nas folhas de couve, o que indica
efeito fitotoxico. Foram colhidas trés folhas por planta 96 horas apds a aplicacéo para verificagao

da intensidade dos sintomas.
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Area Experimental e Tratamentos. A area foi dividida em trés sub-parcelas com caracteristicas
semelhantes contendo cada uma 25, 33 e 21 plantas de couve var. manteiga, com
aproximadamente 90 dias de idade e tamanhos de 5x4metros nas duas primeiras e a Gltima com
6x5 metros.

Os tratamentos utilizados foram: 1 — testemunha absoluta (ADE+EA); 2 — testemunha
positiva (Imidacloprid) com o produto comercial Gale&o® na dosagem recomendada (0,7g.L™%); 3
— Nim (CLso) produto comercial Neemseto®; 4 — B. bassiana URPE 27 (2x CLs); 5 — L.
muscarium URPE 28 (2x CLsp); 6 — B. bassiana (2x CLs) + nim (CLsg) e 7 — L. muscarium (2x
CLsp) + nim (CLso).

Dez fémeas de diferentes idades (terceiro e quarto instares e adultas) de L. erysimi, M.
persicae e B. brassicae foram depositadas em folhas medianas das plantas de couve, onde
permaneceram por 24 horas antes da aplicacdo dos tratamentos.

Assim como no ensaio anterior, o volume de calda aplicado correspondeu a um total de 200
l.ha, estimando-se um valor de 10 ml por planta, com o auxilio do mesmo aplicador manual de
polipropileno, em toda a folha.

Diariamente realizou-se a contagem direta dos insetos com o auxilio de lupa de bolso de dez
aumentos e 6,25 cm? de base (2,5 x 2,5cm). Os parametros avaliados foram numero total de
insetos mortos, vivos e mumificados, além da presenca de outros inimigos naturais que ocorreram
sequencialmente durante dez dias e mais duas avaliagdes no 16° e 21° dias apos a aplicacdo,
possibilitando acompanhar a flutuacdo populacional das espécies no periodo.

Informacdes Meteoroldgicas. As informacbes relativas a temperatura, umidade relativa
(maximas, minimas e médias) e pluviosidade (média e acumulada) foram obtidas diariamente no
mesmo local onde estava instalado o plantio, com o auxilio da Estacdo Meteoroldgica Squitter

(I1S1S S1220 PCD Ambiental) distando cerca de 50 m das plantas.
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Andlises Estatisticas. Os dados dos pardmetros individuos mortos, vivos e mortalidade
confirmada aos cinco dias, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA — Proc. ANOVA) e
as médias foram comparadas, através do teste de Tukey (a = 0,05), a analise de sobrevivéncia foi
submetida aos testes Log-Rank, apds curvas de sobrevivéncia serem estimadas pelo método
Kaplan-Meier, por comparacdo de pares de isolados usando o Proc Lifetest do SAS (SAS
Institute, 1999-2001). Calculou-se a eficiéncia relativa a testemunha, de acordo com Abbott

(1925).

Resultados e discusséo

Efeito Fitotoxico do Oleo de Nim a Plantas de Couve-Manteiga. Folhas de couve manteiga
apresentaram manchas nas superficies das folhas, quando tratadas com emulsbes de 6leo de nim
em concentracdes superiores a 2,5mL/L, ficando mais intensas e com maior amplitude com o
aumento gradativo das concentragdes (Fig. 1). As manchas amarronzadas e de aspecto disperso
nas folhas foram visualizadas com apenas 24 horas da aplicacdo, ficando mais intensas com 96
horas. Essas manchas sdo algumas vezes necroticas, e o grau e intensidade chegam, em alguns
casos, a tomar completamente a folha.

A simples presenca das manchas ja inviabiliza o uso do nim nestas concentracfes, uma vez
gue o produto a ser comercializado € a prépria folha, o que caracteriza um dano direto, tornando o
produto ndo recomendavel. Efeitos fitotdxicos foram relatados por Nisbet et al. (1996) onde
500ppm Azadirachtina causou deformacdes em folhas e outros efeitos fitotoxicos em plantas de
Nicotiana clevelandii A. Gray., ndo sendo constatado em concentrac@es inferiores a 150ppm.
Efeitos dos Tratamentos na Mortalidade, Sobrevivéncia e Flutuacdo Populacional de
Afideos da Couve. Os tratamentos sofreram variagdes temperatura de elevada amplitude. A

temperatura minima no periodo foi de 9,8 °C e maxima de 26,1 °C com umidade relativa variando
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de 54,4 a 93,9% e amplitudes de 16,3 °C e 39,5%, respectivamente (Fig. 2). As condicGes
ambientais e do hospedeiro sdo cruciais para a reproducdo e desenvolvimento dos fungos
entomopatogénicos podendo interferir em todo processo infectivo (Goettel et al. 2010).

As variagcOes de temperatura e umidade relativa, principalmente, tém um grande efeito nos
resultados referentes a acdo de fungos entomopatogénicos, modificando-os inclusive, quando
comparados aos obtidos em estudos de laboratério com condicGes controladas. (Hall & Burges
1979, Hall 1982, Vu et al. 2007, Kim & Kim 2008, Kim et al. 2010)

Imidacloprido como controle positivo reduziu significativamente as populagdes de afideos
L. erysimi, M. persicae e B. brassicae causando a mortalidade de todos os individuos em apenas
24 horas (Fig. 3). Vale ressaltar que o produto utilizado ndo é registrado para o controle de L.
erysimi servindo apenas como fonte de investigacdo uma vez que existem produtos registrados
para as outras duas espécies na couve contendo este principio ativo (SIA 2012). A eficiéncia
relativa do produto foi maxima (100%) para as trés especies (Tabelas 1, 2 e 3).

