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RESUMO

ESTRATEGIAS DE UTILIZACAO DE Beauveria bassiana (Hypocreales:
Cordycipitaceae) VISANDO AO CONTROLE DE Gyropsylla spegazziniana (Lizer
& Trelles, 1919) (Hemiptera: Aphalaridae)

Gyropsylla spegazziniana é considerada uma das principais pragas da cultura da erva-
mate, apresentando aspectos bioecolégicos que resultam em perdas que ja foram
estimadas em até 54%. Durante seu desenvolvimento na planta, os danos causados
durante a fase ninfal resultam na reducdo da area foliar, aumento do nimero de
particula de insetos na matéria-prima e reducdo da qualidade do produto final.
Atualmente, o controle se limita a catacdo manual, poda e destruicdo dos ramos
infestados, sendo proibido o emprego de inseticidas quimicos por ser um produto
consumido praticamente “in natura”. Em razdo da auséncia de produtos quimicos
registrados para o controle deste inseto torna-se necessaria a exploracéo de métodos
mais sustentaveis e que possam vir a ser utilizados para o controle desta praga. Desta
forma, este trabalho teve por objetivo avaliar estratégias de uso do fungo Beauveria
bassiana isolado Unioeste 44, visando ao manejo de G. spegazziniana, por meio da
pulverizacado aguosa com adjuvantes e dispositivos de atracdo-e-infeccdo. A eficacia
dos adjuvantes com o fungo variou com o método de inoculacéo utilizado, sendo eles
contato direto e residual. A pulverizagcédo direta resultou nas maiores mortalidades,
variando de 43-57% para aplicacéo isolada dos produtos Assist® e Aureo® e 65-74%
em aplicacdo com o fungo, enquanto o efeito do contato residual resultou em
mortalidades reduzidas, 6-31% para aplicacdo apenas dos adjuvantes e 16-48% para
a aplicacdo com B. bassiana. A analise de compatibilidade indicou que os adjuvantes
avaliados foram compativeis com o fungo B. bassiana. Quatro dispositivos de
autoinoculacdo foram comparados em condicfes de laboratério utilizando diferentes
preparacdes de B. bassiana e terra de diatomaceas. Testes preliminares
comprovaram o potencial de atracéo da cor amarela para adultos de G. spegazziniana,
assim como a contaminacao dos insetos com superficie impregnada com o patégeno.
A confirmacao de morte pelo fungo foi significativa apenas no dispositivo fabricado de
armadilhas comerciais Colortrap®. Observou-se transmissédo horizontal da infeccéo
fungica tanto com cadaveres esporulados quanto com vivos contaminados. Utilizando
os dispositivos de atracao-e-infeccdo foi constatada até 94% de mortalidade dos
insetos na auséncia de SPLAT® e 90% na presenca da cera, ndo havendo acréscimo
de mortalidade quando foi utilizada a cera emulsionada SPLAT®. Observou-se
reducdo na viabilidade do patégeno nas armadilhas em funcdo do tempo de
armazenamento, porém a mortalidade de G. spegazziniana expostos ao fungo
manteve-se acima de 50%, mesmo apoés 21 dias de armazenamento. Em bioensaios
com gaiolas teladas constatou-se mortalidade de 88% da populacéo. Estes resultados
indicam que o fungo Beauveria bassiana é promissor para a utilizagdo no controle de
G. spegazziniana, assim com para a continuidade dos estudos em condi¢des de semi-
campo e em campo.

Palavras-chave: Autoinoculagdo. Controle microbiano. llex paraguariensis. Ampola-
da-erva-mate. Pulverizacao.
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ABSTRACT

STRATEGIES FOR USING Beauveria bassiana (Hypocreales: Cordycipitaceae)
AIMING AT THE CONTROL OF Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles, 1919)
(Hemiptera: Aphalaridae)

Gyropsylla spegazziniana is considered one of the main pests of yerba mate crop,
presenting bioecological aspects that result in losses that have been estimated up to
54%. During its development in the plant, damage during the nymphal phase results
in reduced leaf area, increased number of insect particles in the raw material and
reduced quality of the final product. Currently, the control is limited to manual collection,
pruning and destruction of the infested branches, being prohibited the use of chemical
insecticides because it is a product consumed practically “in natura”. Due to the
absence of registered chemicals for the control of this insect, it is necessary to explore
more sustainable methods that may be used to control this pest. Thus, this study aimed
to evaluate strategies for the use of the fungus Beauveria bassiana isolated Unioeste
44, aiming at the management of G. spegazziniana through agueous spraying with
adjuvants and attraction-and-infection devices. The efficacy of the adjuvants with the
fungus varied with the inoculation method used, being direct and residual contact.
Direct spraying resulted in the highest mortality, ranging from 43-57% for isolated
application of Assist® and Aureo® products and 65-74% for application with fungus,
while the effect of residual contact resulted in reduced mortality, 6-31%. for application
of adjuvants only and 16-48% for application with B. bassiana. Compatibility analysis
indicated that the adjuvants evaluated were compatible with the B. bassiana fungus.
Four autoinoculation devices were compared under laboratory conditions using
different preparations of B. bassiana and diatomaceous earth. Preliminary tests proved
the potential for attracting the yellow color of G. spegazziniana to adults, as well as the
contamination of insects with surface impregnated with the pathogen. Confirmation of
death by the fungus was significant only in the Colortrap® commercially manufactured
trap device. Horizontal transmission of fungal infection was observed with both
sporulated and living contaminated corpses. Using attraction-and-infection devices, up
to 94% of insect mortality in the absence of SPLAT® and 90% in the presence of wax
were found, with no increase in mortality when the emulsified SPLAT® wax was used.
Pathogen viability was reduced in traps as a function of storage time, but mortality of
G. spegazziniana exposed to the fungus remained above 50%, even after 21 days of
storage. Bioassays with screened cages showed mortality of 88% of the population.
These results indicate that the fungus Beauveria bassiana is promising for use in the
control of G. spegazziniana, as well as for the continuity of studies under semi-field
and field conditions.

Keywords: Autoinoculation. Microbial control. llex paraguariensis. Paraguay tea ampul.
Pulverization
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1. INTRODUCAO

A cultura da erva-mate, llex paraguariensis (St Hil, 1822) (Magnoliophyta:
Aquifoliaceae), retrata um dos sistemas agroflorestais mais antigos da regido sul do
Brasil, representando significativa importancia socioeconémica ao pais. Em 2011, a erva-
mate foi responsavel por uma receita de R$ 180 milhdes, ou seja, 80% do total dos
produtos florestais ndo madeireiros (SEAB-DERAL, 2013). Recentemente a producao
nacional de erva-mate foi de 346,9 mil toneladas, sendo o estado do Parana responsavel
por 86,4% deste total (IBGE, 2016). Além disso, em 2017, a cultura da erva-mate
contribuiu com uma receita de R$ 252,76 milhdes do faturamento bruto da producgéo de
folha verde no Parana (FUNDOMATE, 2019).

Sua exploracdo atual como monocultura, necesséaria em funcdo da sua escassez
no mercado, favoreceu o desenvolvimento de elevadas populacfes de insetos fitfagos
e reduziu o niumero de inimigos naturais, elevando assim varias espécies ao status de
praga (IEDE e MACHADO, 1989; CHIARADIA et al., 2002; DANIEL, 2009).

Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles, 1919) (Hemiptera: Aphalaridae),
conhecido como ampola-da-erva-mate é um inseto especifico da cultura e pode ser
encontrado em ervais nativos, adensados ou viveiros de producdo de mudas, sendo
considerada uma das principais pragas da cultura. Seus danos estédo relacionados a
deformacdo das brotacdes, reduzindo a area foliar da planta e consequentemente sua
produtividade. Além disso, grandes infestac6es contribuem com o aumento da
guantidade de particulas de insetos no produto final, depreciando sua qualidade, com
perdas ja estimadas na ordem de 54% (IEDE e MACHADO, 1989; PENTEADO, 1995;
CHIARADIA et al., 2000; CHIARADIA et al., 2002; LEITE, 2002).

No Brasil, ndo é permitido o uso de agrotoxicos para o controle de pragas da erva-
mate, por ser um produto consumido praticamente “in natura” (AGROFIT, 2019). Assim,
o0 manejo de G. spegazziniana se da por meio do controle cultural, limitando-se ao
emprego de mao-de-obra manual para catacdo, poda e destruicdo dos ramos infestados
(PENTEADO, 1995; RIBEIRO, 2005). Diante deste cenario, h4 a necessidade de
explorar métodos de controle que venham a se tornar uma alternativa para a supressao
de populacdes deste inseto.

Nesse sentido, o controle biolégico por entomopatogenos, em especial os fungos
entomopatogénicos representam uma possiblidade com grande potencial para a erva-

mate, sendo ja utilizados no controle da broca-da-erva-mate, por meio de um produto
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comercial a base de conidios do fungo Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.
(Hypocreales: Cordycipitaceae) (AGROFIT, 2019).

Em relacdo a ampola-da-erva-mate, Alves et al. (2013) comprovaram sua
suscetibilidade aos fungos entomopatogénicos e Formentini et al. (2015) verificaram que
o isolado Unioeste 44 de B. bassiana apresentou a maior atividade no inseto, com
mortalidade média acima de 80% para ninfas de quinto instar, o que indicou o potencial
desse isolado para continuidade dos estudos viando ao controle da praga.

Baseando-se nos experimentos de Formentini et al. (2015), e em bioensaios
preliminares de pulverizacdo aquosa do fungo B. bassiana sobre adultos de G.
spegazziniana (LOEBLEIN, dados n&o publicados), observou-se que o controle
satisfatorio s seria possivel em altas concentracdes de conidios, o que pode inviabilizar
0 uso em fungéo do custo de controle. Assim, mesmo com o potencial do fungo B.
bassiana para o controle de G. spegazziniana, ainda ha a necessidade de avaliar alguns
parametros, visto que nado € viavel economicamente a aplicacdo de elevadas
guantidades de fungo para o controle de pragas.

Portanto, torna-se necessaria a adi¢cdo de produtos na suspensao a ser pulverizada
visando a aumentar os indices de: deposicdo, espalhamento, molhamento, adeséo,
retencao e toxicidade sobre o inseto alvo (COSTA et al., 2003). Uma forma de aumentar
a eficiéncia do patdégeno para o controle de G. spegazziniana pode ser através da adicao
de adjuvantes a calda da suspensdo, como demonstrado para outras pragas, como
Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae), Diaphorina citri
(Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae) e ninfas de Bemisia tabaci (Bellows & Perring,
1994) (Hemiptera: Aleyrodidae) bidtipo B (AUSIQUE, 2014; MASCARIN et al., 2014;
MOTA, 2017).

Além da pulverizacdo aquosa como mecanismo de liberacdo do fungo B.
bassiana em campo, existem outros métodos que apresentam potencial para o
manejo de G. spegazziniana, como a autoinoculacdo/autodisseminacdo do fungo.
Esta estratégia é definida, segundo Ignoffo (1978) como o uso de insetos para a
introducao e expansao de entomopatdégenos no ambiente. Esta técnica se fundamenta
no estabelecimento da infeccdo dependendo da sobrevivéncia do inseto para a
disseminagdo do patdégeno, atingindo sua populacdo em grande escala (VAIL et al.,
1993). Conforme ja evidenciado para outras pragas como D. citri e H. hampei (PATT
et al., 2015; MOTA, 2017).
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Assim, outras formas de utilizacdo do fungo B. bassiana devem ser
compreendidas, buscando uma utilizacédo eficiente do controle microbiano para o
manejo da ampola-da-erva-mate. Nessa perspectiva, esta pesquisa teve por objetivo
avaliar em condi¢cbes de laboratorio, duas estratégias para utilizacdo do fungo B.
bassiana visando ao controle de G. spegazziniana, sendo: pulverizacdo de conidios
com adjuvantes em contato direto e residual. E, também através de dispositivos de
autoinoculacao, visando avaliar a infeccdo e transmissé@o horizontal fingica, bem

como a viabilidade e atividade do fungo sob diferentes tempos de armazenamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Erva-mate

2.1.1 Biologia da espécie, manejo e cultivo

A erva-mate (llex paraguariensis) (St Hil, 1822) (Magnoliophyta: Aquifoliaceae)
€ uma planta nativa da América do Sul e ocorre predominantemente na regido sul do
Brasil (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), ocorrendo ainda em parte do
Centro-Oeste (Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) e parte do Sudeste (Minas Gerais
e S&o Paulo) (CORREA et al., 1999; CARVALHO, 2003; GROPPO, 2013).

A planta adulta apresenta porte arboreo, semelhante a laranjeira, podendo atingir
até 15 m de altura em locais de mata fechada, porém, quando submetida a poda, ndo
ultrapassa os 7 m (BRAGAGNOLDO et al., 1980). Na cultura da erva-mate, as folhas e
ramos s&o colhidos sucessivamente a cada 18 ou 24 meses, utilizando-se tesouras,
facdes e foice, de forma manual, sendo recomendado quando possivel, cortar apenas
0s ramos maduros, pois brotam melhor e produzem um bom material de corte
(MUNARETO, 1992; FLEIG et al.,, 2003). Estas brotacbes ocorrem com maior
frequéncia no més de outubro, no final da safra, periodo este em que se registram
maiores indices populacionais de G. spegazziniana nos ervais (REISSMANN et al.,
1985; OLIVA et al., 2014).

As folhas e ramos da erva-mate podem ser beneficiados dao origem a matéria-
prima para a producdo de bebidas, como chimarrdo, cha-mate, tereré, bebidas
energéticas, entre outros (MAZUCHOWSKI e RUCKER, 1993). Além disso, podem
ser extraidos principios ativos empregados na industria farmacéutica para fabricacao
de medicamentos e cosméticos, dentre outros produtos. Estudos recentes indicam a
presenca de componentes na erva-mate com potencial de atividade antimicrobiana
contra bactérias, fungos e virus, incluindo patdégenos de origem alimentar (BURRIS et
al., 2012; COSTA et al., 2017). Além disso, pesquisas cientificas comprovam a agao
das propriedades das folhas sobre o organismo humano, atuando como diurético,
antioxidante, colerético, entre outros (MACCARI Jr. e MAZUCHOWSKI, 2000;
SCHINELLA et al., 2000; EFING, 2008).

Em relacdo ao seu manejo, Andrade (2002) afirma que existem trés tipos: o

extrativista, o sistema tecnificado e o sistema nao tecnificado. O sistema extrativista
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consiste na producdo mais rudimentar, utilizando méao-de-obra manual para o manejo
da cultura. O sistema tecnificado se caracteriza pela compra de mudas, adubacao
quimica, eventualmente o emprego de herbicidas para o controle da vegetacao e uso
de instrumentos para a poda. J4 o manejo néo tecnificado constitui-se da mescla dos
dois primeiros manejos, utilizando mudas provenientes de compra ou producao
prépria, replantio de falhas, coveamento e poda manual.

De qualquer forma, a erva-mate, antes obtida a partir da atividade extrativista
caracterizou-se inicialmente pela extracdo de arvores nativas desprovida de técnicas
silviculturais apropriadas. A partir de 1970, com a expansao das areas de cultivo de
trigo e soja, grande parte dos ervais foi eliminada (LEITE, 2002). Consequentemente
houve diminuicdo da matéria-prima no mercado e aumento da demanda de produtos
formulados a partir da erva-mate nos anos seguintes. Tal fato impulsionou o cultivo
dos ervais em sistema de monocultura, que facilitam o manejo e aumentam a
produtividade, porém favorecem o ataque de doencas e pragas (DIAZ, 1997; SOARES
e |IEDE, 1997).

2.1.2 Importéancia econémica

A producdo de erva-mate no Brasil concentra-se em areas com extensao
territorial inferior a 50 hectares, correspondendo estes a 83,9% dos estabelecimentos
agropecuérios de producéo (IBGE, 2006). Os dados mais atuais disponiveis apontam
gue a exploracdo econbmica da erva-mate é realizada em aproximadamente 596
municipios compreendendo cerca de 750 industrias e um total de 700 mil empregos
diretos e indiretos (MEDRADO e VILCAHUAMAN, 2014).

A producdo de erva-mate no Brasil, em 2016 foi estimada em 346,9 mil
toneladas, sendo o estado do Parana o principal produtor, com participacao de 86,4%
(IBGE, 2016). Além disso, em 2017, a cultura da erva-mate foi responsavel por uma
receita de R$ 252,76 milh6es do faturamento bruto da producéo de folha verde no
estado do Parana (FUNDOMATE, 2019).

2.1.3 Suscetibilidade a pragas

No ambiente natural, ha uma diversidade de plantas que asseguram a existéncia

de uma gama de artrépodes associados, porém, o adensamento no sistema de
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monocultivo alterou as caracteristicas do ecossistema, favorecendo algumas espécies
da artropodofauna associada a cultura da erva-mate em detrimento de seus inimigos
naturais (PENTEADO, 1995; DIAZ, 1997). Segundo Borges e Lazzari (2008), a erva-
mate € uma espécie ombrofila, quando cultivada em locais abertos esta sujeita ao
estresse fisiologico, fato que a predispbe ao ataque de pragas e ocorréncia de
doencas.

No Brasil, h4 30 anos registrou-se a ocorréncia de uma centena de insetos
associados a erva-mate, dos quais 86 espécies de insetos sdo citadas alimentando-
se de diferentes partes da planta (IEDE e MACHADO, 1989).

Entre as espécies que alcancam o status de pragas que atacam a cultura da
erva-mate, destacam-se a broca-da-erva-mate, Hedypathes betulinus (Klug, 1825)
(Coleoptera: Cerambycidae), a lagarta da erva-mate, Thelosia camina (Schaus, 1920)
(Lepidoptera: Eupterotidae), Hylesia spp. (Hubner, 1820) (Lepidoptera: Saturniidae)
conhecidas como lagarta-do-cartucho, um complexo de espécies de acaros, em
especial o acaro-do-bronzeado Dichopelmus notus (Keifer, 1959) (Acari: Eriophyidae)
e a ampola-da-erva-mate, Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles, 1919)
(Hemiptera: Aphalaridae), sendo essa uma das espécies que causa maiores danos a
cultura (PENTEADO, 1995; IEDE et al., 2000; DANIEL, 2009).

2.2 Ampola-da-erva-mate

2.2.1 Bioecologia da espécie

Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles, 1919) (Hemiptera: Aphalaridae),
popularmente conhecida como ampola-da-erva-mate, € uma espécie monofaga
especifica da cultura, sendo encontrada tanto em ervais nativos, implantados ou em
viveiros de producao de mudas (IEDE e MACHADO, 1989; DE COLL e SAINI, 1992).

Seus ovos sao elipticos e de coloracdo amarelada medindo aproximadamente
0,36 mm de comprimento. As ninfas apresentam coloracdo amarelada entre o primeiro
e terceiro instar e coloragao esverdeada do quarto ao quinto instar (CHIARADIA et.
al., 2000). Os adultos de G. spegazziniana apresentam coloracao verde amarelado,
apresentando dois pares de asas membranosas, antenas tdo compridas quanto o
corpo e pernas posteriores adaptadas para saltar. A fémea ¢ diferenciada do macho

pelo aparelho ovipositor (localizado na parte final do abdome) e por serem
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ligeiramente maiores que o0s machos (aproximadamente 2,9 e 2,6 mm de
comprimento, respectivamente) (Figura 1) (DE COLL e SAINI, 1992; LEITE, 2002).

