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ATIVIDADE DE UM PRODUTO A BASE DE AZADIRACTINA E DE
ISOLADOS DE Beauveria bassiana VISANDO AO CONTROLE DO ACARO-
VERMELHO, Oligonychus yothersi

RESUMO A erva-mate llex paraguariensis St Hil. € uma cultura importante
para a regido sul do Brasil e sofre com ataques de Oligonychus yothersi
(McGregor, 1914) que causa perdas econdmicas. Este acaro ataca a regiao
adaxial das folhas de erva-mate causando bronzeamento e queda foliar. O
objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de Beauveria spp. para o
controle de O. yothersi em folhas de erva-mate e avaliar a atividade de
Azamax®, sobre O. yothersi por irrigacéo sistémica de plantas de erva-mate. A
mortalidade total de O. yothersi variou de 15 a 92% entre os isolados
avaliados e a mortalidade confirmada entre 1 a 80%. Os isolados que se
destacaram quanto a mortalidade total e confirmada foram UNIOESTE 53, 87
e 97, com valores superiores a 70%. Nas avaliacbes dos parametros
bioldgicos os isolados UNIOESTE 87 e 97 apresentaram melhores resultados
que UNIOESTE 53. Com relacéo as avaliacdes de Azamax®, o produto afetou
a viabilidade de ovo-adulto de O. yothersi em 50% no grupo tratado e 63% no
controle. Houve diferenca significativa na fecundidade média, sendo os
maiores valores no controle, 34,0 dias e menores no tratamento, 19,4 dias. A
maior mortalidade ocorreu na terceira semana de aplicacdo da menor
dosagem, com 62,7% de mortalidade. N&o houve diferencga significativa entre
as dosagens testadas e tampouco entre a quantidade de irrigacdes
realizadas. Porém, as diferentes concentracfes do produto demonstraram
acdo acaricida sobre as populagcbes de O. yothersi, afetando sua
sobrevivéncia e a fecundidade. Estes resultados indicam que Azamax® tem
atividade acaricida e potencial como alternativa para controle de populacdes
de O. yothersi quando utilizado na irrigacdo sistémica de plantas de erva-
mate, assim como os isolados fungicos UNIOESTE 87 e UNIOESTE 97 séo
os mais indicados para estudos posteriores visando o controle do acaro

vermelho da erva-mate.
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Palavras-chave: controle microbiano, irrigacao sistémica, llex paraguariensis.

ACTIVITY OF AN AZADIRACHTIN-BASED PRODUCT AND OF FUNGUS
Beauveria bassiana TO RED MITE BIOLOGICAL CONTROL, Oligonychus

yothersi

ABSTRACT Yerba mate (llex paraguariensis A. St. -Hil.) is a culture of great
economic importance in Southern Brasil and suffers attacks by phytophagous
mite Oligonychus yothersi (McGregor, 1914), causing economic damages. The
mite attacks the adaxial surface of yerba mate leaves and causes browning
and falling of the leaves. The aim of this work was to select the isolates of
Beauveria spp. to control O. yothersi in yerba mate leaves and evaluate the
Azamax® activity on O. yothersi by systemic irrigation of yerba mate plants.
Total mortality of O. yothersi varied between 15 and 92% among the evaluated
isolates and confirmed mortality varied between 1 to 80%. The isolates that
stood out in total mortality were UNIOESTE 53, 87 and 97, with total mortality
above 70%. In biological parameters evaluation, the isolates UNIOESTE 87
and 97 showed higher results than UNIOESTE 53. Related to evaluations of
Azamax®, it affected the viability of egg-adult of O. yothersi in 50% in treated
group and 63.3% in control group. The average fecundity was significant
difference, obtaining the larger values in control group (34.0 days) and the
smaller values in treatment group (19.4 days). The highest mortality occurred
in the third week of application of the lowest doses, with 62.7% of mortality.
There was no significant difference between the tested dosages and the
amount of irrigation performed. However, different Azamax® concentrations
showed acaricidal action on O. yothersi populations, affecting survival and
fecundity. These results indicate that Azamax® has acaricidal activity and
potential as an alternative to control of O. yothersi populations when used with
systemic irrigation of yerba mate plants, and the fungal isolates UNIOESTE 87
and UNIOESTE 97 are the most indicated for further studies aiming the control

of yerba mate red mite.
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Keywords: microbial control, systemic irrigation, llex paraguariensis.
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ERVA-MATE

1.1.1 Biologia da espécie, manejo e cultivo

A erva-mate llex paraguariensis St Hil. (Aquifoliales: Aquifoliaceae) é
uma planta que pode atingir de 10 a 15 m de altura (FERLA et al. 2018). E
uma espécie com bom desenvolvimento em areas sombreadas, sendo que na
fase adulta torna-se mais tolerante a luz (FERLA et al. 2018). Sua distribuicédo
natural é de cerca de 540.000 km?, tendo ocorréncia em regiées do Brasil,
Argentina e Paraguai. Sendo que, deste total, aproximadamente 450.000km?
estdo localizados no Brasil, representando 5% do territério nacional (DE
OLIVEIRA & ROTTA, 1985). No Brasil, a planta ocorre em matas subtropicais
e em formacdes de Floresta Ombréfila mista, em associacfes evoluidas com
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (Pinales: Araucareaceae), ndo sendo
encontrada em campos naturais (FERLA et al. 2018).