Imidacloprido mesmo em concentragdes muito baixas foi capaz de causar ampla
mortalidade de afideos. Em Cinara atlantica (Wilson) Faria & Souza (2005) verificaram este
efeito, registrando média de sobrevivéncia de pulgdes de apenas 1,1 individuos apos cinco dias de
aplicacdo em plantas de Pinus taeda (L.). Gongalves & Bleicher (2006) registraram eficiéncia de
99,9% de imidacloprido no pulgdo Aphis craccivora Koch em plantas de feijdo-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp).

Apesar dos resultados singnificativos registrados em pesquisas, efeitos negativos nos
inimigos naturais em nosso estudo foram evidenciados, uma vez que houve mortalidade de larvas
de Syrphidae, importante inimigo natural de afideos em diversas culturas, como a couve (Fig. 8.)

O 6leo de nim reduziu, numericamente, a populacdo de L. erysimi e interferiu

significativamente na sobrevivéncia dos insetos, que em média permaneceram nas folhas por 2,1
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dias (Tabela 1, Fig. 5). Na espécie M. persicae o 6leo de nim aplicado de maneira isolada teve
efeito semelhante ao imidacloprido, mantendo baixa a populagdo de insetos vivos (Tabela 2, Fig.
6), ndo diferindo o nimero de insetos mortos, e de sobrevivéncia. A aplicacdo de 6leo de nim em
B. brassicae reduziu a sobrevivéncia media dos insetos para 1,4 dias (Tabela 3, Fig. 7), néo
havendo, contudo, efeito significativo nos demais parametros.

Para as trés espécies verificou-se que o dleo de nim apresentou efeito variavel, contudo,
manteve as popula¢des em baixa densidade de 4,3; 9,3 e 1,0 individuos por folha para L. erysimi,
M. persicae e B. brassicae, respectivamente, quando aplicado apenas o 6leo de nim, este resultado
pode estar associado a acdo de deterréncia alimentar, regulador de crescimento e esterelizante, que
interferem na biologia e reproducéo de afideos (Nisbet et al. 1996, Schmutterer 1990).

A eficiéncia de nim foi de 88,0%, 85,1% e 94,4% para L. erysimi, M. persicae e B.
brassicae, respectivamente, quando aplicado isoladamente, atingiu indices aproximados aos
obtidos pela aplicacdo de imidacloprido (Tabelas 1, 2 e 3). A mortalidade total dos afideos,
provavelmente, ndo foi obtida no tratamento, e possivelmente nos demais, em funcdo da
concentracdo utilizada, que € inferior a recomendada, de 1%. Schmutterer (1990) relatou que
efeito semelhante nas condicdes laboratorio/campo, é obtido neste Gltimo quando se utiliza altas
concentracdes do produto, em funcao de efeitos de degradacdo ou de reducao de atividade do nim,
provocados pela acdo da radiacdo ultravioleta, chuva e atividades quimicas na superficie da
planta.

Em plantas de V. unguiculata o nim teve eficiéncia mensurada por Gongalves & Bleicher
(2006), registram variacdo de 39% a 83%, quando foram aplicados 192 a 1536ppm,
respectivamente do produto comercial Neemazal® e de 72% e 128g/200 ml de extrato de semente,

contra ninfas de A craccivora.
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O ndmero médio de L. erysimi vivos submetidos a acdo da linhagem URPE 27 foi
significativamente menor que a testemunha, principalmente quando associada ao 6éleo de nim, que
reduziu drasticamente a sobrevivéncia média dos insetos para 1,5 dias (Tabela 1, Fig. 3; 2 =
89,85; P < 0,0001), fato semelhante ao ocorrido com B. brassicae (Tabela 3) onde a sobrevivéncia
foi reduzida em comparacdo a aplicacdo apenas do fungo (Tabela 3, Fig. 5; x® = 153,77; P <
0,0001) .

A linhagem URPE 28, assim como o URPE 27, associada com o éleo reduziu o nimero de
insetos vivos (Tabelas 1, 2 e 3), e todos os tratamentos obtiveram efeitos semelhantes a
imidacloprido para L. erysimi e M. persicae (Tabelas 1 e 2).

Para a maioria dos tratamentos aplicados sobre L. erysimi com B. bassiana URPE 27 e L.
muscarium URPE 28, combinados ou ndo ao dleo de nim, foram visualizados insetos
mumificados por acdo das linhagens (Fig. 8), excetuando-se B. bassiana URPE 27 + nim e B.
bassiana URPE 27 (Tabelas 1, 2 e 3).

A flutuacdo das populagdes de L. erysimi, M. persicae e B. brassicae, sofreu influéncia dos
tratamentos aplicados, sendo possivel observar, na maioria dos casos, um efeito de reducdo
populacional, tornando-se mais evidente a partir do décimo dia de avaliacdo (Figs. 3 e 4).

Todos os tratamentos aplicados sobre L. erysimi mantiveram uma flutuacdo populacional
baixa ao longo do tempo de avaliacdo, observando o comportamento das populacbes na
testemunha, fato semelhante ao ocorrido com B. brassicae e para M. persicae, contudo, esta
Gltima espécie com um efeito menos acentuado (Figs. 3 e 4).