Figura 1. Ampolas contendo ninfas de 4° e 5° instar (A), tamanho médio de um adulto
(B), macho (C) e fémea (D) de Gyropsylla spegazziniana (Fonte: arquivo pessoal).

O desenvolvimento ovo a adulto dura em média 38,7 dias, totalizando cinco
instares ninfais, com longevidade média de 15,2 dias para as fémeas e 43,7 dias para
os machos (LEITE e ZANOL, 2001). As fémeas ovipositam nas brota¢gbes da erva-
mate e inoculam saliva nas folhas, que sendo toxica para as plantas, causa hipertrofia
nos tecidos e formacdo de uma galha (ampola), onde se desenvolvem as ninfas
(PENTEADO, 1995). Tanto as ninfas quanto os adultos sugam a seiva dos ramos,
principalmente das brotacfes jovens (PEDROSA-MACEDO et al., 1993).

Em relacao a flutuacao populacional da praga, o auge ocorre entre os meses de
novembro e fevereiro, sendo que a temperatura ideal para a atividade de individuos
adultos esta entre 20 e 25°C (DE COLL e SAINI, 1992; BORGES et al., 2003).
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2.2.2 Importéancia e danos

G. spegazziniana € considerada uma das pragas-chave da cultura da erva-mate,
acometendo desde mudas até plantas adultas, podendo desenvolver grandes
populacdes nos ervais (CHIARADIA et al., 2002).

A partir da inoculacdo da saliva as folhas deformadas se desenvolvem
irregularmente formando uma galha globosa ou ampola, que geralmente caem apoés
a saida dos insetos, ocorrendo reducéo da area foliar. Com isso, a planta consome
grande quantidade de reservas nutricionais para emitir novas brotacoes,
comprometendo o crescimento e formacdo de folhas sadias (IEDE e MACHADO,
1989; PENTEADO, 1995; CHIARADIA et al., 2002).

Leite (2002) verificou que mudas recém-transplantadas quando infestadas
apresentam retardamento em seu desenvolvimento e, obviamente, as infestaces em
viveiros acarretam mudas de qualidade inferior. Além de reduzir a produtividade dos
ervais, intensas infestagées ainda contribuem para o aumento da quantidade de
particulas de insetos no produto final, reduzindo a qualidade e o preco do mesmo
(PENTEADO et. al., 2000).

Com isso, estimam-se que as perdas no Brasil causadas por G. spegazziniana
sejam da ordem de 54% (CHIARADIA et al.,, 2002; LEITE, 2002) e na Argentina,
estimaram-se as perdas em até 35% na producgéo (DIAZ, 1997).

2.3 Controle da ampola-da-erva-mate

2.3.1 Métodos Preventivos

Sédo recomendados a escolha e cultivo adequados de mudas, cuidados com o
solo, menor densidade de plantas e a diversificacdo dos ervais com outras espécies
vegetais favorecendo a resisténcia de plantas a pragas (PENTEADO, 1995;
GRIGOLETTI JR. et al., 1997).

Também, incluem as podas e colheita, sendo desencorajadas as colheitas de
verdo como forma de se evitar a elevacdo populacional do inseto, pois com a poda
formam-se novas brotacdes favorecendo assim a sua reproducao. Fatores ambientais

também podem ser considerados como fatores naturais de mortalidade e controle,
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sendo os principais a precipitacéo e as temperaturas baixas (CHIARADIA et al., 2002;
BORGES et al., 2003).

2.3.2 Controle Quimico

No Brasil, ndo existem registros de inseticidas para o controle de G.
spegazziniana, por ser um produto consumido praticamente “in natura” (AGROFIT,
2019). Assim, sdo necessarias medidas efetivas e sustentaveis, que incluam a
prevencao da infestacéo e o controle.

Ainda que proibido no Brasil, a pulverizacdo com calda sulfocélcica e Parathion
(inseticida organofosforado) foi citada como uma provavel recomendacdo para
controle da ampola (BORGES e LAZZARI, 2008). Além disso, o controle quimico de
G. spegazziniana foi registrado na Argentina, com a orientacdo de uso de Dimetoato
(100 a 150 mL/100 L de agua) (PRAT KRICUN, 1993; BURTNIK, 2003).

2.3.3 Controle Biologico

O controle biolégico de adultos e ninfas de G. spegazziniana se da naturalmente
por meio de insetos predadores e microrganismos entomopatogénicos. Ha relatos da
ocorréncia do parasitoide Halictophagus sp. (Kogan, 1959) (Strepsiptera:
Halictophagidae), os predadores coccinelideos (Mulsant, 1850) (Coleoptera:
Coccinelidae), Curinus coeruleus; Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763); Azya
luteipes (Mulsant, 1850); Scymnus argentinicus (Weise, 1906); Hyperaspis sp., Olla
abdominalis (Lima, 1951) e Exochomus jourdani (Mulsant, 1853). Crisopideos do
género Chrysoperla sp. (Steinman, 1964) (Neuroptera: Chysopidae), os sirfideos
Ocyptamus norina (Curran, 1941) (Diptera: Syrphidae); O. caldus (Walker, 1849); O.
amplus (Fluke); O. antiphates (Walker) e Toxomerus sp, a formiga Pseudomyrma
gracilis (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Formicidae), além de &caros predadores
(Arachnida: Acari) (SAINI e DE COLL, 1993; SOARES, 1994; DIAZ, 1997).

As larvas de Syrphidae séo relatadas como importantes predadoras de ninfas no
interior das ampolas (CHIARADIA et al., 2000; BORGES e LAZZARI, 2008). Também,
Leite et al. (2007), ao realizarem um estudo em Sao Mateus do Sul, PR, verificaram
maior frequéncia de ocorréncia de Hemerobiidae, Chrysopidae e Cycloneda sp., além
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de larvas de sirfideos, tripes predadores, strepsipteros, aranhas e acaros com o

periodo de maior incidéncia de G. spegazziniana.

2.3.4 Controle Comportamental

Atualmente, os feromonios sexuais sdo utilizados em armadilhas para
monitoramento de pragas, coleta massal e confusdo sexual como método de
interrupcdo do acasalamento, impedindo os insetos de localizarem o respectivo
parceiro. Tal ferramenta constitui-se uma estratégia de controle promissora, pois 0s
feromoénios ndo acumulam residuos no ambiente, alimentos e ndo apresentam efeito
nocivo para outras espécies (ZARBIN et al., 2009; ESPINOZA et al., 2012).

Especificamente em relacdo a ampola-da-erva-mate, foi comprovado que
durante o comportamento sexual ocorre a liberagcdo de volateis pela fémea
precedendo a cOpula, como mecanismo de atracdo do parceiro (WALERIUS, 2017).
Além disso, no mesmo trabalho, o componente 2-nonadecanona foi identificado
apenas nos extratos das fémeas da espécie, propiciando a possibilidade para
futuramente ser testado para avaliar sua atividade na atracdo sexual de machos e
fémeas, assim como sua acdo em sinergia a outros compostos oriundos de 1.

paraguariensis.

2.3.5 Outros métodos de controle

Recomenda-se como forma de se controlar populacfes de G. spegazziniana, a
poda e queima dos brotos com sintomas de ataque. Também, h& recomendacédo do
Oleo de sementes de nim (BORGES e LAZZARI, 2008).

Também, o 6leo de nim foi avaliado em diferentes concentracfes, levando a
mortalidade de 53% da populacdo da praga, em condicdes de campo e quando
avaliado como tética de controle da ampola em mudas, alcancou-se 80% de
mortalidade, comprovando o potencial inseticida contra o inseto (HAAS et al., 2011;
FORMENTINI et al., 2016).
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2.4 Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sao considerados agentes de biocontrole
promissores em funcéo da sua capacidade de atingir populagdes de insetos e &caros,
contando com um amplo espectro de hospedeiros, além da capacidade de cultivo e
formulacdo em laboratorio (LEITE et al., 2003). Estes patdgenos sao frequentemente
isolados de aleirodideos (Homoptera: Aleyrodidae) e pertencem a mais de 20
espécies, incluindo Aschersonia aleyrodis (Webber, 1897), Lecanicillium sp. (Zimm.)
(Gams & Zare), Isaria sp. (Wize, 1904) (Hypocreales: Clavicipitaceae) e B. bassiana
(RAMOS, 2004).

Segundo Putzke e Putzke (2002), existem aproximadamente 85 géneros e mais
de 750 espécies de fungos patogénicos a invertebrados. Porém, a maioria dos
trabalhos menciona principalmente o uso dos fungos B. bassiana e Metarhizium
anisopliae (Metsch.) (Hypocreales: Clavicipitaceae). Como por exemplo, o controle
biolégico da cigarrinha da cana-de-acucar nas décadas de 60 e 70 e de outras pragas
como Diaphorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae), a mosca-negra-do-
citrus Aleurocanthus woglumi (Ashby, 1915) (Hemiptera: Aleyrodidae), o cascudinho
de aviario Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae) e o
psilideo que ataca culturas de goiabeiras Triozoida limbata (Enderlein, 1928)
(Hemiptera: Psyllidae) (ZIMMERMANN, 1986; ALVES e FARIA, 2005; GASSEN,
2006; ALVES et al., 2015; MEDEIROS, 2016; AUSIQUE et al., 2017).

Os fungos entomopatogénicos podem ser dispersos no ambiente através da
acao do vento e da chuva. Além disso, essa dispersdo também pode ocorrer mediante
hospedeiros infectados que se locomovem para locais diferentes do qual se infectou
(MEYLING e EILENBERG, 2007). Além disso, podem causar epizootias naturais e
infectar diferentes estagios de desenvolvimento dos hospedeiros (ALVES, 1998).

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos vem sendo estudada ha mais de um
século, e nos ultimos anos tem aumentado o interesse pelo desenvolvimento
comercial destes organismos em funcao de problemas com produtos quimicos, como
resisténcia a pesticidas, aumento do custo de produgcdo e danos ambientais
(WRAIGHT e BRADLEY, 1996). Devido ao modo de infeccao multifatorial
caracteristico dos fungos, a probabilidade dos insetos terem a selecéo da resisténcia

€ menor ou mais lenta do que no caso dos agrotoxicos (JUNGES, 2010).
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Em ambientes de clima tropical, epizootias naturais de Aschersonia spp., Isaria
spp., Lecanicillium spp., Hirsutella spp., Nomuraea rileyi Farlow (Samson, 1883), M.
anisopliae, Beauveria bassiana, Cordyceps spp., € de muitas espécies de fungos da
ordem Entomophthorales s&o frequentes. E provavel que na América Latina, para
cada praga, haja no minimo um patégeno capaz de exercer o seu controle sustentavel
(ALVES et al., 2008 a; b).

Em relacdo a associacao de fungos em populagdes da ampola, foi registrada a
ocorréncia do fungo Zoophthora radicans (Brefeld) (Entomophthorales:
Entomophthoraceae) na Argentina e Brasil, sendo relatada mortalidade superior a
90% dos individuos coletados (SOSA-GOMEZ et al., 1994; ALVES et al., 2009).

2.4.1 Modo de agédo dos fungos entomopatogénicos

O mecanismo de infec¢cdo dos fungos entomopatogénicos geralmente ocorre
via tegumento iniciando com a ades@o dos conidios a cuticula dos hospedeiros,
germinando entre 12 e 18 horas, dependendo da presenca de nutrientes, oxigénio, pH
e temperatura. A penetracdo na cuticula ocorre pela acdo degradativa de enzimas
aliada a presséao exercida pelo tubo germinativo e apressério (FERRON et al., 1991;
STARNES e JOKLIK, 1983).

A penetracao no corpo do hospedeiro é favorecida pela producao de proteases,
quitinases e lipases, ocorrendo a penetracao direta da cuticula. Apés isso, o fungo se
espalha pela hemocele, produzindo elevadas quantidades de compostos toxicos,
causando paralisia e morte nos insetos (FLEXNER et al., 1986). Com o hospedeiro
morto, o fungo coloniza o corpo totalmente e hifas emergem dos espiraculos e da
cuticula, esporulando na superficie, podendo infectar outros hospedeiros suscetiveis
através da disseminacdo no ambiente pela agua, vento e animais (WHITTEN;
OAKESHOTT, 1991; ALVES, 1998).

2.4.2 O fungo Beauveria bassiana

Dentre os fungos entomopatogénicos que promovem epizootias, B. bassiana é
0 mais comumente encontrado em insetos mortos no ambiente natural, podendo
ocorrer de forma enzootica ou epizodtica em diferentes espécies de insetos praga.

Além disso, este fungo € amplamente estudado como agente de controle biolbgico,
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possuindo ocorréncia generalizada em muitos paises, sendo mais frequente sua
ocorréncia sobre insetos e em amostras de solo (SAMSINAKOVA, 1966; ALVES,
1998; PIRES, 2002).

B. bassiana é um dos fungos entomopatogénicos mais pesquisados pela
capacidade de atuar em uma maior gama de hospedeiros e possuir maior exigéncia
nutricional, podendo ser facilmente cultivados em meio de cultura (LEITE et al., 2003).
Dentre seus hospedeiros incluem-se lepiddpteros, coledpteros, hemipteros, dipteros,
himenodpteros e ortdpteros. Ja havendo sido constatado em mais de 200 espécies de
insetos agrupados em nove ordens. Seus conidios possuem a capacidade de penetrar
em qualquer parte da cuticula do inseto, ou até mesmo através do aparelho
respiratério e digestorio (IGNOFFO, 2009; ALVES, 1998).

O mecanismo de defesa dos insetos é incapaz de detectar os primeiros eventos
gue caracterizam a infeccdo deste patdgeno, resultando em baixa especificidade para
os artropodes (SILVA et al., 2006; JIN et al., 2008). Segundo Faria e Wraight (2007),
as formulacfes a base de B. bassiana compreendiam na época, 33,9% do total de
micoinseticidas desenvolvidos em nivel mundial para o controle de insetos de
diferentes ordens. A associacédo deste fungo a diferentes compostos para obtencao
de formulacdes, aliada "a capacidade de producéo, tornou este patdgeno um dos mais
comercializados no mundo (SILVA et al., 2006; JIN et al., 2008).

Em relacdo a G. spegazziniana, Alves et al. (2013) observaram em laboratorio
a suscetibilidade da ampola-da-erva-mate a alguns isolados do fungo B. bassiana. Em
outro estudo mais recente de selecéo de isolados, observou-se 81% de mortalidade
de ninfas deste inseto ocasionada pelo isolado Unioeste 44 deste fungo
(FORMENTINI et al., 2015).

2.5 Formulagbes do fungo Beauveria bassiana e adjuvantes

Os adjuvantes consistem em produtos que quando adicionados aos
agroquimicos aumentam o desempenho da solugéo, sendo definidos também como
materiais adicionados ao tanque de mistura com o0 objetivo de modificar a acao
guimica e as propriedades fisicas da calda (STICKER, 1992). Além disso, os produtos
adjuvantes tém a capacidade de reduzir a tensao interfacial entre dois liquidos

imisciveis, proporcionando a formagao de uma emulséo de um liquido em outro, como
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por exemplo, 6leo em agua, através da combinacao de grupos polares com apolares
(FLECK, 1993).

Os adjuvantes sdo conhecidos e amplamente utilizados por melhorar a
eficiéncia e desempenho dos agroquimicos, reduzir a evaporacdo, espuma,
volatilizacédo e deriva. Aléem de proporcionar um melhor ganho operacional de uso de
maquinarios. Estes componentes sdo utilizados para potencializar o efeito do
ingrediente ativo e promover a melhora das caracteristicas do produto formulado,
proporcionando entre outas propriedades o aumento das fungdes foto protetora, fago
estimulante e antievaporante (GREEN e BEESTMAN, 2007).

Os adjuvantes formulados a partir de Oleos vegetais ou minerais sao
classificados como ativadores, sendo produtos que tem como principal objetivo
melhorar diretamente a atividade do agroquimico, principalmente aumentando a taxa
de absorcao resultando em maior eficiéncia (PENNER, 2000; OLIVEIRA, 2006).

A adicdo de adjuvantes em caldas de pulverizacdo contribui para a formacéo
de filmes liquidos sobre as superficies foliares, devido ao processo de coalescéncia
das gotas. Além disso, uma menor tensdo superficial permite também a transposicao
de obstaculos, como pelos foliares, aumentando a quantidade de principio ativo que
atinge as areas de absorcdo (CUNHA et al., 2010).

Os micoinseticidas provem do uso de um agente fungico como bioinseticida e
um produto inerte, como por exemplo, pés, talcos, 6leos, entre outros. A formulacao
correta resulta em um controle mais eficiente do inseto alvo, além de facilitar a
homogeneidade da distribuicdo de microrganismo, fornecendo maior protecéo contra
os efeitos da radiacdo solar e outras intempéries ambientais (BATISTA FILHO et al.,
1998).

Alguns produtos quando associados aos entomopatdgenos podem melhorar as
suas caracteristicas e, assim, garantir um aumento na estabilidade, eficiéncia e
viruléncia do fungo. Sabe-se que alguns produtos podem influenciar de maneira
positiva a germinacdo do fungo, aumentando sua agressividade infecciosa,
promovendo também o aumento na producdo de conidios, 0 que favorece sua

utilizacdo conjunta com o fungo para o manejo de pragas (RHODES, 1993).
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2.6 Autoinoculacéo/autodisseminacédo de fungos entomopatogénicos

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos para o controle de populacdes de
insetos pragas através da autoinoculagdo/autodisseminacdo € também conhecida
como estratégia atrai-e-infecta. Para este mecanismo, os insetos sédo atraidos para
armadilhas contendo o patdgeno com o objetivo de induzir epizootias, técnica eficiente
e utilizada para diferentes espécies, em que o proprio inseto realiza o transporte de
propagulos infectivos apds o contato com patégeno (JACKSON et al., 1992; PELL et
al., 1993; LACEY et al., 1994).

Esta técnica se fundamenta na dependéncia da sobrevivéncia do inseto para a
disseminacgéo do patdgeno visando atingira maior quantidade de individuos no campo
(VAIL et al., 1993). Para Ignoff (1978) e Furlong et al. (1995), o uso desta técnica é
definido como sendo o0 uso de insetos para a introducdo e expansdo de
entomopatégenos nos ecossistemas, sendo imprescindivel conhecer o
comportamento do inseto para o0 emprego eficaz desta técnica como tatica de controle.

Como exemplos, Yasuda (1999) utilizou armadilhas contendo feromonio e
atrativo alimentar para atrair o gorgulho-da-batata-doce, Cylas formicarius (Fabricius,
1798) (Coleoptera: Brentidae), em sistemas de autoinoculacdo do fungo B. bassiana.
Também, diferentes estudos foram conduzidos utilizando fibra de tecido inoculados
com fungos entomopatogénicos e colocados em troncos de arvores para o controle
de diferentes espécies de insetos praga (HIGUCHI et al., 1997; DUBOIS et al., 2004;
LIU e BAUER, 2008; SHAPIRO-ILAN et al., 2009).

O uso de armadilhas de autoinoculagcdo para o controle de Liriomyza
huidobrensis (Blanchard, 1926) (Diptera: Agromyzidae) utilizando conidios puros de
B. bassiana espalhados sobre um tecido colocado na regido central de uma armadilha
foram estudados por Migiro et al. (2010), resultando em até 100% de mortalidade para
os insetos atraidos pela cor amarela.