Considerando as eficiéncias relativas foi possivel observar que, de maneira geral, a
linhagem B. bassiana URPE 27 foi mais eficaz que L. muscarium URPE 28, tanto quando foi
aplicada de maneira isolada ou combinada ao 6leo de nim, para o controle das trés espécies de

afideos (Tabelas 1, 2 e 3). A Unica excecdo foi para M. persicae, onde se obteve eficiéncia relativa
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de 75,9% para URPE 28+nim, comparado a 66,8% para URPE 27+nim (Tabela 2). As maiores
eficiéncias relativas aplicadas a L. erysimi foram URPE 27+nim (100%) e URPE 28+nim
(65,5%), demonstrando que a combinagdo dos fungos com 6leo de nim foi satisfatoria e benéfica
para o controle das pragas (Tabela 1).

As duas linhagens podem ser aplicadas para o tratamento de M. persicae e B. brassicae,
contudo, sendo mais recomendado de maneira isolada por demonstrarem maiores indices de
eficiéncia. A linhagem B. bassiana URPE 27, de maneira geral, apresentou melhor
comportamento em campo que L. muscarium URPE 28. As eficiéncias, considerando apenas a
aplicacdo do fungo foram de 89,6%, 88,3% e 90,4% de URPE 27 contra 45,9%, 62,0% e 64,4%
de URPE 28, para L. erysmi, M. persicae e B. brassicae, respectivamente (Tabelas 1, 2 e 3).

Estudos demonstram que as respostas do hospedeiro a infeccdo ndo necessariamente serd a
morte, podendo ter efeitos comportamentais que a antecedem como, por exemplo, a reducdo da
alimentacdo, atividade e coordenacdo (Goettel et al. 2010) e reducdo da fecundidade (Baverstock et
al. 2005).

Em nenhum tratamento proposto, exceto para o imidacloprido foi verificado efeitos
negativos nas populacdes de inimigos naturais, sendo possivel observar a presenca de predadores
e de fungos da ordem Entomophthorales parasitando afideos nas plantas de couve. Breda et al.
(2011) verificaram que 6leo de nim, mas em laboratdrio, para controlar A. gossypii causou efeitos
letais e subletais em larvas de C. sanguinea mesmo em baixas concentracdes.

Resultados experimentais obtidos em laboratério e campo normalmente podem diferir. Os
resultados de bioensaios podem ser utilizados para prever a atividade em campo, uma vez que em
laboratdrio muitas vezes ndo é possivel avaliar o patdgeno em seus fatores bioldgicos e ecolégicos

e comportamento de acdo. Em campo o inseto pode nunca ter contato com suficiente o inoculo
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para causar a infeccdo, e em alguns casos, a viruléncia pode variar entre os diferentes estadios de
desenvolvimento em fungédo da susceptibilidade (Goettel et al. 2010).

A aplicagdo direta de compostos associados a viruléncia de fungos demonstra que podem ser
obtidos excelentes resultados, podendo ser uma alternativa ao uso direto de propagulos infectivos
altamente susceptiveis a acdo do ambiente. Kim et al. (2010), aplicando o sobrenadante obtido de
linhagem de B. bassiana (4,7x10® ), verificaram que a populacio de A. gossypii reagiu com agdo
idade-dependente, em casa-de-vegetacdo, com taxa de controle apds trés dias de aplicacdo de
67,7%, 56,7%, 52,7%, 42,7% e 41,1% nas dilui¢cBes de 100, 200, 400, 800 e 1600x, enquanto que
as proteinas componentes deste sobrenadante mostraram eficiéncia de controle de A. gossypii de
94,1%.

Este estudo € relevante na continuidade das pesquisas com bioprodutos das linhagens B.
bassiana URPE 27 e L. muscarium URPE 28, uma vez que ndo existe a garantia de melhores
resultados apenas com o aumento da concentracdo de esporos ou repeticdo de aplicacdo, como
demonstram outros estudos envolvendo fungos entomopatogénicos (Hall 1980, Kim & Kim 2008).

Os resultados demonstram que as linhagens testadas podem ser introduzidas em programas
de manejo integrado de pragas na couve, e que a combinacdo com o Oleo de nim é favoravel,

podendo ser consideradas como uma alternativa viavel ao uso de agrotoxicos.
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Tabela 1. Numero total (%) (médias

+

EP) de Lipaphis erysimi vivos, mortos e

mumificados, eficiéncia relativa e média de sobrevivéncia (dias), submetidos a diferentes

tratamentos em condicdo de campo, cinco dias ap6s a aplicagaor.

Lipaphis erysimi

Sobrevivéncia

Tratamentos — .
Vivos Eficiéncia Mortos Mumificados (dias)
(%)
Testemunha 35,7+12,16 a - 1,0+0,00 a - 11,3+0,88 a
Imidacloprido 0,0+0,00b 100,0 7,0+0,00 a - 1,0+0,00d
Nim 4,3+3,84ab 88,0 8,7+0,00 a - 2,1+ 0,40 bc
URPE 27 3,7+2,03ab 89,6 7,0+0,00 a 0,0+0,00b 6,2+107b
URPE 27 + Nim 0,0+0,00b 100,0 8,0+0,00 a 0,0+0,00b 15+0,22¢c
URPE 28 19,3+ 11,85 ab 459 0,3+0,33a 0,3+0,33ab 58+0,98b
URPE 28 + Nim 12,3 +8,35ab 65,5 7,7+233a 12+1,20a 3,2+ 0,61 bc
Teste F, y2 e  Fe14=316;  Fs1=324; F51=340, =8984;
valor de P P =0,0355 P =0,0327 P =0,0276 P < 0,0001

IMédias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

101



Tabela 2. Namero total (%) (médias £ EP) de Myzus persicae vivos, mortos e mumificados,

eficiéncia relativa e média de sobrevivéncia (dias), submetidos a diferentes tratamentos em

condicdo de campo, cinco dias apds a aplicacdo?.

Myzus persicae

Sobrevivéncia

Tratamentos —— .

Vivos Eflc(l)enma Mortos Mumificados (dias)

(%)

Testemunha 62,3+ 20,93 a - 1,0+0,58 a - 17,2+ 0,55 a
Imidacloprido 0,0+0,00b 100,0 33+120a - 1,0+£0,00b
Nim 9,3+8,35b 85,1 4,3+285a - 152+1,17a
URPE 27 7,30£5,84 b 88,3 0,7+0,33 a 0,3+0,33 a 178+1,05a
URPE 27 + Nim 20,7 £ 6,23 ab 66,8 0,7+0,67 a 0,7+0,67 a 17,3+£0,74 a
URPE 28 23,7+5,55 ab 62,0 0,3+0,33 a 0,3+0,33a 18,7+ 0,77 a
URPE 28 + Nim  15,0+5,86 b 75,9 23+186a 0,3+£0,33a 16,1+1,29a
Teste F, y? e C Few=452,  Feu=140;  Feu=057;  =1753;
valor de P P =0,0094 P =0,2802 P =0,7468 P =0,0075

1 Medias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Numero total (%) (médias + EP) de Brevicoryne brassicae vivos, mortos e

mumificados, eficiéncia relativa e média de sobrevivéncia (dias), submetidos a diferentes

tratamentos em condicdo de campo, cinco dias ap6s a aplicagaor.

Brevycorine brassicae

Sobrevivéncia

Tratamentos Eficiancia (dias)

Vivos Mortos Mumificados

(%)

Testemunha 17,7 +9,06 a - 0,7+0,33b - 14,7 £ 0,96 a
Imidacloprido 0,0 £0,00a 100,0 11,7+352a - 1,0+£0,00d
Nim 1,00+ 0,58 a 94,4 6,0 £3,05ab - 1,4+0,14c
URPE 27 1,7+1,67 a 90,4 5,33+2,72 ab 1,3+1,33a 11,9+156 a
URPE 27+ Nim 4,0+1,73a 77,4 5,33+ 0,67 ab 0,0+0,00 a 6,0+0,77b
URPE 28 6,3+1,76a 64,4 2,0+1,00ab 13+133a 11,9+0,98 a
URPE 28 + Nim 7,3+2,73a 58,8 40+1,73 ab 0,0+0,00 a 136+1,14a
TesteF,p2 e Fewa=259;, Fewu=257;  Feu=083  y2=15377;,
valor de P P = 0,0666 P =0,0682 P =0,5638 P < 0,0001

1 Medias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Manchas devido ao efeito fitotdxico do 6leo de nim (Neemseto®) em plantas de couve
manteiga (Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.) em diferentes concentra¢fes aplicadas em

campo, apds 24 (A) e 96 (B) horas .
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Figura 2. Temperatura e umidade relativa maximas, minimas e médias aferidas durante o periodo
de avaliacdo do experimento em campo, onde afideos da couve foram submetidos a acdo de

fungos entomopatogénicos, éleo de nim e imidacloprido.
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Figura 3. Flutuacdo populacional de Lipaphis arysimi, Myzus persicae e Brevicoryne brassicae

submetidos aos tratamentos testemunha absoluta, testemunha positiva (Imidacloprido) e 6leo de

nim, em condi¢des de campo em Vigosa,MG.
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Figura 4. Acdo de Beauveria bassiana URPE 27 e Lecanicillium muscarium URPE 28 e suas
associacdes com bleo de nim sobre a flutuacdo populacional de Lipaphis arysimi, Myzus persicae

e Brevicoryne brassicae em condicdes de campo em Vicosa, MG.
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Figura 5. Sobrevivéncia de Lipaphis erysimi submetido a acao de fungos entomopatogénicos, 6leo

de nim e imidacloprido em campo, Vi¢osa, MG.
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Figura 6. Sobrevivéncia de Myzus persicae submetidos a acdo de fungos entomopatogénicos, 6leo

de nim e inseticida em campo, Vicosa, MG.
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Figura 7. Sobrevivéncia de Brevicoryne brassicae submetido a acdo de fungos

entomopatogénicos, 0leo de nim e inseticida em campo, Vicosa, MG.
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Figura 8. Diferentes aspectos observados nas avaliacbes de campo onde foram submetidos
Lipaphis erysimi, Myzus persicae e Brevicoryne brassicae a acdo de Beauveria bassiana URPE
27 e Lecanicillium muscarium URPE 28, 6leo de nim (Neemseto®) e imidacloprido. A e B —
manchas de efeito fitotdxico do 6leo de nim, C — Afideos infectados por Beauveria bassiana