Moran et al. (2011) estudaram a autoinoculacgéo e disseminac¢édo do fungo Isaria
fumorosea (Wize) (Hypocreales: Cordycipitaceae) para o controle de D. citri
(Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae), utilizando cartdes amarelos revestidos com
blastosporos do fungo, verificando que o uso de volateis citricos como atrativos
aumentou em 35% a eficiéncia do controle da populacéo do inseto.

Posteriormente, Patt et al. (2015) desenvolveram um dispositivo

autodisseminador utilizando a cor amarela como atrativo e conidios do fungo |I.
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fumosorosea para contaminacao de adultos de D. citri. Foi verificado que, mesmo com
a reducao da viabilidade do fungo, a concentracao de conidios que aderiu ao corpo
do inseto foi suficiente para causar altos indices de mortalidade de adultos, resultando
em transmisséo horizontal e secundaria do patdgeno para ninfas.

Mais recentemente, Chow et al. (2018) avaliaram a eficiéncia da
autodisseminacéo de I. fumosorosea em condicbes de campo para o controle de D.
citri em diferentes periodos do ano. Os resultados indicaram que o controle das
populacbes do inseto foi igualmente eficaz nos diferentes periodos de avaliacéo,
reduzindo a reproducao em 90% e a intensidade média de ataque de adultos em 76%.

Para a ampola-da-erva-mate, ndo existem registros do emprego de armadilhas
de autoinoculagcdo para seu controle, constituindo assim uma possibilidade do
emprego do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana para 0 manejo deste inseto.
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3. ATIVIDADE DE DIFERENTES PREPARACOES DE Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill (Hypocreales: Cordycipitaceae) CONTRA ADULTOS DE Gyropsylla
spegazziniana (Lizer & Trelles, 1919) (Hemiptera: Aphalaridae) EM SUSPENSAO
LIQUIDA

Resumo

Gyropsylla spegazziniana, também conhecida como ampola-da-erva-mate é
considerada uma das principais pragas da erva-mate (llex paraguariensis),
comprometendo o desenvolvimento e producéo desta cultura. A principal forma de
controle deste inseto se limita ao emprego de mao-de-obra manual devido a auséncia
de produtos registrados para uso nos ervais. Estudos anteriores mostraram 0
potencial do fungo Beauveria bassiana isolado Unioeste 44 para o controle deste
inseto, porém quando utilizado em altas concentracdes de conidios. A incorporacao
de adjuvantes na calda de aplicacédo pode trazer beneficios e assim, objetivou-se com
este trabalho avaliar em laboratério o efeito de dois desses produtos adicionados a
suspensao de conidios de B. bassiana na mortalidade de G. spegazziniana em
pulverizacdo direta ou contato residual. A pulverizacdo direta de suspensédo de
conidios do fungo com o adjuvante Tween 80® resultou em menor mortalidade dos
insetos do que suspensdes com os demais produtos testados em laboratorio. A
eficiéncia do fungo variou de acordo com o método de aplicacdo e adjuvantes. As
pulverizacdes diretas sobre os insetos resultaram nas maiores mortalidades, variando
de 12-57% para a aplicacéo isolada dos adjuvantes Assist® e Aureo® e 47-74% para
a aplicacéo associada ao fungo. O contato residual resultou nos menores valores de
mortalidade, sendo 4-31% para a aplicacdo isolada dos produtos e 8-48% para a
aplicacado conjunta com o fungo. A aplicacdo isolada dos adjuvantes apresentou
atividade inseticida e a aplicacdo dos produtos Assist® e Aureo® em associacdo com
o fungo resultaram em melhor desempenho quando comparado a aplicacdo do
adjuvante Tween 80®, indicando um provavel efeito aditivo dos adjuvantes no
desempenho do fungo.

Palavras-chave: Adjuvantes. Fungos entomopatogénicos. Ampola-da-erva-mate.

Abstract

Gyropsylla spegazziniana, also known as Paraguay tea ampul is considered one of
the main pests of mate (llex paraguariensis), compromising the development and
production of this crop. The main form of control of this insect is limited to the use of
manual labor due to the absence of products registered for use in herbs. Previous
studies have shown the potential of the fungus Beauveria bassiana isolated Unioeste
44 to control this insect, but when used in high concentrations of conidia. The
incorporation of adjuvants in the spray application can bring benefits and thus, this
work aimed to evaluate in laboratory the effect of two of these products added to the
B. bassiana conidia suspension on the mortality of G. spegazziniana in direct spray or
residual contact. Direct spraying of fungal conidia suspension with Tween 80®
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adjuvant resulted in lower insect mortality than suspensions with other laboratory
tested products. Fungus efficiency varied according to application method and
adjuvants. Direct spraying on insects resulted in the highest mortality rates, ranging
from 12-57% for Assist® and Aureo® adjuvants alone and 47-74% for fungal-associated
application. Residual contact resulted in the lowest mortality values, being 4-31% for
application alone and 8-48% for joint application with the fungus. The application of the
adjuvants alone showed insecticidal activity and the application of Assist® and Aureo®
products in association with the fungus resulted in better performance compared to the
application of the Tween 80® adjuvant, indicating a probable additive effect of the
adjuvants on the fungus performance.

Keywords: Adjuvants. Entomopathogenic fungi. Paraguay tea ampul.

3.1 Introducéao

Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles, 1919) (Hemiptera: Aphalaridae),
popularmente conhecida como ampola-da-erva-mate, durante sua fase imatura se
desenvolve no interior de “galhas” ou “ampolas” formadas nas brotagdes de plantas
de erva-mate, llex paraguariensis (St Hil, 1822) (Magnoliophyta: Aquifoliaceae), como
resultado da alimentac&o. Esse aspecto da espécie resulta em prejuizos econémicos
devido a reducédo de produtividade e qualidade do produto final (IEDE e MACHADO,
1989; PENTEADO, 1995; CHIARADIA et al., 2000).

Atualmente, a busca por métodos de controle desta praga tem se intensificado,
principalmente por ser um produto consumido praticamente “in natura’.
Recentemente, comprovou-se a atividade do fungo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill
(Hypocreales: Cordycipitaceae) isolado Unioeste 44, considerado promissor para o
controle da praga, causando mortalidade superior a 80% de ninfas em bioensaios de
laboratorio (ALVES et al., 2013; FORMENTINI et al., 2015). Contudo, em estudos
preliminares com adultos foi observada a necessidade de utilizagdo de concentracdes
acima de 1 x 10° conidios/mL para se alcancar mortalidade acima de 50%.

Geralmente, o uso de fungos entomopatogénicos ocorre via pulverizacao
aquosa, sendo dificultada em funcdo da natureza hidrofébica da superficie conidial
(BOUCIAS et al., 1988). Desta forma, existe a necessidade de adicionar diferentes
produtos a calda de pulverizacdo, a fim de aumentar a deposi¢édo, espalhamento,
molhamento, adeséo e retencdo sobre o inseto-praga (COSTA et al., 2003). Os 06leos
emulsionaveis sdo considerados bons adjuvantes na calda de pulverizacéo,
melhorando a distribuicdo e mistura dos conidios na agua, além de possibilitar o
aumento da infectividade do fungo (ALVES et al., 1998; ALVES et al., 2000).
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Diferentes trabalhos ja& comprovaram a efetividade do uso de fungos
entomopatogénicos associados a 6leos com funcao adjuvante em formulagcdes contra
diferentes pragas (ALVES et al., 2002; CONSOLO et al., 2003; LUZ et al., 2004,
NANKINGA et al., 2010).

Com base nas informacdes apresentadas e buscando-se estratégias eficientes
para 0 manejo da ampola-da-erva-mate, o presente estudo teve por objetivo avaliar
em condi¢cBes de laboratério o efeito de duas formulagdes a base de 6leo vegetal e
mineral sobre B. bassiana e sua atividade contra G. spegazziniana, por diferentes

meétodos de aplicacao.

3.2 Material e métodos

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Agricola da
Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus de Cascavel sob
condi¢bes controladas (26 + 1°C; 12 h de fotofase e U.R. 60 = 10%).

3.2.1 Insetos

Os insetos adultos utilizados nos bioensaios foram obtidos a partir de ramos de
plantas adultas de erva-mate infestadas em um erval comercial em Cascavel, PR
(24°58'02"S; 53°24’22"W; 746 m de altitude). No laborato6rio, as ampolas presentes
nos ramos foram parcialmente abertas e armazenadas em recipientes plasticos com
tampa telada, contendo papel toalha em seu interior para absorver o excesso de
umidade, sendo agrupadas conforme o instar de desenvolvimento das ninfas contidas
em seu interior. Foram utilizadas ampolas contendo ninfas de 4° e 5° instares, apenas.
Posteriormente, os recipientes foram mantidos em sala climatizada (26 = 1°C; 12 h de
fotofase e U.R. 60 + 10%) até a emergéncia dos adultos (Figura 2).

Nos bioensaios foram utilizados insetos adultos com pelo menos 24 horas de

vida pos-emergéncia nessa fase.
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Figura 2. Erval onde foram realizadas as coletas (A), ramo contendo ampolas nas
brotacdes (B), ampola selecionada durante a triagem do material (C), recipiente
plastico utilizado para acomodar as ampolas selecionadas (D) e detalhe da quantidade
de material acomodado no recipiente até a emergéncia dos adultos (E) (Fonte: arquivo
pessoal).

3.2.2 Mudas

Para os bioensaios, mudas de erva-mate foram obtidas de um produtor
comercial e cultivadas em recipientes plasticos com 700 mL capacidade, com
composto organico Humiterra® (25 Kg), composta por himus de minhoca com terra,
carvao vegetal e casca de pinus moida. As mudas foram mantidas em um ambiente
protegido com tela de polipropileno 50% e a cada dois dias eram irrigadas com 30 mL
de agua. Foram selecionadas plantas com tamanho homogéneo (aproximadamente
20 cm). As mudas utilizadas durante o desenvolvimento dos bioensaios em laboratério
receberam 20 mL de 4gua destilada a cada dois dias para a sua manutencgéo (Figura
3).
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Figura 3. Mudas compradas em viveiro comercial (A), recipientes plasticos (B) e
substrato (C) utilizados para o plantio (D). Ambiente protegido para acomodacéo das
plantas (E) e mudas padronizadas para os bioensaios (F) (Fonte: arquivo pessoal).

3.2.3 Producéao do fungo

O isolado de Beauveria bassiana Unioeste 44, previamente selecionado como
virulento para G. spegazziniana, foi identificado pelo sequenciamento da regido rDNA-
ITS (FORMENTINI et al., 2015).

O fungo foi cultivado em meio para producdo de conidios (KH2PO4 0,36 g,
NA2HPO4 7H20 1,05 g, MgS0O4 7H20 0,60 g, KCL 1,00 g, glucose 10,0 g, NaNOs 1,58
g, extrato de levedura 5,00 g, agar 20,0 g, 4gua destilada 1000,0 ml) e incubado em
condic¢des controladas (26 °C + 0,5 °C; 12 h fotofase) durante 7 a 10 dias.

Os conidios foram coletados raspando-se a superficie do meio de cultura com
uma espatula, submetidos ao processo de secagem em dessecador com silica gel,
por sete dias durante a pré-secagem e posteriormente fez-se a separacdo dos
conidios com o auxilio de uma peneira granulométrica com malha 200 mesh. Os

conidios foram novamente expostos ao dessecante por mais trés dias a 20 °C em
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recipientes herméticos. Em seguida, material foi analisado (viabilidade minima de 90%
e 1,1 x 10! conidios/g) e armazenado em - 20 °C até o momento de sua utilizagédo
(Figura 4).

Figura 4. Camara B.O.D. para armazenamento e crescimento do fungo (A), placa de
Petri contendo o isolado Unioeste 44 apGs o crescimento (B), pré-secagem (7 dias)
em dessecador de silica gel (C), peneira granulométrica utilizada para a separacao
dos conidios (D) e secagem do fungo (3 dias) (E) (Fonte: arquivo pessoal).

3.2.4 Determinacdo da Concentracdo e da viabilidade dos conidios

Para determinar a concentracao do fungo, 0,5 g de conidios foram transferidos
para um tubo de vidro estéril, adicionado 10 mL de agua destilada com espalhante
adesivo Tween 80® a 0,01% e vedado com Parafiim®. Os conidios foram separados
por agitacdo mecanica em vortex por dois minutos. A concentracdo de conidios/mL foi
determinada em camara de Neubauer, sendo ajustada em 1 x 10° conidios/mL.

Para determinar a viabilidade dos conidios, 250 uL de uma suspensdo na
concentracéo 1 x 107 conidios/mL foi plaqueada em placas do tipo RODAC® contendo
3 mL de meio Batata Dextrose Agar (BDA) + 5 mg/L de antibiotico (Agrosil 5 Mega®)
(OLIVEIRA et al., 2015). As placas foram incubadas em 26 °C + 0,5 °C; 12 h fotofase
por 20 horas e a viabilidade foi avaliada em microscépio 6ptico (400x) pela
porcentagem de conidios germinados e ndo germinados nos quatro quadrantes

centrais, sendo preparadas quatro repeti¢cdes (Figura 5).
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Figura 5. Material utilizado para a diluicdo do fungo (A) e determinacdo da
concentracdo (B) através da diluicdo seriada do fungo B. bassiana isolado Unioeste
44. Avaliacdo da viabilidade através da contagem de conidios germinados e nao
germinados (D) (Fonte: arquivo pessoal).

3.2.5 Tratamentos

Foram realizados dois bioensaios para determinar o efeito dos diferentes
adjuvantes (Tabela 1) sobre o fungo contra G. spegazziniana utilizando duas
estratégias de aplicacdo: pulverizacdo direta sobre os insetos e o efeito do contato
residual.

Os produtos foram diluidos de forma a se obter quatro concentracfes
diferentes, considerando-se um tratamento cada, sendo testados em associa¢do ou
ndo com B. bassiana Unioeste 44 utilizado na concentragdo de 1 x 10° conidios/mL
(Tabela 2). Além dos tratamentos com adjuvantes, foi utilizada agua destilada como
controle negativo e o tratamento com o adjuvante Tween 80® como padrdo de
comparacao, uma vez que é comumente utilizado em bioensaios com suspensdes de

fungos entomopatogénicos.
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Tabela 1. Adjuvantes utilizados nos ensaios de compatibilidade com o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana para o controle de Gyropsylla spegazziniana.

. Classificaca ~
Ingrediente _ = Concentragcao Dose
Produto . Grupo quimico o] Formulacao
ativo A I.A. (%)
Agrondmica
. . Acaricida,
Assist® Oleo H|droqa}rponetos adjuvante e Concgntrgdo 756 g/L 1
mineral alifaticos ) - emulsionavel
inseticida
Aureo® Oleo EsEer metilico de Espalhante Concgntrgdo 720g/L 0.25
vegetal Oleo de soja adesivo emulsionavel

Esteres de sorbitan  Surfactante

Tween 80® Polissobato . RN
etoxilados ndo ibnico

- 0,01

I.A. Concentracdo de ingrediente ativo.

Os produtos foram diluidos de forma a se obter quatro concentracfes

diferentes, considerando-se um tratamento cada, sendo testados em associa¢éo ou

ndo com B. bassiana Unioeste 44 utilizado na concentracdo de 1 x 10° conidios/mL

(Tabela 2). Além dos tratamentos com adjuvantes, foi utilizada agua destilada como

controle negativo e o tratamento com o adjuvante Tween 80® como padrdo de

comparacao, uma vez que € comumente utilizado em bioensaios com suspensfes de

fungos entomopatogénicos.

Tabela 2. Concentracdes dos adjuvantes utilizadas para os bioensaios de contato
direto e residual em associacdo ou ndo a suspenséo do fungo Beauveria bassiana.

Tratamentos Assist® Aureo®
0
(% da dosg_ recomendada (10 mL/L) (2,5 mLL)
utilizada)
100%
10 mL/L 2,5 mL/L
75%
7,5 mL/L 1,8 mL/L
50%
5,0 mL/L 1,2 mL/L
25%
2,5 mL/L 0,6 mL/L
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3.2.6 Atividade inseticida sobre Gyropsylla spegazziniana

Para a estratégia de pulverizacao direta utilizou-se a metodologia desenvolvida
por Loeblein et al. (2019), preparando-se grupos de 20 adultos com 24 h de
emergéncia, mantidos em recipientes plasticos (5 cm altura x 6 cm diametro), com
tampa e fundo perfurados, sendo preparados cinco grupos, cada um considerado uma
repeticdo, totalizando 100 adultos para cada tratamento. Os insetos foram
pulverizados diretamente nos recipientes, recebendo 0,2 mL da solugdo dos
tratamentos com um micropulverizador acoplado a um compressor de ar com pressao
média de saida de 0,5 kgf/cm’, inserido na abertura da tampa do recipiente.

Apés a pulverizagdo, cada grupo de insetos foi transferido para uma gaiola de
cloreto de polivinila (PVC) incolor com uma abertura na lateral e na parte superior
cobertas por tecido “voil” contendo muda de erva-mate previamente acondicionada.
Para avaliar o efeito de contato residual, mudas de erva-mate foram pulverizadas com
1 mL de cada tratamento com um micropulverizador acoplado a um compressor de ar
(pressdo média de saida de 0,5 kgf/cm?®).

Apos secagem, as mudas foram individualizadas em gaiolas de PVC incolor,
identificadas e receberam 20 adultos da ampola. Para cada tratamento foram
preparadas cinco repeticdes com 20 insetos cada (n=100). Em ambas as estratégias
as gaiolas foram mantidas em sala climatizada (26 + 1°C; 12 h de fotofase e U.R. 60
+ 10%) (Figura 6). Os bioensaios foram avaliados por 10 dias, retirando os insetos
mortos, sendo assim considerados aqueles que ndo responderam ao toque de um
pincel fino. Os insetos provenientes dos tratamentos com fungo foram individualizados
e identificados.

Ap0s desinfecgéo por imersédo em etanol 70%, hipoclorito de so6dio 13% e agua
destilada, foram acondicionados em uma placa de Petri de plastico (6 cm de diametro)
com um pedaco de 20 mmz2 de papel filtro estéril. As placas foram incubadas em um
recipiente contendo espuma umedecida com agua destilada, fechada e mantida por
sete dias em 26 + 1 °C; 12 h fotofase; 60% U.R. A confirmag¢do da mortalidade pelo

fungo foi feita pela presenca de conidios na superficie dos cadaveres
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Figura 6. Recipientes plasticos (A) utilizados para a acomodar os insetos (B).
Tratamentos (C) e aerografo (D) utilizados para a pulverizagdo dos insetos (E) no
bioensaio de contato direto e mudas no bioensaio de contato residual (F). Gaiolas
contendo os tratamentos acomodadas em sala climatizada (G) (Fonte: arquivo
pessoal).

3.2.6 Efeito de adjuvantes sobre Beauveria bassiana Unioeste 44 — crescimento

e conidiogénese

Foram avaliados os parametros biologicos relativos a germinacéo dos conidios,
crescimento vegetativo e producdo de conidios para identificar provaveis efeitos
téxicos “in vitro” dos adjuvantes em teste, conforme estudos desenvolvidos por
Alves et al. (1998), Silva e Neves (2005) e Oliveira et al. (2015). Além dos adjuvantes,
foi preparado um grupo de com inoculacdo da suspensao do fungo em meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar) da pulverizacdo de solucio de agua destilada e Tween
80® 0,01%, como padrdo para comparacéo. Para cada tratamento foram preparadas
cinco placas, cada uma considerada uma repeticéo.
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A classificacao da toxicidade dos produtos foi obtida a partir do indice biolégico
(IB), para a classificacao da toxicidade dos agroquimicos a fungos entomopatogénicos

(ALVES et al., 2007), sendo téxico (0 — 41); moderadamente téxico (42 — 66); e

47 (CV) + 43 (ESP) + 10 (GER)
100

compativel (>66), segundo a férmula: IB = , em que: CV é

a percentagem do crescimento vegetativo da coldnia apos sete dias, em comparagao
a testemunha; ESP é a percentagem da esporulacdo das col6nias apds sete dias, em
comparacao a testemunha; GER é a percentagem de germinacdo dos conidios ap0s
24 horas.

3.2.6.1 Germinacao

Placas rodac contendo meio de cultura BDA + 5 mg/L de antibi6tico (Agrosil 5
Mega®) foram inoculadas com 300 pL da suspenséo do fungo (1,0 x 10" conidios/mL),
aplicados com um pipetador automatico no centro da placa. Apos leve agitacdo para
distribuir a suspenséo na superficie do meio, foi feita a pulverizacdo de 250 pL dos
produtos nas diferentes concentracbes com um pulverizador acoplado a um
compressor de ar, sob pressdo constante de 12 Kgf/cmz.

As placas foram incubadas por 24 horas em 26 + 0,5 °C; 12 h fotofase e apds
este periodo foi feita a contagem do nimero de conidios germinados e ndo-geminados
sob microscopio 6ptico (aumento de 400 x), focando-se diretamente quatro campos
no centro de cada placa, totalizando-se quatro contagens com aproximadamente 200
conidios em média/quadrante. Foram considerados germinados (viaveis) os conidios
gue apresentavam o tubo germinativo com o comprimento igual ou maior do que o
diametro.

Na analise dos resultados de germinacdo, adotaram-se os valores de
germinacao alta = 80-100%, germinacdo médio-alta = 60- 79%, germinacdo média =
50-59%, germinacao médio-baixa = 30-49% e germinacao baixa 0-29% (ZAPPELINI
et al., 2005).

3.2.6.2 Crescimento Vegetativo

O fungo foi inoculado com uma alga de platina em trés pontos equidistantes

entre si, na superficie do meio de cultura BDA vertido em placas de Petri. A
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pulverizacdo da solucdo dos produtos foi realizada ap0s 48 horas para evitar a
remocao dos conidios. As placas foram incubadas a 26°C e 12 h de fotofase, durante
sete dias. Apoés este periodo foi realizada a medida em dois sentidos perpendiculares
utilizando uma régua, em pelo menos duas coldnias mais uniformes de cada placa,

tendo-se assim o didametro médio de colonias (Figura 7).

3.2.6.3 Producédo de Conidios

ApoOs a avaliacdo do crescimento vegetativo, duas colonias de cada uma das
placas foram recortadas e transferidas individualmente para tubos de vidro estéril,
onde foram adicionados 10 mL de agua destilada com Tween 80® a 0,01% para
agitacdo com o auxilio de um pincel para o desprendimento dos conidios. Em seguida,

foram realizadas diluicbes e procedeu-se a contagem dos conidios em camara de

Neubauer. Foi realizada uma média da contagem das duas colbnias recortadas
(Figura 7).

Figura 7. Placa inoculada com o isolado Unioeste 44 em trés pontos equidistantes (A)
e pulverizacado dos tratamentos utilizando um aerégrafo (B). Colénias do fungo apés
sete dias de incubacao (C) e recorte apos a estimativa do didmetro (D) para avaliacdo
da producédo de conidios (E) (Fonte: arquivo pessoal).

3.2.8 Andlise Estatistica

Para os bioensaios de avaliagdo do efeito dos adjuvantes na suspensao do
fungo foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado, sendo a
normalidade e homogeneidade aferidas em todos os resultados.

Os dados de mortalidade total dos insetos foram comparados por ANOVA
Fatorial tripla e para a esporulacdo nos cadaveres foi analisada através de ANOVA

fatorial dupla, seguidos do teste de Fisher LSD como acompanhamento post hoc
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(P<0,05). Em ambas as mortalidades as médias dos tratamentos obtidas pela
avaliacao do contato direto e residual foram comparadas através do Teste t de Student
(P<0,05).

As médias dos parametros avaliados para compatibilidade foram comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o
Software Statistica® 7.0 (STATSOFT, 2004).

3.3 Resultados

3.3.1 Efeito de adjuvantes sobre Gyropsylla spegazziniana

Para a aplicagédo isolada dos adjuvantes via contato direto, os valores de
mortalidade total obtidos com Assist® variaram de 5 a 57%, com pouca diferenca entre
as concentracbes de 25, 50 e 75%. Contudo, no produto na concentracéo
recomendada, a mortalidade foi significativamente maior, alcangando 57%. O mesmo
foi observado para Aureo®, com valores inferiores de mortalidade. Por outro lado,
Tween 80® 0,01%, usado como padrdo de comparacdo, apresentou atividade muito
baixa (12%), ndo diferindo da testemunha (Tabela 3).

Na avaliacdo do efeito residual, ainda que a mortalidade causada pelo produto
Assist® tenha sido significativamente menor que a observada anteriormente (maximo
de 31% na maior concentragcdo), este adjuvante foi estatisticamente superior ao
Aureo®, em todas as concentracbes testadas. Além disso, o produto Aureo® ndo
apresentou atividade residual significativa, assim como Tween 80® 0,01% (Tabela 3).
Contudo, é valido ressaltar que a concentracdo recomendada de Assist® corresponde
a 1% e a de Aureo® 0,25%, apenas.

No entanto, a associac¢ao dos adjuvantes com o fungo, com poucas excecoes,
resultou em mortalidade significativamente superior em relacdo aos adjuvantes
isoladamente, tanto no contato direto, como no residual. Assim, apesar da variagao
em funcdo do adjuvante e da respectiva concentracdo utilizada, a presenca destes
produtos ndo afetou a atividade do fungo, confirmada pelo fato de que nas maiores
concentracgdes testadas a mortalidade manteve-se superior a suspensao de conidios
com agua destilada + Tween 80® 0,01% (padrdo de comparacédo) nas concentracées

recomendadas.
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Tabela 3. Mortalidade total de adultos de Gyropsylla spegazziniana submetidos aos tratamentos de suspenséao de conidios do fungo
Beauveria bassiana Unioeste 44 associado a adjuvantes e adjuvantes aplicados isoladamente, por meio de contato direto e residual,
em diferentes concentracdes.

Tre;tozrréznto Adjuvant,es
corcemiagio N psst AU o AESUNE o T e n
CONTATO DIRETO
100 100 57+7,24aB* 657,07 aAB* 43 +10,72aC* 74 *6,58 aA* 12 +1,58 abD* 47 +6,32 aBC*
75 100 18+£5,98bBC 45+12,74bA 11+3,76 bcC 24 +3,76 bB 12 +1,58 aC* 47 +6,32 aA*
50 100 5+1,29cC 47 + 8,80 bA 16 £ 3,76 bB 18 + 6,32 bB 12 £1,58 aBC* 47 + 6,32 aA*
25 100 23+6,64bB 415,16 bA 19+ 6,58 bBC* 27 +7,79 bB 12+1,58 aC* 47 +6,32 aA*
Testemunha 100 4+241cA 4+241cA 4+241cA 4+241cA 4+241aA 4 +241bA
CONTATO RESIDUAL
100 100 31+5,16aB 48+4,83aA 6+241aD 16 £ 4,74 aC 4+1,29abD 8+1,29aDb
75 100 24 +£555bB 49+3,76 aA 8+3,29aD 15+456abC 4zx1,29aD 8+1,29aDb
50 100 22 +4,37bB* 37 +258bA 8+2,58 aC 17 £ 3,29 aB 4+1,29aC 8+1,29aC
25 100 14+3,16cB 36 + 6,89 bA 52,04 aC 14+241abB 4+1,29aC 8+1,29aC
Testemunha 100 5+2,04dA 5+2,04cA 5+2,04 aA 5+ 2,04 bA 5+2,04 aA 5+2,04aA

IMédias (xEPM) seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Fisher LSD (p<0,05).
*Diferenca significativa para um mesmo tratamento, na respectiva concentacao, entre estratégias de contato, comparados pelo teste t de Student (p<0,05).
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Através da comparacdo do método de exposicdo verificou-se que na
pulverizacao direta os adjuvantes associados ao fungo causaram mortalidade de 65
% (Assist®) e 74 % (Aureo®), quando ambos foram aplicados na maior concentragio
avaliada.

Na maioria dos tratamentos em que o fungo B. bassiana foi associado aos
adjuvantes observou-se esporulacdo do fungo nos cadaveres, com variacdo em
fungéo do produto e concentracao utilizada (variando entre 6 e 29 % de confirmagao),
com excessdo de Tween 80® + Uni 44, ndo apresentou confirmagédo da morte pelo

fungo no bioensaio de contato residual (Tabela 4).

Tabela 4. Mortalidade confirmada de adultos de Gyropsylla spegazziniana submetidos
aos tratamentos de suspensao de conidios do fungo Beauveria bassiana Unioeste 44
associado a adjuvantes, por meio de contato direto e residual, em diferentes
concentracoes.

Tratamento Adjuvantes
(% da concentracéo Assist® + Aureo® + Tween 80° +
recomendada) N Uni 44 Uni 44 Uni 44
CONTATO DIRETO
100 100 19 +6,25 bA 21 + 5,55 aA* 24 + 6,89 aA*
75 100 13+6,32bB 13 +£5,62 abB 24 + 6,89 aA*
50 100 29 +6,89 aA 6 +2,41bB 24 + 6,89 aA*
25 100 26 6,89 abA 17 + 4,37 aB 24 + 6,89 aAB*
Testemunha 100 0+0,00cA 0 £ 0,00 bA 0 £+ 0,00 bA
Tratamento Adjuvantes
(% da concentracéo Assist® + Aureo® + Tween 80° +
recomendada) N Uni 44 Uni 44 Uni 44
CONTATO RESIDUAL
100 100 21+85labA 61,29 abB 0+0,00 aB
75 100 29+9,44aA  9+376aB 0+0,00 aC
50 100 17 +4,37 bA 11 + 3,76 aA 0+0,00 aB
25 100 21 +8,99 abA 7+ 2,58 abB 0+0,00 aB
Testemunha 100 0+0,00cA 0 £ 0,00 bA 0£0,00aA

IMédias (xEPM) seguidas de mesma letra minUscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Fisher LSD (p<0,05). *Diferenca significativa para um mesmo
tratamento, na respectiva concentagcdo, entre estratégias de contato, comparados pelo teste t de
Student (p<0,05).
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Na comparacdo do tipo de contato, houve diferenca significativa na maior
concentracdo do adjuvante Aureo® + fungo (mortalidade confirmada de 21 % no
contato direto em relacdo ao mesmo tratamento no contato residual) e para o
tratamento Tween 80® + Uni 44 (Tabela 4).

3.3.2 Efeito de adjuvantes sobre Beauveria bassiana isolado Unioeste 44 —

crescimento vegetativo e conidiogénese

Com excecao da conidiogénese, os demais parametros biolégicos de B.
bassiana Unioeste 44 foram alterados pelos adjuvantes avaliados. Na viabilidade,
houve diferenca significativa nesse parametro em relagdo a testemunha, contudo, o0s
valores sempre foram elevados (acima de 90%) (Tabela 5). O mesmo foi verificado
para o crescimento vegetativo onde o produto Assist® apresentou o menor diametro
da colbnia. Assim, todos os produtos testados foram classificados como compativeis

com B. bassiana Unioeste 44.

Tabela 5. Efeito de adjuvantes sobre crescimento, esporulacdo, viabilidade e
compatibilidade com Beauveria bassiana Unioeste 44 e respectivo indice biolégico.

Crescimgnto Conidiogénese Viabilidade jndicg o
Tratamentos Vegetativo (x109) (%) Bioldgico Classificacédo
(cm?) (%)
Testemunha 1,98 + 0,05 a 1,35+7,28a 96,0+ 1,03 a - -
Assist® 1,88+ 0,04 b 1,12+ 6,96 a 90,8+1,75¢ 89,58 Compativel
Aureo® 190+0,04ab 117+1701a 94,7+138b 91,89 Compativel

1Calculado segundo a formula 1B=[47(CV)+43(ESP)+10(GER)]/100, em que: CV é a percentagem de
crescimento vegetativo da colbnia, apds sete dias, em comparacdo a testemunha; ESP é a
percentagem da esporulacdo das coldnias, apds sete dias, em comparacao a testemunha; e GER é a
percentagem de germinacéo dos conidios, apds 24 horas. Médias (+tEPM) seguidas pela mesma letra
na coluna nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.4 Discussao

Em relagédo a presenca de adjuvantes, a mortalidade de até 57% obtida na
aplicacdo isolada de Assist® e 43% para Aureo® demonstra que estes produtos
apresentaram atividade inseticida, provavelmente em funcéo da presenca de 6leo na

composicgdo. Isto porque, uma emulséo oleosa causa aderéncia das asas e outras
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estruturas dos insetos levando a morte. Também, substancias oleosas sdo passiveis
de causar mortalidade aos insetos por sufocacdo ou anoxia devido ao entupimento
dos espiraculos, podendo atuar também como fumigantes, disrup¢cdo nervosa e
narcose, corrosao, ruptura celular e dessecacdo (TAVERNER, 2002; LEONG et al.,
2012).

Os maiores indices de mortalidade por fungo no contato direto quando
comparado ao contato residual podem ser atribuidos & maior quantidade de in6culo
exposto aos insetos, pois conforme mostrado por Ausique et al. (2017), avaliando a
mortalidade de D. citri por B. bassiana com adjuvantes em contato residual, observou-
se menor adesao de conidios nos insetos em relacéo ao contato direto (pulverizacéo
ou imersao).

De forma complementar, Conceschi (2017) verificou, por meio de microscopio
eletrbnico de varredura, alteracdes na cuticula de adultos de D. citri em forma de
manchas, localizadas na regido dorsal e ventral apds terem sido pulverizados com o0s
adjuvantes KBRAd]® e Silwet L-77®; fato ndo observado nos insetos tratados com o
adjuvante Tween 80®. Estas alteragbes podem decorrer da remocédo de
hidrocarbonetos ou lipidios que se encontram depositados no corpo do inseto, os
guais conferem aos insetos maior resisténcia a penetracdo de patégenos e perda de
agua (BUTELER e STADLER, 2011).

Ainda que na maioria das concentragdes avaliadas nao tenha sido observada
diferenca significativa na mortalidade em funcédo do método de aplicacéo utilizado, a
mortalidade obtida no contato direto foi significativamente superior para ambos
adjuvantes na maior concentracdo, isoladamente ou em associa¢cdo com o fungo. A
baixa mortalidade obtida nos tratamentos com Tween 80® ressalta a inocuidade do
mesmo para 0s insetos, justificando assim a sua escolha como padrdo de
comparagao.

O acréscimo na mortalidade observada nos tratamentos em que houve
associacao do adjuvante com o fungo pode indicar um efeito aditivo dos produtos ao
desempenho do fungo B. bassiana para o controle de G. spegazziniana. O uso de
adjuvantes associados a suspensfes de B. bassiana pode ser considerada uma
estratégia interessante para incrementar a infeccdo de G. spegazziniana pelo
patogeno. Visto que podem permitir melhor disperséao e solubilizacéo do ingrediente
ativo, aumentam a deposicéo, espalhamento, molhamento, adesao e retencdo dos

conidios sobre o inseto ou estrutura da planta (COSTA et al., 2003).
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Da mesma forma, Conceschi (2013) estudou a patogenicidade dos fungos B.
bassiana e |. fumosorosea associados aos adjuvantes KBRAd|® e Silwet L-77® para o
controle de diferentes pragas no citros e verificou efeito aditivo da associagao dos
adjuvantes com o fungo, além de apresentarem acédo inseticida quando aplicados
isoladamente, tal como observado no presente estudo.

Métodos de aplicacao que favorecem o contato dos insetos com os conidios no
substrato ap0s a aplicacdo tém grande relevancia ndo apenas em bioensaios de
laboratério, mas também em uma possivel utilizacdo em campo. Isto porque, o inseto
nem sempre € atingido diretamente, porém ainda ha a possibilidade de haver o contato
com o residuo da pulverizacdo que permanece sobre estruturas da planta atingidas
pela pulverizagao.

Nesse sentido, Mota (2017), ao avaliar diferentes formas de inoculagcéo do
fungo B. bassiana contra H. hampei, sugeriu que métodos de inoculacdo que
permitam a contaminacgdo indireta através do efeito residual apés a pulverizacéao
seriam mais eficientes que a pulverizagéo direta. Pensando na continuidade deste
estudo, métodos semelhantes devem ser avaliados. Pois, este fato poderia aumentar
a possibilidade do controle de populacdes de G. spegazziniana, visto que este inseto
permanece boa parte de seu ciclo de vida nas brotacdes da erva-mate, alimentando-
se da seiva destas plantas (LEITE e ZANOL, 2001).

A baixa mortalidade obtida nos tratamentos com Tween 80® quando comparado
as maiores concentracdes de Assist® e Aureo®, principalmente na aplicacdo via
contato residual, corroboram o estudo de Conceschi et al. (2016). Segundo o autor,
houve melhor desempenho dos produtos KBRAd|® e Silwet® em relacdo ao Tween
80® associando adjuvantes com o fungo Isaria fumosorosea pulverizado sobre ninfas
e adultos de Diaphorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae). O mesmo foi
relatado recentemente por Mota (2017), ao verificar que Tween 80°® foi o adjuvante
gue apresentou a menor contribuicdo para aumentar a eficacia do fungo B. bassiana
no controle de D. citri. A inocuidade do mesmo para 0s insetos justifica sua escolha
como padréo de comparacao.

A baixa mortalidade obtida com a aplicacédo isolada de Tween 80® pode estar
relacionada a sua fungdo na suspensdo, ndo sendo esperado que melhore o
desempenho do fungo para o controle dos insetos. Corroborando esta observacéo,
Conceschi (2017) constatou que a aplicacdo de Tween 80® a 0,01% n&o afetou a



57

cuticula de adultos de D. citri nas regides dorsal e ventral. O autor também verificou a
auséncia de germinacao dos conidios pulverizados com este adjuvante.

Alves et al. (2001) avaliaram a relac&o entre o uso de formula¢des de fungo em
Oleos adjuvantes emulsionéveis (OAE) e verificaram que conforme a concentracao do
OAE aumenta, o espalhamento também melhora, assim como concentracdes de OAE
entre 5 e 25%, superior as concentracdes avaliadas neste estudo, aumentam a
infectividade do fungo e sdo mais eficientes que o fungo em agua com Tween 80°.