URPE 27, D — Larva de Syrphidae morto pela a¢do do imidacloprido.
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CAPITULO 5
Zoophthora aphidis (Hoffmann in Fresenius) BATKO (1964B) ASSOCIADO AO PULGAO
Lipaphis erysimi (KALT.) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) NO CULTIVO DA COUVE (Brassica

oleracea L. var. Acephala D.C.)*
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no cultivo da couve (Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.). A ser submetido ao BioControl.
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RESUMO - Visando conhecer as espécies de fungos Entomophthorales que atuam naturalmente
no controle de afideos-praga da couve em Vicosa-MG, foi realizado o monitoramento de Lipaphis
erysimi (Kalt.) e Myzus persicae (Sulzer) infectados por estes agentes. A espécie identificada
causando infecgdo nos pulgdes foi Zoophthora aphids (Hoffmann in Fresenius) Batko (1964b).
Em L. erysimi e M. persicae a propor¢do média de infectados foi de 0,24 e 0,30, respectivamente.
A fase mais susceptivel a infeccdo por Z. aphidis foram o terceiro e segundo instares para L.
erysimi e M. persicae, respectivamente. Existe uma correlacdo positiva entre area da folha e
namero de infectados. Em média, L. erysimi alcangou infestagdo de 7,3 insetos sadios e de 2,5
insetos infectados, enquanto que M. persicae atingiu niveis médios de infestacdo de 17,9 e 7,8

insetos sadios e infectados, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Zoophthora aphidis, pulgdo da mostarda, controle microbiano
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Zoophthora aphidis (Hoffmann in Fresenius) Batko (1964b) ASSOCIATED WITH Lipaphis
erysimi (KALT.) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) IN KALE CULTURE (Brassica oleracea L. var.

Acephala D.C))

ABSTRACT - To get acquainted with the species of Entomophthorales fungi that act naturally
control aphid pests of kale in Vigosa-MG, was carried out monitoring Lipaphis erysimi (Kalt.) and
Myzus persicae (Sulzer) infected by these agents. The species causing infection in aphids was
Zoophthora aphids (Hoffman in Fresenius) Batko (1964b). In L. erysimi and M. persicae the
average proportion of infected individuals was 0.24 and 0.30, respectively. Phase more
susceptible to infection by Z. aphidis were third and second instars for L. erysimi and M. persicae,
respectively. There is a positive correlation between leaf area and number of infecteds. On
average, L. erysimi infestation reached 7.3 healthy insects and 2.5 infected insects, while M.
persicae reached average levels of infestation of 17.9 healthy insects and 7.8 infected,

respectively.

KEY WORDS: Zoophthora aphidis, mustard aphid, microbiological control
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Introducéo

Fungos da ordem Entomophthorales (Zigomycota) apresentam eficiéncia significativa no
controle natural de populagdes de insetos (Volkl et al.2007), como por exemplo Pandora
neoaphids (Remaudiere & Hennebert) Humber e Zoophthora radicans (Brefeld) Batko que séo
comumente registradas regulando populagbes de Lipaphis erysimi (Kalt.), Myzus persicae
(Sulzer) e Brevicoryne brassicae (L.) (Feng et al. 1990, Alves 1998, Zhang & Hassan 2003,
Stary et al. 2007, VOIKI et al. 2007); contudo, é possivel que estes agentes ndo sejam capazes de
regular algumas populacdes em determinadas condi¢bes de campo, podendo este fato estar
relacionado as intimas interacGes que ocorrem entre patogeno e hospedeiro (Alves 1998, Goettel
et al. 2010).

Estimativa de Lenteren (2009) indicou que, aproximadamente, 95% de populacdes de
insetos que, eventualmente se tornariam pragas em 85,5 milhdes de km? de area cultivada no
planeta sdo reguladas pelo controle biologico natural, enquanto que Alves (1998) estima que
apenas os fungos entomopatogénicos sdo responsaveis por cerca de 80% das enfermidades que
ocorrem sobre artropodes.

O pulgéo da mostarda como é comumente denominado L. erysimi faz parte do complexo de
afideos-pragas na cultura da couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. Acephala D.C.) (Filgueira
2008, Liu & Sparks Jr. 2011), promovendo em associacdo com B. brassicae e M. persicae danos
e perdas significativos na cultura (Gallo et al. 2002, Filgueira 2008).

Estes pulgdes, assim como outras espécies de insetos praga, sdo, eventualmente, infectados
por fungos entomopatogénicos, podendo uma mesma populacdo ser infectada por mais de uma
espécie e em diferentes estadios de desenvolvimento (Goettel et al. 2010).

Dentro do Filo Zygomycota sdo conhecidos mais de 200 espécies de Entomophthorales

patogénicos a insetos, que normalmente causam epizootias significativas. A ordem
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Entomophthorales aplica-se bem ao controle biol6gico por conservacao, classico ou por inoculagdo
(Hesketh et al. 2010).

Para que ocorram epizootias causadas por fungos da ordem Entomophthorales as condigdes
climaticas sdo de relevante importéncia, que devem ser favoraveis. Estas condi¢cGes sdo altas
umidades do ar e temperaturas amenas, principalmente da noite (Elliot et al. 2002, Baverstock et
al. 2008).

Das espécies que ocorrem infectando afideos podem-se destacar as pertencentes ao género
Zoophthora que apresenta como caracteristicas principais o conidiéforo ramificado e raramente
simples, os conidios clavados a ovoides, com um nucleo e papila basal conica, rodeado por uma
camada liquida e com tendéncia a produzir capiliconidios secundarios. O nucleo tem aparéncia
granulosa, podendo ser colorido com aceto orceina. Os rizoides ndo apresentam terminacao
discoide aderente (Alves 1998).

O objetivo desta pesquisa foi de identificar e avaliar os efeitos de fungos entomopthorales em

populacdes de L. erysimi e M. persicae no cultivo da couve-manteiga.

Material e Métodos

A pesquisa foi conduzida na area experimental da Clinica de Doencas de Plantas e no
Laboratorio de Interacdo Inseto-planta da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, MG.
Estabelecimento do Cultivo. Sementes de couve var. manteiga foram cultivadas em bandejas de
isopor, utilizando a mistura de substrato de plantio (50%), himus de minhoca (30%) e solo
(20%), sendo as plantulas transferidas diretamente para o solo apds 20 dias do plantio,
aproximadamente.

As plantas foram cultivadas em espacamento de 1,0 metro entre linhas e 0,5 metro entre

plantas, adubadas com N-P-K conforme recomendacéo na fase de plantio e irrigacdo por asperséo

116



mantida apenas na fase inicial do cultivo até o seu estabelecimento e inicio das avaliagbes, sem
aplicagdes de agrotdxicos no cultivo.

Acompanhamento da Infeccédo de Afideos por Entomophthorales.

Unidade Amostral. Foram selecionadas 20 plantas em quatro fileiras de dois blocos distintos,
sendo 15 no primeiro bloco e mais cinco no segundo bloco em fileiras paralelas, distando em oito
metros entre eles.

Em cada planta, foi selecionada uma folha jovem, com aproximadamente uma semana de
idade, permitindo a manutencdo da colonia por um longo periodo. As folhas foram demarcadas
com etiquetas de papel em sacos plasticos de polipropileno, presas no peciolo da folha com corda
de algoddo. Na base do peciolo, ainda foram colocados chumagos de algoddo previamente
embebidos com 6leo de vaselina (Farmax®), circundando todo o peciolo, visando evitar a
migracao de insetos de outras partes da planta, assim como, dos insetos observados na respectiva
folha.

Em cada planta foram tomadas, previamente, as avaliacfes, as medidas de altura (distancia
do solo até a base da folha demarcada), comprimento (distancia entre a base de sua inser¢do no
caule e a porcdo final da nervura central) e largura (distancia entre as extremidades
perpendiculares a nervura central, no maior tamanho). Foram observados espécimes de L. erysimi
e M. persicae que estavam infestando as folhas selecionadas, mantendo-se apenas uma espécie
por folha e excluindo insetos migratorios. Para conhecimento prévio da ecologia e sintomatologia
das infeccBes por Entomophthorales, foram realizadas amostragens durante um periodo de dois
meses em plantas de couve infestadas por pulgdes, realizando o acompanhamento do quadro
infectivo e iniciando o processo de identificagdo microscopica.

AvaliacOes e Parametros. Diariamente, durante o periodo de 27 de abril a 26 de maio de 2011

foram registrados o numero de insetos encontrados em cada coldnia, distinguindo as fases de
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desenvolvimento (ninfas I, 11, 11l e 1V, adultos alados e apteros) e categorizando o estagio de
infeccdo por entomophthorales (1 — infectado vivo, com mudanga de coloragdo; 2 — infectado
morto; 3 — recoberto por esporos; 4 — completamente recoberto por esporos; 5 — presenca de
fungos secundérios e 6 — morte ocasionada por outras circunstancias). Foram registrados ainda a
presenca de outros fatores de mortalidade natural como predadores, parasitdides e outros fungos
entomopatogénicos. A observagdo dos insetos foi realizada com o auxilio de lupa de bolso com
dez aumentos e 6,25 cm? de base, visualizando os individuos que se localizavam na porcao
abaxial da folha.

Informacdes Meteorologicas. As informacdes relativas a temperatura, umidade relativa
(maximas, minimas e médias) e pluviosidade (media e acumulada) foram obtidas diariamente, as
9h da manhd, no mesmo local onde estava instalado o plantio com o auxilio da estacéo
meteorologica Squitter (ISIS S1220 PCD Ambiental), distando em cerca e 50 metros das plantas.
Identificacdo de Entomophthorales. A identificacdo do fungo seguiu a metodologia descrita por
Pell et al. (2001), onde os insetos coletados em campo exibindo sinais de colonizacdo foram
postos em placas de Petri plasticas com 9 cm de didametro, mantidas em camara climatizada a
temperatura de 18 °C, umidade relativa proximo a 100%, no escuro, durante o periodo necessario
a conidiogénese.

Os pulgdes foram aderidos a fita adesiva de dupla face na parte superior da placa, com a
porcdo dorsal voltada para baixo, enquanto que na porcao inferior da placa foram postas laminas
para coletar os conidios e chumacgos de algoddo umedecidos para manter a alta umidade. A
coloracdo das estruturas do fungo foi realizada através da mistura de Lactofenol e do corante
Aceto-Orcéin, a base de acido acético, que permite a coloracdo dos ndcleos dos conidios.

A visualizacdo das estruturas foi realizada com o auxilio de microscopio Optico de luz

(Zeiss, Axioskop 40) e a comparagdo das mesmas, utilizando as chaves de identificacdo de Keller
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(1987, 1991) e Humber (1989, 1997), com identificacdo confirmada pelo Phd. Harry C. Evans
(CABI Bioscience).

Andlises Estatisticas. As médias de tempo para mudanca de categoria de infectado foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA — Proc. ANOVA) e as médias foram comparadas,
através do teste de Tukey (a = 0,05).

Para se conhecer a distribuicdo de insetos infectados de L. erysimi e M. persicae foi
realizada analise de frequéncia (Proc freq), através do software estatistico SAS (SAS Institute
1999-2001), sendo as médias obtidas comparadas atraves do teste 2

As meédias de altura da planta e area da folha foram submetidas a anélise de regressao
comparando com o numero médio total de insetos infectados por espécie e realizou-se o estudo de
correlacdo de Pearson, comparando os dados de frequéncia com as referidas medias, onde:

_ColX.¥)

e, .'.7_“
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Sendo p = Correlacdo de Pearson, x= frequéncia média da espécie nos diferentes municipios e y =

namero de espécies de inimigos naturais encontrados por localidade e ¢ = desvios padrdes de x e y.