A baixa mortalidade confirmada observada em ambas as estratégias de
pulverizacdo pode ser devida ao fato do patdgeno nao ter completado o ciclo de
infeccdo na maioria dos insetos mortos, o que segundo Shimazu (1994) é considerado
um fenémeno relativamente comum. Além disso, apds a penetracdo do fungo no
tegumento, a morte dos insetos pode ocorrer indiretamente por danos mecanicos,
exaustao de nutrientes, alteracdes fisioldgicas ou intoxicacdo, sem necessariamente
ocorrer a esporulacao do cadaver (ALVES, 1998).

Ainda, a baixa porcentagem de mortalidade confirmada ja havia sido relatada
para G. spegazziniana no estudo de Formentini et al. (2015) e € frequentemente
observada em estudos com outros insetos (LOUREIRO et al., 2005; BARBOZA et al.,
2011). Padulla (2007) apesar de verificar sinais de morte pelo fungo, ndo constatou
sinais de conidiogénese em cadaveres de D. citri, conforme observado neste estudo
para o tratamento com o adjuvante Tween 80®, na aplicacédo via contato residual.
Também, o fato de a mortalidade total deste tratamento néo ter diferido da testemunha
indica que o0s insetos provavelmente morreram por causas nhaturais e ndo pela
infeccdo causada pelo fungo.

Em relagdo a compatibilidade verificada neste estudo, de forma semelhante,
Silva et al. (2006) estudaram os efeitos de diferentes produtos a base de 6leo mineral
e vegetal sobre B. bassiana, verificando que o fungo foi compativel com a maioria dos
produtos avaliados. Segundo Moino Jr. e Alves (1998), o microrganismo, ao
metabolizar os principios toxicos do ingrediente ativo, num mecanismo de resisténcia
fisiologica, provoca a liberacdo de moléculas que podem ser utilizadas como
nutrientes secundarios, promovendo seu crescimento vegetativo e conidiogénese.

Além disso, o fungo pode ter utilizado todo o seu esfor¢o reprodutivo quando
em presenca de um principio toxico, que altere seu ambiente prejudicando o seu
desenvolvimento, resultando assim, em maiores niveis de crescimento vegetativo e
conidiogénese (LOUREIRO et al.,, 2002). Para Alves et al. (1998), a esporulacdo
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(conidiogénese) é considerada um fator mais importante que o crescimento
vegetativo, visto que 0s conidios sao estruturas que se disseminam no ambiente e
séo responsaveis pelo inicio da infecgcdo no campo (CAVALCANTI et al., 2002). Ainda,
segundo Tanada e Kaya (1992), a acdo dos produtos fitossanitarios sobre o
crescimento dos entomopatdgenos, pode variar em razao da natureza quimica dos
produtos, do tempo de exposicao e das condi¢cdes ambientais.

A compatibilidade de Assist® com B. bassiana foi também verificada por Luz et
al. (1999), associando o produto a B. bassiana no controle do percevejo Triatoma
infestans (Klug, 1834) (Hemiptera: Reduviidae), com germinacéo acima de 98% ap0s
a incubacdo dos conidios durante 24 h em meio de cultura contendo o adjuvante.
Posteriormente, Silva et al. (2006) também constataram a compatibilidade deste
mesmo produto para o fungo B. bassiana testado em mistura em calda.

A compatibilidade verificada em testes de laboratério tem a vantagem de expor
0 patdgeno a atividade maxima possivel dos produtos avaliados, uma situacdo que
nao ocorre em condi¢des de campo. Portanto, quando um tratamento é compativel “in
vitro” h& € uma forte evidéncia de sua seletividade em condi¢cbes de campo (ALVES
et al.,, 1998). Em condicbes de campo os fatores ambientais reduzem a acédo de
compostos toxicos sobre o fungo, assim, as formulacfes consideradas compativeis
em testes de laboratério podem ser consideradas seguras sobre o fungo (DEPIERI et
al., 2005).

Para o Manejo Integrado de Pragas (MIP), quanto a estratégia de aplicacdo de
fungos entomopatogénicos associados a inseticidas deve-se dar prioridade ao uso
dos produtos que apresentam compatibilidade, levando em consideragdo que estes
entomopatdégenos podem adaptar-se ao ambiente, apresentando posteriormente acao
de enzootia e epizootia contribuindo para o controle bioldgico natural (COSTA et al.,
2018).

Os resultados obtidos demonstraram que a aplicagcdo conjunta entre o0s
produtos Assist® e Aureo® e a suspenséo do fungo indicam um possivel efeito aditivo
quando comparados ao desempenho da suspensdo com o adjuvante Tween 80,
amplamente utilizado em suspensdes fungicas. Esse resultado indica que os produtos
avaliados podem ter sido mais eficientes no molhamento da superficie do corpo do
inseto (contato direto) ou da estrutura da planta (contato residual), permitindo um
aumento na adesao e distribuicdo dos conidios sobre o alvo (CONCESCHI, 2017).
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3.5 Consideracdes finais

A aplicagdo isolada dos adjuvantes Assist® e Aureo® demonstrou atividade
inseticida, assim como a presenca dos adjuvantes na suspensao de conidios
pulverizada sobre os insetos aumentou a eficacia dos tratamentos, representando
uma alternativa para aumentar a atividade do fungo visando ao controle da populacao
de G. spegazziniana.

Os produtos foram compativeis com o fungo B. bassiana, contudo, mais
estudos sdo necessarios para avaliacdo desses e outros adjuvantes quanto ao efeito
na preservacao do patdégeno contra as condi¢cdes adversas no campo, visando seu
melhor desempenho e escolha de um produto que apresente o melhor custo-beneficio
para o produtor de erva-mate.

Além disso, a aplicacao convencional do fungo através de pulveriza¢do aquosa
pode ser associada a outras estratégias de controle, como o uso de produtos de
origem vegetal, como o produto comercial Azamax®, a base do limondide azadiractina
A e B, que apresentou efeito inseticida, com acdo de contato direto, residual e
sistémico contra ninfas e adultos de G. spegazziniana (LOEBLEIN, dados né&o
publicados).

Por fim, as informacfes obtidas neste estudo, assim como a metodologia
descrita podem corroborar para o desenvolvimento de trabalhos com pragas da

mesma familia.
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4. ESTRATEGIA ATRAI-E-INFECTA PARA DISSEMINACAO DE Beauveria
bassiana VISANDO AO CONTROLE DE Gyropsylla spegazziniana (Lizer &
Trelles, 1919) (Hemiptera: Aphalaridae)

Resumo

A ampola-da-erva-mate (Gyropsylla spegazziniana) reduz a producdo e compromete
o desenvolvimento da erva-mate em funcdo de seu habito alimentar e
desenvolvimento durante a sua fase imatura. Por ser um produto consumido
praticamente “in natura”, métodos de controle alternativos ao uso de inseticidas
quimicos sdo necessarios para o0 manejo desta praga. Diante do potencial do fungo
Beauveria bassiana para o controle de G. spegazziniana, neste trabalho foram
avaliados dispositivos para autoinoculacdo do fungo nos insetos e também a
transmissao horizontal do patégeno na populacédo. Os dispositivos foram preparados
com papeldo ondulado e também com painel comercial (Isca Tecnologias Ltda.), todos
na cor amarela, impregnados com conidios do fungo puro ou em mistura com terra de
diatomaceas (TD). Os dispositivos foram dispostos em gaiolas cilindricas (40 cm de
altura x 13 cm de diametro) com mudas de erva-mate individualizadas e também em
gaiolas teladas (0,5 m®) com 10 mudas de erva-mate e adultos da ampola. Avaliou-se
ainda a transmissédo horizontal do fungo entre individuos contaminados e sadios e
também a viabilidade dos conidios nas armadilhas ao longo do tempo. Comprovou-se
atratividade e a infeccdo dos insetos, independente do modelo de dispositivo,
alcancando 95% de mortalidade total e 73% de mortalidade confirmada em gaiolas
com mudas individualizadas e 80% de mortalidade total e 35% de confirmagao, nas
gaiolas teladas. Além disso, houve incremento na atividade com a incorporacao de
terra de diatoméceas aos conidios. A viabilidade dos conidios foi reduzida ao longo
do tempo de 98 % para 47,9% apos 21 dias de armazenamento, porém mantendo a
atividade inseticida, causando mortalidade de até 50% nos insetos. Assim, 0 uso do
dispositivo de autoinoculacdo com conidios de B. bassiana mostrou potencial como
método para manejo populacional da ampola-da-erva-mate.

Palavras-chave: Autoinoculagéo. Transmissao horizontal. Fungo entomopatogénico.
Terra de diatomaceas.

Abstract

Paraguay tea ampul (Gyropsylla spegazziniana) reduces production and impairs
mate's development due to its eating habits and development during its immature
phase. As it is a product consumed practically “in natura” alternative control methods
to the use of chemical insecticides are necessary for the management of this pest.
Given the potential of the fungus Beauveria bassiana for the control of G.
spegazziniana, this work evaluated devices for fungal self-inoculation in insects and
also the horizontal transmission of the pathogen in the population. The devices were
prepared with corrugated cardboard and with commercial panel (Isca Technologies
Ltda.), All in yellow, impregnated with pure fungus conidia or mixed with diatomaceous
earth (TD). The devices were arranged in cylindrical cages (40 cm high x 13 cm in
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diameter) with individualized yerba mate seedlings and also in screened cages (0.5
m3) with 10 yerba mate and adult seedlings. The horizontal transmission between
contaminated and healthy individuals and the viability of the conidia in the traps over
time were also evaluated. Attractiveness and infection of insects, regardless of the
device model, were found to reach 95% total mortality and 73% confirmed mortality in
cages with individualized seedlings and 80% total mortality and 35% confirmation in
cages of 0, 5 m2. In addition, there was an increase in activity with the incorporation of
diatomaceous earth into the conidia. Conidia viability was reduced over time from 98
% to 47.9% after 21 days of storage, but maintaining insecticidal activity, causing
mortality of up to 50% of insects. Thus, the use of the B. bassiana conidia self-
inoculation device has potential as a method for population management of Paraguay
tea ampul.

Keywords: Autoinoculation. Horizontal transmission. Entomopathogenic fungus.
Diatomaceous earth.

4.1 Introducéao

A ampola-da-erva-mate, Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles, 1919)
(Hemiptera: Aphalaridae) é considerada uma das principais pragas da cultura da erva-
mate (llex paraguariensis) (St Hil., 1822) (Magnoliophyta: Aquifoliaceae). Durante sua
fase imatura se desenvolve dentro de “galhas” ou “ampolas” formadas nas folhas das
brotacdes da erva-mate, pela inoculacédo da saliva durante a alimentacdo do adulto.
Quando alcancam o ultimo instar ninfal, abandonam estas estruturas, que caem em
seguida, causando prejuizos quantitativos. Além disso, causam reducédo de qualidade
do produto final (IEDE e MACHADO, 1989; PENTEADO, 1995; CHIARADIA et al.,
2002; LEITE, 2002).

Por outro lado, frente a inexisténcia de inseticidas registrados para o controle
do inseto (AGROFIT, 2019) usualmente faz-se o controle manual com a poda e
destruicdo dos ramos infestados (PENTEADO, 1995; PENTEADO et. al., 2000).
Porém, recentemente, foi comprovado o potencial do fungo Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) isolado Unioeste 44 para o controle da
praga, com mortalidade de até 80% de ninfas pulverizadas com conidios
(FORMENTINI et al., 2015).

Outra forma de se utilizar o fungo no controle desta praga pode ser por meio
da autocontaminacao dos insetos atraidos para armadilhas contendo o patégeno com
0 objetivo de induzir epizootias, técnica eficientemente utilizada para outras espécies
de insetos (LYONS etal., 2012; GETAHUN et al., 2016). Nesse sentido, recentemente,

foi desenvolvido um dispositivo autodisseminador de conidios do fungo I. fumosorosea
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utilizando a cor amarela como atrativo para contaminacdo de adultos de D. citri.
Segundo os autores, mesmo com a reducédo da viabilidade do fungo, a concentragéao
de conidios que aderiu ao corpo do inseto foi suficiente para causar altos indices de
mortalidade de adultos, resultando em transmissdo horizontal e secundéria do
patogeno para ninfas (PATT et al., 2015).

Assim, este estudo teve por objetivo avaliar o potencial de infeccdo e a
viabilidade de B. bassiana isolado Unioeste 44 em dispositivos de autoinoculagcéo
utilizando-se diferentes preparagfes com terra de diatomaceas e também avaliar a

ocorréncia de transmisséo horizontal do fungo entre adultos de G. spegazzininana.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Insetos

Os insetos foram provenientes de um erval comercial localizado no municipio
de Cascavel, PR (24°58°02"S; 53°24°22”W; 746 m de altitude), obtidos de ramos de
plantas de erva-mate infestadas. No Laboratério de Biotecnologia Agricola da
Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus de Cascavel, foi
realizada a triagem do material coletado. Para isso, as ampolas obtidas das plantas
foram parcialmente abertas e armazenadas em recipientes plasticos com tampa
telada contendo papel toalha em seu interior para absorver o excesso de umidade,
sendo separadas aquelas que continham ninfas de 4° e 5° instares, com base nas
caracteristicas do inseto (LEITE e ZANOL, 2004). Posteriormente os recipientes foram
acondicionados em sala climatizada (26 + 2°C; 12 h de fotofase e U.R. 60 + 10%) até
a emergéncia dos adultos. Nos bioensaios foram utilizados insetos adultos com pelo

menos 24 horas de vida pés-emergéncia.

4.2.2 Plantas

Para os bioensaios, mudas de erva-mate foram obtidas de um produtor
comercial e cultivadas em recipientes plasticos com 700 mL capacidade, com
composto organico Humiterra®. As mudas foram mantidas em um ambiente

sombreado artificial com tela de polipropileno 50% e a cada dois dias eram irrigadas
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com 30 mL de agua. Foram selecionadas plantas com aproximadamente 20 cm de

altura da base ao topo.

4.2.3 Producdo do fungo e preparo do inéculo

O isolado de Beauveria bassiana Unioeste 44, previamente selecionado como
virulento para G. spegazziniana, foi identificado pelo sequenciamento da regiao rDNA-
ITS (FORMENTINI et al., 2015). O fungo foi cultivado em meio para producdo de
conidios (ME: KH2PO4 0,36 g, NA2HPO4 7H20 1,05 g, MgSO4 7H20 0,60 g, KCL 1,00
g, glucose 10,0 g, NaNOs 1,58 g, extrato de levedura 5,00 g, agar 20,0 g, agua
destilada 1000,0 mL) e incubado a 26 °C £ 0,5 °C; 12 h fotofase, por 7 - 10 dias até
conidiogénese, quando coletaram-se os conidios raspando-se a superficie do meio de
cultura com uma espatula.

Os conidios foram submetidos ao processo de secagem em dessecador com
silica gel, por sete dias e peneirados em malha 35 mesh e novamente expostos ao
dessecante por mais trés dias a 22 °C. Estimou-se a producdo em 1,1 x 10!
conidios/g, com viabilidade acima de 90%. Em seguida, foram preparadas misturas
de conidios e terra de diatomaceas e armazenadas a - 20°C, em frascos de vidros
hermeticamente fechados por 2 a 8 semanas antes do uso, durante a qual a

viabilidade dos conidios permaneceu estavel, segundo avaliacéo.

4.2.4 Tratamentos

Para os bioensaios foram avaliados seis tratamentos e quatro dispositivos de

autoinoculacédo (Tabela 6).
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Tabela 6. Caracterizacdo dos tratamentos e dispositivos de autoinoculacéo avaliados
nos bioensaios de contaminacdo com superficie tratada, atracdo-e-infeccdo e
atividade do fungo no tempo de armazenamento.

Formato do Area de cada

L . -
Tratamentos Conidios/g dispositivo dispositivo Composicao
10 I ) papel micro-
F 10 x 10 Cilindrico 35cm ondulado
75% F +25% TD 7,5 x 10™ Quadrado 25 cm? papel micro-
ondulado
50% F + 50% TD 5 x 107 Retangular 35 cm? papel micro-
ondulado
25% F+75%TD  2,5x10°  Papel comercial 35 cm? Armadilhas
Colortrap
™D : - - -
Testemunha - - - -

1IF — Conidios do fungo, TD — terra de diatomaceas.

4.2.5 Bioensaios de contaminacdo em superficie tratada

4.2.5.1 Contaminacao em colbnia

Com o objetivo de verificar o potencial de contaminacéo dos insetos através do
contato com uma superficie contendo fungo, colénias do fungo foram produzidas
diretamente em meio de cultura distribuido no fundo de copos plasticos (6 cm de
didmetro x 5 cm de altura), conforme descrito no item 4.2.3. Em seguida, 20 insetos
adultos foram inseridos nos recipientes onde permaneceram por aproximadamente 30
minutos, em ambiente controlado (26 + 2 °C; 60 + 10% U.R.; 12 h fotofase) (Figura 8).
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Figura 8. Copos plasticos contendo meio de cultura (M.E.) (A); col6nia produzida apés
sete dias de incubacéo (B); transferéncia dos insetos para os recipientes contendo as
colénias (C) e manutencao dos contatos por um periodo de 30 minutos (D) (Fonte:
arquivo pessoal).

Decorrido este periodo, os insetos foram transferidos para uma gaiola (13 cm
de didmetro x 40 cm de altura) de cloreto de polivinila (PVC) incolor, contendo uma
abertura na lateral e na parte superior coberta com tecido “voil” para permitir a aeragao
e uma muda de erva-mate. As mudas foram acondicionadas na parte inferior de
Placas de Petri de plastico (14 cm de didmetro) contendo papel filtro qualitativo (15
cm de didmetro). A base das plantas foi revestida com um disco de 9 cm de diametro
do mesmo papel, com o objetivo de facilitar a visualizagéo dos individuos mortos. As
mudas foram acondicionadas em sala climatizada com as mesmas condi¢des citadas
anteriormente (Figura 9).

Cada tratamento foi constituido por cinco repeticdes com 20 insetos cada
(n=100). O experimento foi avaliado diariamente por 10 dias. Os insetos mortos (que
nao responderam ao toque de um pincel fino), foram retirados e imersos

sequencialmente em solucao de etanol 70%, hipoclorito de sédio e 4gua destilada.
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Figura 9. Mudas padronizadas para os bioensaios (A) inseridas em placas de Petri
contendo papel filtro no interior (B) e também na base (C). Mudas inseridas em gaiolas
(D) e posteriormente mantidas em sala climatizada (26 + 2 °C; 60 + 10% U.R.; 12 h
fotofase) (E) (Fonte: arquivo pessoal).

Em seguida, foram acondicionados em camara umida (placa de Petri com um
pedaco de 20 mm?2 de papel filtro esterilizado e umedecido e inseridas em um
recipiente plastico fechado com espuma umedecida em saturacdo no fundo) e
incubados em 26 £ 2 °C; 60 + 2% U.R.; 12 h fotofase. Ap0s sete dias, avaliaram-se a
presenca de micélio e conidios de B. bassiana na superficie dos insetos, confirmando

0 agente causal.
4.2.5.2 Contato com superficie tratada com o patdégeno

Um segundo teste foi conduzido a fim de verificar o potencial de contaminagao
de adultos de G. spegazziniana com uma superficie revestida com uma fonte de
inoculo. Para isso, recipientes plasticos foram recobertos com uma fina camada de
cera emulsionada SPLAT® (SPLAT™ - |SCA Tecnologias Ltda., Brasil) e aplicaram-se
sob agitacdo aproximadamente 0,5 g das diferentes formulacées conforme Tabela 6.
O excesso de produto aplicado foi retirado virando-se o recipiente com leve agitacéo
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Em cada recipiente foram inseridos 20 adultos e ali permaneceram por 30
minutos. Entdo, os insetos foram transferidos para gaiolas de PVC incolor com uma
muda de erva-mate e mantidos em sala climatizada (26 + 2 °C; 60 + 10% U.R.; 12 h
fotofase) por 10 dias, sendo avaliados diariamente (Figura 10). No grupo testemunha,
os insetos foram transferidos para recipientes sem qualquer tipo de contato com o
patdgeno, pelo mesmo periodo de tempo. Cada tratamento foi constituido por cinco
repeticbes (copos plasticos), totalizando 100 insetos por tratamento. Os insetos
mortos foram retirados em cada avaliacdo e submetidos ao processo para a

confirmacédo do agente causal, conforme descrito anteriormente.

Figura 10. Escova (A) utilizada para a aplicacdo da cera Splat® (B) em recipientes
plasticos (C) para aumentar a aderéncia dos tratamentos. Manutencdo dos insetos
nos recipientes em contato com os tratamentos por 30 minutos (D) (Fonte: arquivo
pessoal).

4.2.6 Bioensaios de Atratividade e Infecgcdo

4.2.6.1 Selecao do dispositivo de autoinoculacao

Os dispositivos para autoinoculacdo dos conidios constaram de papel micro-
ondulado amarelo cortado com formato quadrado (5 x 5 cm), retangular (5 x 7 cm) e
cilindrico (5 x 7 cm), visando a estimular a movimentacdo dos insetos sobre a
superficie e aumentar a area de adesao das formulacdes testadas. Um quarto tipo foi
preparado com painel amarelo comercial utilizado para armadilhas Colortrap (ISCA
Tecnologias Ltda.), no formato retangular.

A coloracdo amarela foi determinada com base nos estudos de monitoramento
e flutuac&o populacional de Prat Kricun (1986), Chiaradia e Milanez (1997) e Leite et
al. (2007) e comprovada por Loeblein et al. (2018) como a mais atrativa para adultos

de G. spegazziniana.
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Os trés dispositivos de autoinoculagdo em papel micro-ondulado foram
revestidos com uma fina camada de cola entomolégica da marca Colly® (Colly
Quimica Industria e Comércio Ltda) utilizando uma espatula. Em seguida, todos foram
individualizados e pendurados nas gaiolas com um fio de nylon e fita adesiva através
do tecido “voil” para que permanecessem no centro e acima da altura da planta. Em
cada gaiola foi colocada uma muda de erva-mate, sendo liberados os insetos (Figura
11).

Para cada dispositivo testado foram preparadas cinco gaiolas com 20 adultos,
cada uma sendo considerada uma repeticao (n=100). As avaliacdes foram diarias, por
21 dias, quantificando-se os adultos aderidos aos dispositivos. No tratamento
testemunha os insetos foram inseridos nas gaiolas com os dispositivos ausentes de

contato com a cola.

. SR T
Figura 11. Espatula de madeira (A) utilizada para aplicacao da cola entomoldgica (B)
nos dispositivos de autoinoculacdo (C). Insetos acomodados em recipientes plasticos
(D) para transferéncia em gaiolas contendo as mudas e os dispositivos (E) (Fonte:
arquivo pessoal)
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4.2.6.2 Efeito da cola entomoldgica na confirmacédo de morte pelo fungo em

armadilhas adesivas

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de confirmacdo de mortalidade de G.
spegazziniana pelo fungo B. bassiana em armadilhas adesivas com cola
entomoldgica, foi desenvolvido um bioensaio comparando-se dois dispositivos: i)
armadilha comercial amarela Colortrap® (ISCA Tecnologias Ltda., Brasil); e ii)
dispositivo preparado com papel micro-ondulado revestido com cola entomolégica
(Colly Quimica Industria e Comércio Ltda), conforme descrito no item anterior. Apos
serem recortados (5 x 7 cm) foram inseridos nas gaiolas também como descrito
(Figura 12).

Na sequéncia, individuos adultos foram contaminados com o fungo (conforme
o item 4.2.5.2) e inseridos nas gaiolas. Os dispositivos com cola foram substituidos a
cada dois dias e incubados conforme o item 4.2.3. Para cada dispositivo testado foram
preparadas cinco gaiolas com 20 adultos cada (n=100), cada uma sendo considerada
uma repeticdo. O experimento foi avaliado a cada dois dias quantificando-se o total
de adultos aderidos aos dispositivos. O tratamento testemunha consistiu ha insercéo
da populacao de individuos na gaiola sem qualquer tipo de contato com o fungo e sem

a cola.

Figura 12. Dispositivos de autoinoculacdo fabricados a partir de papel comercial
Colortrap® (A) e papel micro-ondulado (B) para insercédo e avaliagdo em gaiolas (C)
(Fonte: arquivo pessoal)
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4.2.6.3 Teste de atracao-e-infeccao

Os dispositivos de autoinoculacao foram testados com a presenca ou nao da
cera emulsionada SPLAT®. No primeiro grupo, a superficie de cada dispositivo foi
revestida com uma fina camada (aproximadamente 0,05 g) de SPLAT® utilizando-se
uma escova. Na sequéncia, com um pincel de cerdas finas foi distribuida a formulagéo
na superficie dos dispositivos imediatamente antes do inicio de cada bioensaio. O
excesso foi retirado com agitacéo leve dos dispositivos.

A quantidade de in6culo aderida aos dispositivos e o nimero de conidios foi
estimada por meio da pesagem antes e depois do tratamento. Para o grupo sem a
cera os dispositivos receberam o fungo diretamente na sua superficie. Durante os

testes, cada dispositivo foi anexado em uma gaiola de PVC incolor com uma muda de

erva-mate e insetos, conforme ja descrito (Figura 13).

E

Figura 13. Escova (A) utilizada para a aplicacdo da cera Splat® (B) nos dispositivos
de autoinoculagao (C, D). Dispositivos anexados em gaiolas para infestacao (E) e
manutencao dos insetos em sala climatizada (F) (Fonte: arquivo pessoal).

Da mesma forma, foram seguidos procedimentos de incubacédo e avaliacéo.
Para a testemunha foram preparadas gaiolas com dispositivos sem a presenca de
qualquer tratamento Foram reparadas cinco unidades experimentais para cada

tratamento, bem como para a testemunha. A avaliagdo ocorreu semanalmente,
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durante trés semanas, sendo os individuos mortos encontrados na gaiola retirados e

incubados conforme o item 4.2.3 para a confirmacéo do agente causal.
4.2.7 Bioensaios de Transmisséo

4.2.7.1 Obtencéo de in6culo

4.2.7.1.1 Cadaveres esporulados

Foi preparada uma suspensdo de conidios em agua destilada + Tween 80®
(0,01%) (1 x 10° conidios por mL), sendo 0,2 ml pulverizados sobre grupos de 20
adultos com pelo menos 24 h ap6s emergéncia, mantidos em recipientes plasticos
com tampa e fundo perfurados com um micropulverizador acoplado a um compressor
de ar com pressdo média de saida de 0,5 kgf/cm’, inserido na abertura da tampa do
recipiente (Loeblein et al. (2019).

ApOs a pulverizagdo, cada grupo de insetos foi transferido imediatamente para
uma gaiola de PVC com uma muda de erva-mate e mantidos em sala climatizada (26
+ 2 °C; 60 + 10% U.R.; 12 h fotofase). A avaliacé@o foi diaria, sendo os individuos
mortos mantidos em camara Umida, conforme o item 4.2.3. Os cadaveres com a
superficie contendo conidios foram acondicionados em placas de Petri seladas com

Parafilm® e armazenados em freezer a - 10 °C até a sua utilizacéo.
4.2.7.1.2 Insetos vivos contaminados

Foram preparados recipientes plasticos com a superficie interna recoberta com
uma fina camada de cera emulsionada SPLAT® e polvilhado com o fungo B. bassiana
produzido anteriormente. O excesso de fungo foi retirado com leve agitacdo do
recipiente. Os insetos permaneceram no recipiente por aproximadamente 30 minutos

e na sequéncia foram imediatamente utilizados nos bioensaios (Figura 10).



76

4.2.7.2 Bioensaio de Transmissao horizontal — cadaveres como fonte de indculo

Foram preparadas gaiolas de PVC com mudas de erva-mate, conforme descrito
anteriormente, sendo a base das plantas coberta com um disco de papel-filtro de 9 cm
de diametro com o objetivo de facilitar a visualizagcdo dos individuos mortos. Os
cadaveres obtidos anteriormente foram fixados as mudas com o auxilio de um alfinete
entomoldgico e um pedaco de papel-filtro, proximo as brotagfes, em diferentes pontos
de distribuicdo, conforme o nimero de cadaveres de cada tratamento. Em seguida,
os adultos sadios foram liberados nas gaiolas (Figura 14).

Os tratamentos foram compostos por um, trés, cinco e 10 cadaveres de G.
spegazziniana e 20 adultos sadios. Na testemunha, 20 insetos sadios foram liberados
em gaiolas sem adicionar os cadaveres. As gaiolas foram mantidas em sala
climatizada (26 £ 2 °C; 60 = 10% U.R.; 12 h fotofase) durante trés semanas, com
avaliacdo a cada dois dias. Os insetos mortos foram removidos e submetidos a
camara umida para confirmacao da mortalidade pelo fungo, conforme o item 4.2.3.
Para cada tratamento foram preparadas cinco repeticdes (gaiolas). A mortalidade

obtida foi utilizada para estimar a eficacia da transmissao horizontal.

Figura 14. Cadaveres (A, B) obtidos através dos bioensaios de contato direto
armazenado em placas de Petri (C) a -10 C. Papel filtro e alfinete entomolégico (D)
utilizados para anexar os cadaveres nas mudas de erva-mate (E, F) (Fonte: arquivo
pessoal).



77

4.2.7.3 Bioensaio de Transmissao horizontal — insetos vivos contaminados

como fonte de in6culo

Utilizando as mesmas condi¢Oes descritas no bioensaio anterior, 0s insetos
vivos contaminados foram transferidos para gaiolas com mudas e logo apos foram
liberados os adultos ndo infectados. Os tratamentos foram compostos por um, trés,
cinco e dez insetos contaminados e 20 adultos nao infectados. No tratamento
testemunha, 20 adultos n&o infectados foram liberados em gaiolas sem adicionar os

insetos contaminados.

4.2.8 Atividade do fungo ao longo do tempo

4.2.8.1 Avaliacao da viabilidade do fungo

Para avaliar a reducéo da viabilidade dos conidios ao longo do tempo foram
preparados os dispositivos de autoinoculacdo (5 x 7 cm) com papel micro-ondulado
com duas formulacdes do in6culo tratadas ou ndo com a cera emulsionada SPLAT®,
sendo os tratamentos: i) Fungo puro; ii) mistura Fungo 50% + TD 50%, selecionados
com base nos resultados obtidos nos bioensaios 4.2.5.3.

Logo apoOs o preparo, as armadilhas foram separadas em grupos de seis
unidades e armazenadas em frascos de vidro hermeticamente fechados, totalizando
cinco frascos por tratamento. Os frascos foram identificados de acordo com o tipo de
armadilha contidas em seu interior e armazenados em 26 + 2 °C; 60 £ 2% U.R.; e 12
h de fotofase, em camara de incubacdo B.O.D. Um frasco de cada tratamento foi
selecionado aleatoriamente para receber um termo-higrdmetro para monitorar as
condicBes internas do mesmo, durante trés semanas. As avaliacdes de viabilidade
foram realizadas previamente ao inicio do experimento e dois, quatro, sete, 14 e 21
dias apos o inicio do experimento.

Uma armadilha de cada tratamento foi retirada aleatoriamente do respectivo
frasco em cada periodo e transferida para um tubo de vidro e adicionados 10 mL de
agua esterilizada + Tween 80® (0,01%). Apds vigorosa agitacdo em vortex por dois
minutos e vibracéo ultrassénica por mais 2 minutos, procedeu-se a quantificacdo dos
conidios em camara de Neubauer e padronizou-se a concentragdo em 1 x 10°

conidios/mL.
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Aliquotas de 10 pL de cada suspensao foram inoculadas na superficie de meio
de cultura Batata Agar Dextrose (BDA) em placa Rodac. Apos secagem da placas
abertas em fluxo laminar estas foram incubadas por 20 h em camara de incubacao
(26 £ 0,5 °C; 60 £ 2% U.R.; 12 h fotofase) para contagem dos conidios germinados e
nao germinados sob microscopio 6ptico em aumento de 400 x (Figura 15) (OLIVEIRA
et al., 2015).

Figura 15. Material utilizado para a diluicdo dos tratamentos (A) e inoculagdo em
placas e Petri (B, C). Recorte das aliquotas ap6s 20 horas de incubacéo (D) para
avaliacdo em microscopio optico (E) e determinacgéo da viabilidade (F) (Fonte: arquivo
pessoal).

4.2.8.2 Avaliagcédo da atividade inseticida

O efeito do tempo de armazenamento também foi avaliado, retirando-se as

demais armadilhas do armazenamento, as quais foram colocadas em recipientes e
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liberando-se 20 adultos para a contaminacdo. Os insetos permaneciam
aproximadamente 30 minutos e, em seguida, eram transferidos para gaiolas de PVC
incolor com uma muda de erva-mate e mantidos em sala climatizada (26 £ 2 °C; 60
10% U.R.; 12 h fotofase) durante 10 dias, avaliando-se diariamente durante este
periodo (Figura 16).

Os insetos mortos eram retirados e incubados conforme o item 4.2.5.3 para a
confirmacdo do agente causal. Cada tratamento foi constituido por cinco repeticées
com 20 insetos cada. No tratamento testemunha os insetos foram expostos a

armadilhas sem conidios do fungo.

Figura 16. Dispositivos de autoinoculacdo contendo os tratamentos (A, B) retirados
de frascos de vidro (C) mantidos em B.O.D (D) a cada avaliagdo. Manutencao dos
insetos em contato com os dispositivos por um periodo de 30 minutos (E, F) (Fonte:
arquivo pessoal).

4.2.9 Bioensaio de atracéo-e-infeccdo em gaiolas teladas

Com base nos resultados anteriores, foram preparados dispositivos
retangulares de papel micro-ondulado, com e sem a presenca da cera emulsionada
SPLAT® e o tratamento conidios do Fungo 50% + TD 50%, conforme item 4.2.5.3. Na
testemunha, os insetos foram liberados na gaiola sem qualquer tipo de contato como
fungo.

Os dispositivos foram instalados no centro de cada gaiola de tecido voil (120

cm comprimento x 70 cm altura x 60 cm largura — com abertura lateral), na altura
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acima das 10 mudas de erva-mate que estavam na mesma. Ap0OsS anexar 0S
dispositivos foram liberados 100 adultos em cada gaiola, onde permaneceram durante
sete dias, em sala climatizada (26 £ 2 °C; 60 + 10% U.R.; 12 h fotofase). Decorrido
este periodo, os insetos mortos foram retirados e submetidos ao processo de
confirmacédo da mortalidade pelo fungo (conforme o item 4.2.3).

Os adultos que ainda estavam vivos nas gaiolas foram coletados e mantidos
em gaiolas de PVC incolor, nas mesmas condi¢des por mais 14 dias, sendo avaliados
e submetidos ao processo de confirmacdo do agente causal semanalmente (Figura
17). O bioensaio foi repetido 10 vezes, sendo cada vez considerada uma repeticdo. A

cada repeticdo do experimento, a estrutura da gaiola era desmontada e juntamente

com o tecido “voil” foram lavados e desinfectado com detergente e agua sanitéria.

.

Figura 17. Gaiolas teladas (A, B) contendo mudas de erva-mate (C) e um dispositivo
de autoinoculacdo com o respectivo tratamento (D). Gaiolas pequenas contendo os
insetos apGs uma semana de contato com o dispositivo em gaiolas teladas (E) (Fonte:
arquivo pessoal).
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4.2.10 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos no delineamento experimental
inteiramente aleatorizado e as analises foram realizadas utilizando o Software
Statistica® versdo 7.0 (STATSOFT, 2004) ou o Software Sisvar (versdo 5.6). A andlise
da normalidade e homogeneidade foi realizada para todos 0s experimentos através
dos testes de Shapiro-Wilk e Levene Test, respectivamente. Quando necessario, 0s
dados foram transformados em arcsen ,/x/100.

Para andlise dos bioensaios de contato com superficie tratada com a col6nia
as médias foram comparadas entre si pelo teste t de Student (p <0.05) em
comparacdes pareadas dos tratamentos e com a superficie contaminada utilizou-se o
teste de Tukey (p <0.05). O mesmo foi realizado para os bioensaios de selecéo do
dispositivo e efeito da cola entomoldgica na confirmacdo de morte pelo fungo.

Para avaliar a mortalidade total e confirmada nos testes de atrac&o-e-infeccao
utilizou-se esquema fatorial 6 x 4, considerando os tratamentos como fator principal e
os dispositivos de autoinoculacdo como fator secundario. Para a comparacao do
desempenho das formulacdes na presenca ou nédo da cera SPLAT® as médias foram
comparadas entre si pelo teste t de Student (p <0.05), em comparacdes pareadas dos
tratamentos, utilizando o teste de Fisher (LSD) (p <0.05) para acompanhamento das
médias. De forma semelhante, a transmissado horizontal do fungo foi analisada em
esquema fatorial 5 x 2, considerando como fator principal a quantidade de in6culo e
como fator secundario a fonte do inéculo.

A viabilidade dos conidios e mortalidade dos insetos nos bioensaios de
atividade do fungo ao longo do tempo foram analisados por um modelo misto ANOVA
de medidas repetidas, onde os tratamentos foram considerados como efeito fixo no
modelo e o tempo como efeito aleatério, utilizando o teste de Tukey (p <0.05) para
comparacao das médias. O mesmo foi realizado para o bioensaio em gaiola telada,

porém utilizando-se o teste de Fisher (LSD) (p <0.05) para compara¢édo das médias.



4.3 Resultados

4.3.1 Producéo do fungo e preparo do inéculo
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Verificou-se que a quantidade e concentracdo de conidios aderidos aos

dispositivos foi numericamente maior quando polvilhados na presenca da cera

SPLAT® (Tabela 7). Na auséncia da cera a quantidade de conidios aderidos variou

entre 0,17 x 10”7 a 2,5 x 107 conidios/dispositivo. Quando na presenca de SPLAT®, a

guantidade de conidios aderidos nos dispositivos quadrados, retangulares e papel

comercial foi semelhante entre si, exceto o dispositivo cilindrico e o copo que

apresentaram os menores valores.

Tabela 7. Média de conidios do fungo B. bassiana por formulacdo preparada e
quantidade de conidios ancorados nos diferentes dispositivos de autoinoculacéo.