Resultados e discusséo
Durante o periodo de avaliacdo foram acompanhados grupos de afideos de L. erysimi e M.
persicae, duas das trés espécies de pulgbes que atacam a couve-manteiga no Brasil, identificando-
se apenas uma espécie de entomophthorales ocorrendo naturalmente nos insetos, Zoophthora
aphids (Hoffmann in Fresenius) Batko (1964b) (Fig. 1).
Os conidios primarios em L. erysimi apresentaram média de 25,5x7,4um de
comprimento/largura, com relagdo de C/L de 3,4um, alongados, uninucleados, com leve

constric¢do na porc¢éo apical e revestido por muco. O capiliconidio formado lateralmente. Corpos
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hifais alongados, ramificados e cor marrom ferruginoso. N&o foram encontrados esporos de
resisténcia. Em M. persicae as médias de 28,0x8,8um comprimento/largura e relacdo C/L de
3,2um. Conidios priméarios semelhantes aos descritos para L. erysimi, exceto pela cor
esbranquigada (Fig. 1).

Diferencas na coloracdo de espécies de afideos infectados podem ser causadas por
diferencas na composicdo quimica dos compostos resultantes da interacdo. Em M. persicae
mortos pela acdo de Pandora delphacis (Hori) Humber, a molécula de cistina analisada nos
insetos apresentam o triplo da densidade e o dobro do comprimento dos insetos mortos por P.
neoaphidis, 0 que proporciona insetos mais marrom-amarelados quando mortos pela acdo de P.
delphacis (Xu & Feng 2000).

As temperaturas maximas e minimas atingiram os picos de 28,9 e 7,8 °C e umidade relativa
de 93 e 43%, respectivamente. As variacdes de umidade relativa e temperatura sdo fundamentais
para o desenvolvimento de infec¢Bes por entomophthorales. Xu & Feng (2002) verificaram que a
mortalidade de M. persicae causada por P. delphacis apresenta um incremento quando a
temperatura e umidade relativa estéo situadas entre 15-30 °C e 74-100%, respectivamente.

As populacBes de M. persicae foram mais numerosas que as de L. erysimi no periodo
avaliado, contudo, os padrdes médios de infeccdo foram semelhantes. Em média, L. erysimi
alcancou infestacdo de 7,3 insetos sadios e de 2,5 insetos infectados, enquanto que M. persicae
atingiu niveis médios de infestacdo de 17,9 e 7,8 insetos sadios e infectados, respectivamente
(Fig. 2), por folha avaliada, com pico para as duas espécies proximo aos quinze dias. Com base
nestas médias, as proporcdes de infectados sdo de 0,24 e 0,30 para L. erysimi e M. persicae,
respectivamente.

Diferencas nos indices de infeccdo de uma mesma espécie de fungo em diferentes

hospedeiros ocorrem naturalmente. Barta & Cagén (2003) verificaram que Pandora (=Erynia
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neoaphidis) e Neozygites fresenii (Nowakowski) Batko causam diferentes percentagens de
mortalidade, em condi¢des naturais de infeccdo, em seis espécies de afideos.

De acordo com Baverstock et al. (2005) a transmisséo de P. neoaphidis ocorre quando o
pulgdo Acyrthosiphon pisum (Harris), atingem proporcao de 0,24 cadaveres recobertos em plantas
de feijdo. Um dos fatores que podem interferir na transmissdo de fungos é a presenca de outros
inimigos naturais, como por exemplo, o pulgdo Microlophium carnosum (Buckton) tem
incremento de insetos infectads por P. neoaphidis na presenca do parasitdide Aphidius
microlophii (Pennacchio & Tremblay) (Baverstock et al. 2008).

Outros agentes foram observados durante o monitoramento. Larvas e adulto de joanhinhas
(Cycloneda sanguinea (L.)), Syrphidae, parasitoide (Lysiplhebus sp.) e Lecanicillium lecanii
(Zimmerman) Zare and Gams estavam sempre presentes durante as avaliacGes, contudo, ndo foi
mensurado a sua participacdo como um fator de transmissdo de Z. aphidis em L. erysimi e M.
persicae. Estes mesmos agentes foram relatados por Morais (2010) em plantas de repolho.

A altura média das plantas no inicio da avaliacdo foi de 13,1 centimetros, com largura e
comprimento das folhas de 11x15cm, respectivamente. O numero médio de insetos infectados
apresentou correlacdo positiva com as médias de altura da planta (R = 0,0061) e area da folha (R
= 0,3456). Por outro lado, as analises de regressdo para 0s dois parametros demonstraram que
altura da planta e area da folha explica muito pouco as médias de infectados com valores de R2 =
0,12 e 0,13 respectivamente (Fig. 3).

A éarea da folha apresentou melhores indices, estando este fato relacionado a dispersdo dos
conidios de entomophthorales nas mesmas, que pode ocorrer de forma direta através da injecdo
dos conidios, ou indireta por transporte em outros inimigos naturais. Incremento de infec¢do de

M. carnosum por P. neoaphidis foi verificado por Baverstock et al. (2008) na presenca de larvas
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de Inachis io (L.) que ao reduzirem a éarea foliar, devido ao consumo, aumentam a taxa de
transmisséo do fungo.