Tratamentot COﬂIdIOS{g Média de conidios/dispositivo
formulacéo Papel
Cilindrico Quadrado Retangular comercial Copo
SEM SPLAT
F puro 1,0x10%* 20x10" 1,0x10" 20x10" 25x107 -
75% F +25% TD 0,75x10* 15x10" 1,4x10" 16x10" 0,17 x 10’ -
50% F +50% TD 0,50 x10** 1,7 x10" 1,7x10" 1,8x10" 0,19 x 10’ -
25% F+75% TD 0,25x10* 19x10" 19x10" 18x10" 0,3x10’ -
COM SPLAT
F. puro 1,0x 10t 3,0x10" 2,0x10" 5,0x10" 8,0x10" 7,0x 107
75% F +25% TD 0,75 x10%* 3,6 x10” 10,6 x 10" 10,1 x10” 9,4x 10" 5,4 %107
50% F +50% TD 0,50 x 10* 3,8 x10” 10,7 x 10" 10,3 x 10" 10,3x 10" 5,2 x 10’
25% F+75% TD 0,25 x10%* 3,1x10” 10,9x10" 10,8x10” 11,2x10" 6,1x10’

1IF — Fungo, TD — terra de diatomaceas.
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A e 3 e e
Figura 18. Aspecto dos dispositivos apos aplicacdo da formulagdo em teste sem
Splat® (A) e com Splat® (B) (Fonte: arquivo pessoal).

4.3.2 Bioensaios de contaminacdo em superficie tratada

Independente do tipo de substrato para contaminacdo, o inseto mostrou-se
suscetivel ao fungo por meio desta estratégia de exposi¢cdo, com mortalidade total

entre 67 e 90% e mortalidade confirmada entre 14 e 69% (Tabela 8).

Tabela 8. Mortalidade de adultos de Gyropsylla spegazziniana pelo contato com
superficies contendo o fungo Beauveria bassiana isolado Unioeste 44.
Mortalidade (%)

Tratamentos N Total Confirmada
SUPERFICIE DE CONTATO!
colénia 100 77 +7,52 a 14 + 4,28 a
testemunha 100 4+316Db 0,0+0,00b
SUPERFICIE DE CONTATO?
Fungo puro 100 85+8,16 a 58+7,79a
Fungo 75% + TD 25% 100 90+5,40 a 69+516a
Fungo 50% F + TD 50% 100 76 £ 8,75 a 44 + 16,25 a
Fungo 25% F + TD 75% 100 67 +12,17 a 40 + 10,00 a
TD pura 100 76 £ 8,99 a 0,0+£0,00b
Testemunha 100 10+2,88b 0,0+£0,00b

IMédias (+EPM) seguidas pela mesma letra na coluna para o respectivo tipo de superficie de contato,

nao diferem entre si pelo teste t de Student (p<0,05); TD = terra de diatoméceas miconizada.2Médias

(xEPM) seguidas de mesma letra na coluna para o respectivo tipo de superficie de contato, ndo diferem

?/ntre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Para andlise os dados originais foram transformados em arcsen
X.

Ressalta-se que ndo houve diferenga nos resultados obtidos com as diferentes
formulacdes, tanto na mortalidade total como confirmada. E ainda, os valores de
mortalidade confirmada com estas formulagdes (40-69%) foram superiores ao

verificado com a exposicdo na colbnia de fungo (apenas 14%). Os resultados
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indicaram a capacidade de contaminacao dos insetos quando em contato com uma

superficie tratada com o patégeno (Figura 19).

Figura 19. Adultos de G. spegazziniana contendo o fungo nas regides dorsal e ventral
logo ap6s o contato com superficie tratada com as formulagbes (A) e colénia (B)
(Fonte: arquivo pessoal).

4.3.3 Bioensaios de Atratividade e Infeccao

4.3.3.1 Selecéo do dispositivo de autoinoculacao

Verificou-se que os dispositivos de autoinoculacdo foram atrativos para os
adultos de G. spegazziniana, com 76 a 93% dos insetos liberados sendo capturados
nos diferentes dispositivos testados (Tabela 9). Os dispositivos cilindricos e
retangulares foram os mais atrativos, e indicam que a cor amarela € atrativa e pode

ser utilizada nos dispositivos para atracéo dos insetos adultos (Figura 20).

Tabela 9. Porcentagem média de captura de adultos de Gyropsylla spegazziniana em
diferentes dispositivos de autoinoculacgéo revestidos com cola entomolégica Colly® em
condicdes de laboratdrio.

Dispositivos de autoinoculagéo N Captura
Cilindrico 100 91+555ab
Quadrado 100 76+7,47b
Retangular 100 93+4,83a

Testemunha 100 11+241c

Médias (xEPM) seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Para anélise os dados originais foram transformados em arcsen Vx. Na
tabela os dados séo originais.
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C O a 28 - G '
Figura 20. Dispositivos de autoinoculacao cilindrico (A), quadrado (B) e retangular (C)
retirados das gaiolas ao final da avaliagdo contendo insetos aderidos em sua
superficie (Fonte: arquivo pessoal).

4.3.3.2 Efeito da cola entomoldgica na confirmacéo da mortalidade ocasionada
pelo fungo em armadilhas adesivas

Verificou-se que apesar de ndo haver diferenca na captura nos dois
tratamentos, a confirmacdo da morte pelo fungo B. bassiana foi significativa (78%)
apenas nos dispositivos fabricados a partir de armadilhas comerciais (Tabela 10)
(Figura 21).
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Tabela 10. Mortalidade total e confirmada de adultos de Gyropsylla spegazziniana em
dispositivos de autoinoculagéo revestidos com diferentes tipos de cola entomolégica
em condicdes de laboratdério.

i 0
Dispositivos revestidos com cola Mortalidade (%)

entomolégica N Atracdo (%) Confirmacao
Papel Colortrap® 100 93+562a 78+6,64a
Papel micro-ondulado e cola entomoldgica 100 89+658a 2+258b
Colly®
Testemunha 100 0,0£0,00b 0,0+0,00b

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Para anélise os dados originais foram transformados em arcsen Vx. Na tabela os dados s&o
originais.

Figura 21. Dispositivo de papel Clortrap® (A) contendo cadaveres esporulados apés
o periodo de confirmacdo em camara Umida e dispositivo de papel micro-ondulado (B)
contendo cadaveres ausentes de crescimento do fungo apdés o periodo de

confirmacéao (Fonte: arquivo pessoal).

4.3.3.3 Teste de atracéo-e-infecgéo

Todos os dispositivos testados foram atrativos e causaram mortalidade total
média variando de 30 a 94% para testes sem a presenca da cera emulsionada
SPLAT®e 35 a 90% para testes com a presenca do SPLAT® (Tabela 11). Além disso,

verificou-se também que com a terra de diatoméaceas utilizada para compor as
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formulacbes e também pura obteve mortalidade total variando de 30 a 65% nos

bioensaios com ou sem a presenca de SPLAT® (Tabela 11).

Tabela 11. Mortalidade total de adultos de Gyropsylla spegazziniana ap6s contato
com dispositivos de autoinoculagéo, contendo diferentes proporcdes de conidios de
Beauveria bassiana Unioeste 44 e terra de diatomaceas, na auséncia ou presenca da
cera emulsionada SPLAT® em condicées de laboratério.

Dispositivos de autoinoculagéo

Tratamento? —— ;
N  Cilindrico Quadrado Retangular Papel comercial
SEM SPLAT®
F 100 70 + 7,35 bA* 71+11,79bA 72+13,93aA 68+5,98aA

75% F+25% TD 100 81 6,58 abAB* 90 + 7,35 aA 77+8,31aAB 71+8,01aB
50% F +50% TD 100 94 + 3,76 aA* 8l+11,25abA 82+7,79aA 51+4,28hB
25% F+75% TD 100 74 +8,01 bAB* 57 +9,91 cB 84 +555aA 61+10,28 abA

TD 100 65+ 8,89 bA* 30+3,53dC 52+4,83bB  43+7,52bBC
Testemunha 100 14+1,29cA 14+1,29eA 14+129cA 14+591cA
Dispositivos de autoinoculagdo
Tratamento?! o i
N  Cilindrico Quadrado Retangular Papel comercial
COM SPLAT®
F 100 50+4,56bB 90+ 8,16 aA 86 + 7,74 aA 78 + 4,37 aA

75% F +25% TD 100 61 +6,25abB 83 + 6,95 abA 87 + 4,83 aA 72 + 3,87 aAB
50% F +50% TD 100 71+555aB 80+7,35abAB 85+6,12aA 72 + 4,37 aA*
25% F+75% TD 100 53 +8,06 bB 77 5,98 bA* 75+10,60aA 77 +10,52 aA
TD 100 35+ 13,07cB 59 +*9,66 Ca* 47 +9,70 bAB 46 £ 4,74 bB
Testemunha 100 16 £+2,41dA 16+241dA 16 + 2,41 cA 16 +2,41cA

1IF — Fungo, TD — terra diatomécea. Médias (+EP) seguidas da mesma letra mindscula na coluna e
mailscula na linha ndo diferem entre si através do teste ANOVA fatorial, tendo como fator principal os
tratamentos e, como fator secundério, os dispositivos de autoinoculacdo (p<0,05).*Analise de
comparacao dos dados com e sem SPLAT® através do teste t de Student.

Nos testes sem a presenca da cera emulsionada as formulac¢des 75% F + 25%
TD e 50% F + 50% TD obtiveram o melhor desempenho nos diferentes dispositivos
de autoinoculacgéo testados, e 0 mesmo foi observado na presenca do SPLAT®. Além
disso, todos os tratamentos do dispositivo cilindrico apresentaram o melhor
desempenho quando na auséncia da cera. Especificamente em relacdo aos efeitos
da cera SPLAT® nos dispositivos, verifica-se que houve superioridade apenas no
tratamento 50% F + 50% TD no papel comercial, 25% F + 75% TD e TD do dispositivo

guadrado, apenas.
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Para a mortalidade confirmada, os valores variaram de 21 a 65% para os testes
sem SPLAT® e 33 a 73% quando houve a presenca de SPLAT® nos dispositivos de

autoinoculacéo (Tabela 12).

Tabela 12. Mortalidade confirmada de adultos de Gyropsylla spegazziniana apos
contato com dispositivos de autoinoculagdo, contendo diferentes propor¢cdes de
conidios de Beauveria bassiana isolado Unioeste 44 e terra de diatomaceas, na
auséncia ou presenca da cera emulsionada SPLAT® em condicdes de laboratério.

Dispositivos de autoinoculagéo

Tratamento?
N  Cilindrico Quadrado Retangular Papel comercial
SEM SPLAT®
F 100 48 £7,52abA 48 +10,52bA 57 +13,63abA 56 7,74 aA

75% F +25% TD 100 57 +6,95aAB 63 +10,52aAB 65+11,18aA 51+12,14aB
50% F + 50% TD 100 57 +12,68 aA 42 +5,62 bB 49 + 9,44 bAB 37 6,64 bB

25% F+75% TD 100 37+991bA 21+241cB 48 + 1,58 bA 46 + 10,68 abA

TD 100 0,0+£0,00cA 00+0,00dA 0,0+x0,00cA 0,0+0,00cA
Testemunha 100 0,0+0,00cA 00+0,00dA 0,0+0,00cA 0,0+0,00cA
Dispositivos de autoinoculagéo
Tratamento?
N  Cilindrico Quadrado Retangular Papel comercial
COM SPLAT®
F 100 33+598bC 73+12,84aA* 67 +12,00aAB 57 +4,83aB

75% F +25% TD 100 49+3,76 aB 59 +2,41bAB 63 *4,83 abA 55+ 7,07 aAB
50% F + 50% TD 100 45 +9,35abA 54 + 5,55 bA 53 £ 9,91 bA 59 + 8,99 aA*
25% F + 75% TD 100 38 +9,48 abC 50 +4,08 bB* 60 +9,35abAB 64 + 14,03 aA
TD 100 0,0+0,00cA 0,0x0,00cA 0,0+0,00cA 0,0 £ 0,00 bA

Testemunha 100 0,0+0,00cA 0,0+x0,00cA 0,0+0,00cA 0,0 £ 0,00 bA

1IF — Fungo, TD — terra diatoméacea. Médias (+EP) seguidas da mesma letra mindscula na coluna e
mailscula na linha nao diferem entre si através do teste ANOVA fatorial, tendo como fator principal os
tratamentos e, como fator secundério, os dispositivos de autoinoculacdo (p<0,05).*Analise de
comparacao dos dados com e sem SPLAT® através do teste t de Student.

Com excesséao do resultado do tratamento F puro na auséncia de SPLAT® e
50% F + 50% TD na presenca do adesivo, os demais resultados apresentaram

variabilidade no desempenho das formulagbes nos dispositivos (Tabela 12). Os
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tratamentos F e 25% F + 75% TD do dispositivo quadrado e 50% F + 50% TD do
dispositivo de papel comercial apresentaram os maiores valores de mortalidade
confirmada na presenca de SPLAT®.

Considerando como parametro os valores obtidos na mortalidade total, e a
guantidade de fungo e de terra de diatomaceas utilizadas nas preparacfes, na
continuidade da pesquisa, optou-se pela preparacdo 50% F + 50% TD. Além disso, o
papel micro-ondulado mostrou-se adequado para suporte da preparacdo, sendo
igualmente escolhido.

Finalmente, apesar da pouca ou nenhuma diferenca significativa nos testes
sem e com a presenca da cera SPLAT®, visivelmente foi possivel constatar maior
aderéncia dos preparados na superficie dos dispositivos testados. Assim, para efeito

de continuidade do estudo, incluiram-se tratamentos com e sem a cera.
4.3.4 Bioensaios de Transmissao

Ambas as estratégias utilizadas permitiram a transmissdo horizontal, n&o
havendo diferenca estatistica, seja para fonte de in6culo os cadaveres ou insetos vivos

e infectados pelo fungo (Tabela 13).

Tabela 13. Mortalidade de adultos de G. spegazziniana apés a introducéo da fonte de
in6culo nas gaiolas para teste de transmissao em condi¢cdes de laboratério.

Mortalidade total (%)

Inéculo (insetos)

Vivos contaminados N cadaveres
1 100 68,0 £11,12 aA 20 54 + 09,87 aA
3 100 70,8 £ 08,02 aA 20 71 £ 08,99 aA
5 100 74,4 £ 08,73 aA 20 74 + 11,43 aA
10 100 87,6 £ 04,09 aA 20 72 £ 08,31 aA
Testemunha 100 13,0 + 04,08 bA 20 13 £ 04,08 bA
., Mortalidade confirmada (%)
in6culo , X -
N vivos contaminados N cadaveres
1 100 57,8 £12,99 aA 20 44 + 06,89 aA
3 100 54,4 + 14,70 aA 20 52 + 08,06 aA
5 100 64,0 £ 08,45 aA 20 55 + 09,78 aA
10 100 59,0 + 05,59 aA 20 54 + 08,01 aA
Testemunha 100 0,0 £ 00,00 bA 20 0,0 + 00,00 bA

N = quantidade de insetos sadios. Médias (+EPM) seguidas da mesma letra minUscula na coluna e
mailscula na linha nao diferem entre si através do teste ANOVA fatorial, tendo como fator principal o
in6culo e, como fator secundario, a fonte de in6culo (p<0,05).
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4.3.5 Atividade do fungo ao longo do tempo

A germinacdo do fungo foi significativamente reduzida com o aumento no
tempo de armazenamento, independente da presenca ou ndo da cera SPLAT®. No
geral, apos 21 dias de armazenamento, a viabilidade reduziu-se em média 47,9%,
sendo inicialmente entre 96,4 e 98,9% e ao final entre 37,9 e 57,8% (Tabela 14).

A reducdo passou a ser significativa em todos os tratamentos a partir da
avaliacdo de quatro dias de armazenamento e seguiu em queda a cada avaliagao
semanal ao longo dos 21 dias de armazenamento, exceto para F puro + SPLAT® que
se manteve até 14 dias com mais de 80% de viabilidade. Especificamente, o
tratamento F puro + SPLAT® apresentou a menor taxa de reducéo da viabilidade dos
conidios (37,9%), seguido do tratamento 50% F + 50% (44,6). Os demais,
ultrapassaram 50% de reducéo de viabilidade (51,5 e 57,8%) (Tabela 14).

O mesmo comportamento de reducéo ao longo do tempo também foi observado
para a atividade inseticida. Considerando-se a mortalidade total, principalmente o
tratamento F puro foi afetado, pois na avaliagdo de quatro dias apresentou reducéo
de 17% apOs dois dias (Tabela 15). Foi observada interacdo significativa entre os
dispositivos e o tempo de armazenamento na mortalidade total de adultos, sendo
verificada a diferenca nos resultados a partir de quatro dias de armazenamento no
tratamento F puro, aos sete dias para 50% F + 50% TD e ja no segundo dia para 50%
F + 50% TD + SPLAT®. O Unico tratamento que nédo apresentou reducéo na atividade
antes de 21 dias foi F puro + SPLAT® (Tabela 15).

Quanto a mortalidade confirmada, os tratamentos nao diferiram
estatisticamente entre si nas avaliacOes realizadas ao longo do tempo e a reducéo
total da porcentagem de mortalidade confirmada variou de 22 a 35% (Tabela 15). O
tratamento F puro apresentou diferenca aos sete dias, o tratamento 50% F + 50% TD
a partir dos 14 dias e as duas formulacdes na presenca de SPLAT® somente aos 21
dias.

Além disso, a atividade fungica dos dispositivos tratados néo foi influenciada
pela presenca de SPLAT®, tanto para a mortalidade total, quanto para a mortalidade
confirmada, resultado semelhante ao encontrado em testes de atracdo-e-infeccéo
neste mesmo trabalho. No tratamento controle, a mortalidade foi inferior a 10% e por

apresentar muitos zeros, os resultados ndo foram incluidos nas tabelas.
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Tabela 14. Viabilidade (%) de conidios de Beauveria bassiana isolado Unioeste 44 em dispositivos de autoinoculacdo de papel
micro-ondulado em diferentes preparacdes, armazenadas a 26 °C em laboratorio.

Dias de armazenamento

Tratamentos? Reduca
Prévia 2 dias 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias eaucao
Total
F puro 98,3 + 0,42 aA 96,4 + 0,36 aA 876+1,31aB 80,1+2,01aC 79,2 + 3,42 aC 46,8 + 0,64 bD 51,5+ 0,51 ab
F puro + SPLAT® 96,4 + 2,84 aA 96,1 + 0,58 aA 87,0+2,77aB 83,1+4,43aB 83,0+ 1,42 aB 58,5+ 3,42 aC 37,9+3,30b
50% F + 50% TD 98,9 £ 0,27 aA 94,6 + 0,58 aA 89,7+286aB 74,4+2,60bC 74,7+ 1,19 bC 54,3+ 1,15 aD 446+1,16b
50% F + 50% TD + SPLAT® 98,3+ 0,27 aA 96,5+ 1,03 aA 859+282aB 76,4+3,32bhC 76,2 + 2,08 bC 40,5+ 2,54 bD 57,8+ 3,25 a

IF — Fungo, TD - terra de diatomaceas. Médias (tEPM) seguidas de mesma letra entre o tempo de armazenamento (mindscula na coluna) ou os tratamentos

(maiuscula na linha) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Tabela 15. Porcentagem de mortalidade total e confirmada de Gyropsylla spegazziniana ocasionada pelo fungo Beauveria bassiana
isolado Unioeste 44 em dispositivos de autoinoculacdo de papel micro-ondulado com e sem SPLAT® armazenados a 26 °C em

laboratorio.
Dias de armazenamento
Prévia 2 dias 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias Reducéo
Total

Tratamentos? N Mortalidade Total
F puro 100 85+3,53aA 86=*x747aA 68x8,31aB 65 + 4,08 aB 63 + 5,98 aB 51+ 8,26 aB 34 +8,56 a
F puro + SPLAT® 100 78+562aA 72+598aA 66x241aA 75+x6,45aA 70x540aA 57+4,83aB 21+8,75a
50% F + 50% TD 100 79 + 9,66 aA 89 +5,16 aA 77 £5,24 aA 64 + 5,55 aB 64 +7,74 aB 54 + 8,99 aB 25+ 11,36 a
50% F + 50% TD + SPLAT® 100 90+ 4,56 aA 76+ 7,74 aB 72 + 2,58 aB 77 +4,37 aB 70+ 2,04 aB 64 + 10,48 aB 26 +10,12 a

Tratamentos? N Mortalidade Confirmada
F puro 100 64 +7,74 aA 61 + 6,89 aA 62 + 9,48 aA 47+11,65aB 47+ 3,29 aB 29+8,01 aC 35+12,24 a
F puro + SPLAT® 100 54 +4,74 aA 51+7,18aA 54 + 4,74 aA 53+ 7,52 aA 48 + 8,31 aA 32+7,52aB 22 +8,56 a
50% F + 50% TD 100 47 +6,64 aA 54 + 4,28 aA 63 + 3,87 aA 44 + 4,74 aA 37+12,34aB 20+8,41 aC 27 +10,28 a
50% F + 50% TD + SPLAT® 100 49 +9,21 aA 63 + 6,32 aA 56 + 4,28 aA 57 + 6,64 aA 44 + 6,89 aA 27 +4,37 aB 22 +11,47 a

1IF — Fungo, TD — terra de diatomaceas
na coluna) ou os tratamentos (maiduscula na linha) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

. Médias (+tEPM) de cada tipo de mortalidade seguidas de mesma letra entre o tempo de armazenamento (mindscula
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4.3.6 Bioensaios de atracao-e-infeccdo em gaiolas teladas

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com 0s
dispositivos de autoinoculagdo contendo ou ndo a cera emulsionada SPLAT®
utilizando a formulacdo 50% F + 50% TD, em todas as avaliagdes. As maiores taxas
de mortalidade total foram obtidas na terceira avaliacdo, chegando a 52,6 e 57,9%
(Tabela 16).

O mesmo foi observado para a mortalidade confirmada, entre 28,3 e 38,2% dos
adultos mortos recuperados confirmaram a morte pelo fungo B. bassiana na terceira
semana de avaliacdo. Além disso, a infeccdo causada pelo fungo persistiu ao longo
das duas semanas seguintes quando os adultos recuperados foram alojados em

gaiolas menores (Tabela 16).
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Tabela 16. Mortalidade total e confirmada de Gyropsylla spegazziniana ocasionada por Beauveria bassiana isolado Unioeste 44 em
dispositivos de auto inoculacdo de papel micro-ondulado com e sem SPLAT® em gaiola telada.

Mortalidade Total

7 dias 14 dias 21 dias Total
Tratamentos N N N
50% F + 50% TD 77,6 53,8 + 6,84 aA 37,7 30,2 + 10,32 aB 24,8 52,6 + 13,51 aA 88,7+ 7,50 a
50% F + 50% TD + SPLAT® 72,3 42,6 + 7,85 aAB 40,6 36,7 £ 7,99 aB 10,9 57,9 + 10,62 aA 88,5+ 5,69 a
Testemunha 48,3 18,5 + 2,93 bA 39,6 12,6 = 2,41 bA 35,2 16,3 + 2,32 bA 37,8+828b
Tratamentos Mortalidade Confirmada
50% F + 50% TD 77,6 19,7 £ 3,41 aA 37,7 18,7 £ 5,99 aA 24,8 28,3+ 5,15 aA 37,7+3,65a
50% F +50% TD + SPLAT® 72,3 10,6 + 2,36 aB 40,6 28,3 + 8,96 aA 10,9  382+1124aA  39,0+713a
Testemunha 48,3 0,0 = 0,00 bA 39,6 0,0 = 0,00 bA 35,2 0,0 = 0,00 bA 0,0+0,00b

N = soma de vivos recuperados e mortos; F = Fungo, TD = terra de diatomaceas. Médias (+EP) em cada tipo de mortalidade seguidas da mesma letra minascula
na coluna e mailscula na linha nédo diferem entre si através do teste ANOVA fatorial para medidas repetidas, tendo como fator principal os tratamentos e, como
fator secundario, o tempo (p<0,05).
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Em relacdo a mortalidade total, ambos os tratamentos apresentaram uma
tendéncia a diminuir a taxa de mortalidade na segunda semana de avaliacdo e a
aumentar aos 21 dias. Quanto a mortalidade confirmada, apesar da semelhanga entre
os resultados, houve uma tendéncia numérica a aumentar a porcentagem a cada
avaliacdo. Ao final das trés avaliacdes, constatou-se mortalidade total de 88,5% e
88,7% e mortalidade confirmada média de 39,0% e 37,7% para os dispositivos com e

sem SPLAT®, respectivamente.

4.4 Discusséao

A infeccdo fungica causada por B. bassiana nos individuos adultos de G.
spegazziniana foi significativa e a exposi¢ao de adultos a uma superficie contaminada
ou colénia demonstrou o potencial do fungo nesta forma de utilizacdo, causando
elevado percentual de mortalidade com apenas 30 minutos de contato dos insetos
com a fonte de in6culo. Desta forma, evidencia-se a elevada suscetibilidade do inseto
e o potencial de uso do fungo B. bassiana por meio de contato de superficie tratada.

Para Alves (1998), a suscetibilidade e/ou resisténcia natural do préprio inseto
hospedeiro é um importante fator a ser considerado na patogenicidade de um isolado.
Além disso, a contaminacao por contato com superficie contaminada foi relatada por
Moran et al. (2011), com adultos de D. citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae),
quando expostos a cartdes amarelos com a superficie revestida com blastésporos do
fungo I. fumosorosea.

A atratividade da cor amarela aqui observada para a ampola, com mais de 90%
de captura de adultos corrobora estudos anteriores com 0 mesmo inseto em
condicbes de campo, em que armadilhas de cor amarela escura foram as mais
eficientes e sugeridas para estudos de monitoramento e flutuacdo (PRAT KRICUN,
1986; CHIARADIA E MILANEZ, 1997).

Em relacéo ao efeito da cola na confirmacgéo de morte pelo fungo, os elevados
valores observados no bioensaio com armadilhas Colortrap® indica a possibilidade
destas armadilhas serem utilizadas em estudos conduzidos em condi¢bes de campo,
visando a avaliar a eficiéncia dos dispositivos de autoinoculacao.

O desempenho semelhante na eficiéncia dos dispositivos de autoinoculacao
avaliados nos testes de atracdo-e-infeccdo sugere que qualquer modelo pode ser

utilizado para a continuidade dos testes, sendo que a pouca variabilidade pode estar
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relacionada a interacao dos insetos com os dispositivos em fungéo do efeito atrativo
da cor amarela e a suscetibilidade do inseto ao patégeno. Mota et al. (2017) em um
estudo semelhante, verificaram que apenas cinco minutos de contato entre adultos de
Hypothenemus hampei (Ferrari, 1876) (Coleoptera: Curculionidae) e o fungo B.
bassiana ancorados em um dispositivo de autoinoculagéo foi o suficiente para que os
conidios aderissem a cuticula do inseto.

O uso de dispositivos de autoinoculacdo apresenta vantagens quando
comparados ao tratamento convencional aplicado via pulverizagdo, principalmente
relacionadas a reducao de efeitos indesejaveis do fungo sobre demais seres vivos,
permanéncia do patégeno no ambiente e menor custo para a implantacao da técnica
(DOWD e VEGA, 2003; BAVERSTOCK et al., 2010; LOPES et al., 2014). Assim, 0s
resultados obtidos indicaram que os diferentes dispositivos testados apresentaram
potencial de atrai-e-infectar a populacdo de G. spegazziniana liberada nas gaiolas,
independente da formulacao utilizada.

Os resultados obtidos com as diferentes formulacdes avaliadas demonstraram
que a mortalidade dos insetos néo foi afetada & medida que a quantidade de fungo foi
reduzida e a proporcdo de terra de diatomaceas aumentou. Além disso, o teste
utilizando apenas terra de diatomaceas como controle demonstrou que o0 po inerte
apresentou acao inseticida, atingindo até 65% de mortalidade, contribuindo para o
controle do inseto.

A atividade inseticida de terra de diatoméaceas ja havia sido relatada para outros
insetos (ALVES et al., 2006; ROSSATO et al., 2012), assim como sua associacao com
o fungo B. bassiana apresentando resultados positivos, visto que a terra de
diatomaceas € inécua a B. bassiana (LORD, 2001; AKBAR et al., 2004; OLIVEIRA e
ALVES, 2007; SANTORO et al., 2010) e ainda pode auxiliar a atividade do fungo, pois
sendo um po6 abrasivo, provoca danos a cuticula do inseto, a qual € uma barreira
natural para o fungo (EBELING, 1971; GOLOB, 1997; KORUNIC, 1998; LORINI,
1999).

A presenca da cera emulsionavel SPLAT® aumentou a aderéncia das
formulagBes sobre a superficie dos dispositivos de autoinoculacdo compostos tanto
por papel micro-ondulado quanto por papel comercial Colortrap®, corroborando os
resultados obtidos por Patt et al. (2015). Contudo, isso nao refletiu em acréscimo na
mortalidade da praga aqui avaliada. Mesmo assim, como ndo houve interferéncia na

germinacdo dos conidios nos testes com a cera e na perspectiva de avaliar o
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dispositivo em condi¢cdes de campo, 0 uso da cera é conveniente em funcédo das
condicbes ambientais.

Isto porque, exposicdo a luz solar direta, chuva, temperatura ou baixa umidade
relativa podem comprometer a eficacia de micoinsecticidas (JARONSKI, 2010). Ainda,
considerando o efeito do vento e da chuva na remocao fisica do in6culo aderido nos
dispositivos, 0 uso da cera pode preservar a ancoragem dos conidios por um periodo
maior (PATT et al., 2015).

Em relagdo a transmissdo horizontal ndo houve relagdo entre o aumento da
quantidade de in6culo no ambiente e a mortalidade dos insetos. Isto contrasta com
estudo de Conceschi et al. (2016) que observaram esta relacdo para D. citri e 0
aumento do numero de cadaveres na propor¢cao com insetos sadios e a infeccdo com
os fungos I. fumosorosea e B. bassiana.

Da mesma forma, houve relacdo em estudos prévios entre a densidade de
cadaveres e infeccdo de individuos nédo inoculados para Leptinotarsa decemlineata
(Say, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) em bioensaios de laboratério com B.
bassiana (LONG et al. 2001; KLINGER et al. 2006). Também, Lopes et al. (2011) ao
estudar a transmissao horizontal do fungo B. bassiana em condicGes de laboratorio
para Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera, Curculionidae) constataram
correlacdo positiva entre o aumento de individuos inoculados e a mortalidade de
insetos saudaveis.

A transmissao horizontal do fungo pode ter ocorrido em fungéo das interagdes
comportamentais como acasalamento, contato com um substrato alimentar
compartilhado ou a esporulacdo dos insetos mortos pelo fungo (UGINE et al., 2005;
AVERY et al.,, 2009, 2010; BAVERSTOCK et al., 2010). A transmissao horizontal
também foi demonstrada por Moran et al. (2011) em bioensaios com adultos de D. citri
obtendo um nivel de transmissao horizontal direta de 25% da populacdo de vivos
infectados a partir de cartbes contaminados com o fungo I. fumorosea para adultos
nao infectados.

Em um estudo semelhante, Patt et al. (2015) estudaram a transmisséao de |I.
fumorosea entre adultos de D. citri infectados e cadaveres esporulados para
aglomerados de ninfas, chegando a obter niveis de infec¢do de até 92,8%. Além disso,
também verificaram que a corrente do ar transportou os propagulos infectivos do fungo

contido nos dispositivos e em cadaveres para individuos nao infectados.
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Stauderman (2012) sugeriu que conidios transportados em ar relativamente
umido podem ser um meio altamente eficaz para infectar psilideos, justificando assim,
o controle de até 95% da populagéo obtido nos experimentos de atragdo-e-infeccao,
quando a umidade média do ambiente era de 60% aliado ao fluxo do ar condicionado.
Da mesma forma, foi observada a transmissao horizontal de B. bassiana entre adultos
de D. citri em laboratério e semi-campo, com mortalidade acima de 80,4% e 56,7%.

Segundo Hesketh et al. (2010), a esporulacdo é uma caracteristica importante,
pois os conidios servem como uma fonte de inéculo do patégeno para a transmissao
horizontal, disseminacdo no ambiente e desenvolvimento do ciclo de infeccdo. Além
disso, a transmissdo horizontal do fungo B. bassiana ter sido semelhante entre
cadaveres e vivos contaminados pode estar relacionado a diferentes fatores, como a
viruléncia do fungo, potencial de disseminacdo e suscetibilidade do hospedeiro
(CONCESCHI et al., 2016).

Sob a perspectiva de uma estratégia atrai-e-infecta, a transmissao horizontal é
um fator decisivo e complementar para a evolu¢do da doenca na populagéo de insetos
praga, visto que os individuos adquirem os conidios no dispositivo e ainda vivos,
podem transmitir a doenca para a populacdo (LOPES et al.,, 2011). Assim, 0s
resultados obtidos com os testes de transmissdo demonstram que o0s conidios
liberados pelos cadaveres, assim como os individuos contaminados sédo altamente
contagiosos para adultos ndo infectados e podem potencialmente vir a causar altos
niveis de infeccdo em populacdes de G. spegazziniana.

Em relacdo a atividade do fungo ao longo do tempo, a presenca da cera
SPLAT® ndo apresentou protecdo aos conidios do efeito do tempo de
armazenamento, havendo significativa reducdo da viabilidade para ambos os
tratamentos testados ao final de 21 dias. Além disso, a viabilidade dos conidios pode
ter sido afetada pela umidade relativa do ambiente (SANDHU et al., 1993; HONG et
al., 1997; FARIA et al., 2010). Ressalta-se que a umidade ideal deve permanecer
abaixo de 30% para que a longevidade do fungo tenda a ser maior (HONG et al.,
1997), diferente do utilizado para armazenamento dos dispositivos de autoinoculagéao
neste estudo (60 + 2 %).

Para Lopes e Faria (2019), em baixa umidade €& provavel que as células
fungicas atinjam um estado metabolico muito baixo e permanecam viaveis por longos
periodos de tempo, conforme estudo realizado com B. bassiana. Além disso, Hong et

al. (2000) sugerem que o tempo para a secagem dos conidios seja inversamente
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proporcional a sua longevidade. Assim, conidios secos mais lentamente tem
longevidade superior agueles que secam mais rapido.

Ainda assim, pode-se inferir a partir do observado neste estudo que nas
condicdes verificadas um dispositivo pode ser mantido no campo por até 21 dias,
devendo entdo ser substituido a fim de ndo afetar a eficiéncia da estratégia de
controle. Além disso, a eficacia dos biopesticidas a base de fungos pode ser
consideravelmente melhorada com formulagdes, principalmente aquelas contendo
Oleos, desde que os fatores que exercem influéncia sobre a estabilidade dos conidios
(temperatura, umidade e tempo de armazenamento) sejam levados em consideragao
(BURGES, 1998; GLARE et al., 2012; JACKSON et al., 2010; LACEY et al., 2001;
LACEY et al., 2015).

A mortalidade total de G. spegazziniana nos telados foi semelhante aos
bioensaios em gaiolas individualizadas, porém a mortalidade confirmada foi menor (no
geral, 57,75% para gaiolas pequenas e 35,4% para gaiolas grandes). Esta diferenca
pode estar relacionada ao tamanho das unidades experimentais que pode interferir no
contato dos insetos com a fonte de indculo e transmissdo horizontal da doenca.

Nesse sentido, Baverstock et al. (2010) verificaram uma relacéo positiva entre
0 movimento dos insetos e a transmissao horizontal de fungos entomopatogénicos.
Também, Avery et al. (2010) explicam que ao diminuir a distancia dos hospedeiros
suscetiveis em relacdo aos cadaveres, o tempo de contato do hospedeiro com a fonte
de inéculo é potencialmente encurtado, aumentando a eficiéncia da transmisséo da
doenca.

Consequentemente, as gaiolas menores podem ter favorecido a atracdo e
contato dos insetos com o dispositivo de autoinoculagéo, assim como o contato direto
de insetos sadios com aqueles vivos e contaminados, influenciando a transmisséo e
disseminacdo dos conidios. No experimento nos telados é provavel que a relacéo
entre espaco, infeccéo e disseminacao de conidios tenha influenciado a mortalidade
dos insetos. Apesar disso, 0s resultados aqui obtidos apresentaram niveis
consideraveis de mortalidade total e sdo promissores para dar continuidade a este
estudo em condi¢bes de campo.

Nos bioensaios desenvolvidos neste estudo, os insetos foram encontrados
mortos principalmente na regido do caule e na parte abaxial das folhas das mudas de
erva-mate, locais em que naturalmente os insetos sadios sdo encontrados e se

concentram para alimentagcédo, acasalamento e oviposicdo favorecendo assim o
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contato e a transmisséo do patégeno. Em condi¢cdes de campo, a conidiogénese em
individuos mortos pelo fungo poderia favorecer o desenvolvimento de uma infecgéo
secundéria e eventualmente sob condigbes de alta umidade um efeito epizodbtico
(AVERY et al., 2009).

Este estudo abordou uma proposta com potencial para controle de populacdes
de G. spegazziniana a partir da estratégia atrai-e-infecta, utilizando uma linhagem do
fungo B. bassiana disposta em dispositivos simples de autoinoculag&o. Os resultados
obtidos indicaram que os diferentes dispositivos utilizados como suporte para o
in6culo foram eficientes para atrair-e-infectar adultos de G. spegazziniana,
provocando a morte pelo fungo e disseminando a doenca entre os individuos. Este foi
o primeiro relato do uso de dispositivo de autoinoculagédo do fungo B. bassiana para o
controle de populacdes da ampola-da-erva-mate.

4.5 Consideracdes finais

A estratégia de autoinoculacdo para o caso da ampola-da-erva-mate podera
também ser complementada pela adicdo de um atrativo. Nesse sentido, Walerius
(2017) forneceu evidéncias comportamentais para um feromoénio sexual volatil,
produzido por fémeas de G. spegazziniana, podendo futuramente ser adicionado aos
dispositivos de autoinoculacdo para aumentar a atragdo dos insetos e
consequentemente a disseminagdo da doenca através da transmissdo horizontal.

Baseado nos resultados das primeiras tentativas de uso de autoinoculagéo
obtidos neste estudo considera-se que o dispositivo retangular pode vir a se tornar
uma medida viavel no manejo de G. spegazziniana com baixo impacto sobre o
ambiente. Para isso, mais testes sdo necessarios para otimizar o dispositivo de
autoinoculacdo, avaliar seu desempenho em condicbes de campo e propor uma
estratégia de baixo custo e de facil manuseio para obter ampla adocéo.

Por fim, a metodologia utilizada neste estudo para o desenvolvimento de um
dispositivo de autoinoculacdo também pode ser utilizado como modelo para estudo

com outras pragas da mesma familia.
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