A fase de desenvolvimento dos afideos, independente da espécie mais susceptivel a acao de
Z. aphidis foi o terceiro instar, conforme pode ser visto na Figura 4 através da analise frequéncia
de infectados, que foi significativa para ambas espécies (L. erysimi x> = 18,4; P = 0,0025 e M.
persicae y* = 35,5; P < 0,0001), seguido das ninfas de 2° instar. Este fato ¢ importante porque a
infeccdo se concentra nas fases iniciais de desenvolvimento, impedindo que o afideo chegue a
fase adulta e continue e se multiplicar (Fig. 4).

Apesar de considerar o primeiro instar como a fase critica de mortalidade, Morais (2010)
verificou que fungo Entomophthorales ocorreu de maneira significativa apenas no terceiro instar,
em L. erysimi em plantas de couve. Quando se tratava de M. persicae a fase critica e o inicio da
infeccdo por Entomophthorales foi o terceiro instar.

Os resultados obtidos por Scorsetii et al. (2010), demonstraram que fases ninfais e adultos
apteros do afideo Nasonovia ribisnigri (Mosley) sdo igualmente infectados naturalmente por P.
neoaphidis. Contudo, a infeccdo de adultos alados, € menor que para ninfas e apteros.

O tempo médio que Z. aphidis levou para atingir o maximo de infec¢éo (nivel 5) ndo diferiu
entre as fases de desenvolvimento observadas, variando de 72 a 154 horas para L. erysimi e de 48
a 125 horas para M. persicae (Tabela 1). O Tempo Letal (TLso) de P. delphacis e P. neoaphidis
em concentracdes variando de 5-18 conidios/mm? em populagdes de M. persicae é de em média 3
a 4 dias (Xu & Feng 2000).

Em media, as populacdes de L. erysimi que infestavam as plantas de couve foram extintas
com 20,5 dias e para M. persicae 20,3 dias. Os fatores que levaram a extingdo destas populagdes,

além da infecgéo pelos fungos, foram morte da planta ou queda das folhas.
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Diversos sdo os fatores que interferem na transmisséo e dispersdo de entomophthorales,
como a espécie de afideo hospedeira, a planta hospedeira e quimicos produzidos por esta espécie,
fatores ambientais (temperatura, umidade relativa e radiacdo ultravioleta) e produtos quimicos
aplicados na cultura (Steinkraus 2006).

Zoophthora aphidis tem potencial de controle das espécies L. erysimi e M. persicae, uma
vez demonstrado que, na maioria dos casos, a infeccdo de estadios de desenvolvimento
subsequentes das espécies foi detectada, causando mortalidade ainda nas fases iniciais.

Os indices de mortalidade sdo aproximados aos registrados em outras espécies de fungos e
hospedeiros. A continuidade dos estudos para melhorar a eficiéncia do fungo é uma proxima etapa
que pode ser realizada, como avaliar os efeitos da interacdo com outros agentes de controle
biologico e méetodos de producéo e liberacdo do fungo.

A manipulacdo do ambiente para favorecer as infecgdes com Z. aphidis € um dos fatores
preponderantes para que a sua atuacdo possa ser eficaz no manejo integrado de pragas da couve,

visando os afideos.
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Figura 1. Ninfas e adultos de Lipaphis erysimi (A) e adulto de Myzus persicae (B) parasitados por
Zoophthora aphidis em cultivo da couve. C e D microfotografia de conidios de Zoophthora
aphidis demonstrando constricdo caracteristica na extremidade e leve mucilagem recobrindo o0s

conidios.
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Figura 2. Média de Lipaphis erysimi e Myzus persicae sadios e infectados por Zoophthora aphidis

por folha de couve avaliada em um periodo de 30 dias.

128



Altura Planta

25 ~

20 A .
y = 0,0019x* - 0,182x + 13,563 ¢

R?=0,1258

Altura (cr

O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Infeccdo (%)

Area dafolha

400

350 - .
y =-0,0069x> + 1,1518x + 135,39
300 A R?=0,1303

250 - :
200 - .
150 // oL

100 ~ .

“we ook

Area dafolha (cr

50 A

0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Infecgéo (%)

Figura 3. Analise de regressdo correlacionando as médias de Lipaphis erysimi e Myzus persicae
infectados por Zoophthora aphidis com os dados medios de altura da planta e area da folha de

plantas de couve (B. oleracea).

129



Lipaphis erysimi

ENinfal ®Ninfall ®Ninfalll ®NinfalV ® Adultoalado = Adultoaptero

Myzus persicae

ENmnfal ®Ninfall ENinfalll ®NinfalV ® Adultoalado = Adultoaptero

Figura 4. Frequéncia média de Lipaphis erysimi e Myzus persicae infectados por Zoophthora

aphidis, distribuidos por fase de desenvolvimento.
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Tabela 1. Tempo em horas (média = EP) necessario para Lipaphis erysimi e Myzus persicae infectados por Zoophthora aphids

evoluirem do grau 1 para o grau 5 de infeccdo, em diferentes fases de desenvolvimento.

Fase de desenvolvimento

Teste de F e valor de P

Espécie -

Ninfa | Ninfa Il Ninfa 111 Ninfa IV Alado Aptero
Lipaphis erysimi - 105,6 £ 24,71  108,0 £ 33,44 84,0 £ 36,00 72,00 154,3+39,50 F=0,63;P=0,65
Myzus persicae 480+0 73,0+18,91  123,4+28,89 97,4 + 27,51 - 125,2 + 27,00 F=0,92; P=0,4692
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