Devido a devastacdo das matas de araucaria, as areas de exploracéo
da erva-mate se reduziram e como consequéncia diminuiu a oferta de
matéria-prima para a industria ervateira. Para atender a crescente demanda
do mercado, a planta passou a ser cultivada como monocultura,
proporcionando um ambiente favoravel para o aumento populacional de
fitofagos causadores de danos econémicos, além de alterar a morfofisiologia
das plantas (PAGLIOSA et al. 1994; SOARES & IEDE, 1997; PENTEADO
2000; GOUVEA et al. 2006).

Sabe-se gue 0s ervais nativos apresentam menor incidéncia de pragas
gue os adensados, porém produzem menos se comparados ao sistema de
monocultura (BORGES et al. 2003). Apesar de o monocultivo alterar o
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funcionamento normal do ambiente e causar impactos, a cultura cada vez
mais estd sendo a alternativa encontrada pelos agricultores que buscam

maior producdo em um espaco limitado.

1.1.2 Importancia econémica

A cultura da erva-mate € uma atividade de grande importancia socio-
econdbmica e ambiental para a regido sul do Brasil, principalmente para os
estados do Rio Grande do Sul e do Parana, que sdo os maiores produtores
do pais (IBGE, 2018b; FERLA et al. 2018). Juntamente com o Rio Grande do
Sul e Parana, os estados de Santa Catarina e Mato Grosso do Sul se
destacam na producdo de erva-mate no Brasil (IBGE, 2018b; FERLA et al.
2018). No ano de 2015, o Brasil produziu 941.700 toneladas, sendo 64%
deste total de erva-mate cultivada e 36% nativa (IBGE, 2018a). Os paises que
fazem parte do Cone Sul como o Brasil, a Argentina e o Paraguai destacam-
se na producdo mundial de erva-mate, sendo a Argentina o maior produtor,
seguido pelo Brasil e Paraguai (IBGE 2018a; FERLA et al. 2018) A demanda
de mercado do produto vem aumentando, pois além das folhas serem
tradicionalmente utilizadas em bebidas como o chimarrdo, a planta é ainda
matéria prima para refrigerantes, alimentos, cosméticos e para estudos
farmacolégicos, demonstrando que seu cultivo € uma excelente escolha para
os agricultores (OLIVEIRA & WAQUIL, 2015).

1.1.3 Suscetibilidade a pragas

Devido as altera¢gfes na forma de cultivo, os ervais vém sofrendo com
perda de biodiversidade e, consequentemente com o aumento de populagcdes
de organismos causadores de danos econdmicos nas plantacdes, e que
podem atingir o nivel de dano econdmico, sendo considerados pragas quando
nao controlados (PENTEADO et al. 2000; FERLA et al. 2018).

Dentre os organismos que atacam e danificam a erva-mate, estdo os

acaros, que devido a sua alimentacdo causam perdas na produgcdo em ervais,
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decorrente da queda precoce de folhas e secamento de brotacdes. Destaca-
se nesse contexto, Oligonychus yothersi (McGregor, 1914) (Prostigmata:
Tetranychidae), popularmente conhecido como acaro-roxo ou acaro-
vermelho-da-erva-mate, considerado um dos principais acaros encontrados
na cultura. A espécie é reportada por diversos autores com registros de
aumentos de densidade populacional e como causadora de consideraveis
perdas de produtividade em determinados periodos e locais, tanto no Brasil
como na Argentina (COLL & SAINI, 1992; ALVES et al. 2004; MARCHETTI &
SIEBERT, 2005; GOUVEA et al. 2006; FERLA et al. 2018).

1.2 Acaro-vermelho-da-erva-mate, Oligonychus yothersi

Acaros Tetranychidae estdo associados a inimeras espécies vegetais,
alimentando-se do parénquima e extraindo o conteudo celular, provocando
reducdo da capacidade fotossintética da planta (BOLLAND et al. 1998;
MORAES & FLECHTMANN, 2008). Oligonychus yothersi é uma espécie que
tem ocorréncia registrada desde os Estados Unidos até a Argentina, sendo
encontrado em diversas culturas como em plantas de abacate, café, manga,
eucalipto, plantas ornamentais e também na erva-mate (MORAES &
FLECHTMANN, 2008). Usualmente formam aglomera¢des na regido adaxial
das folhas, e devido a alimentacdo, causam bronzeamento e, quando em
altas populacdes, podem provocar a queda foliar (FLECHTMANN, 1983;
MORAES & FLECHTMANN, 2008).

1.2.1 Bioecologia e importancia

Quando associado a erva-mate, o acaro-vermelho O. yothersi é
encontrado na face adaxial de folhas maduras (MARCHETTI & SIEBERT,
2005; GOUVEA et al. 2006; FERLA et al. 2018). E relatado ocorrendo no
Brasil e na Argentina, e 0s danos causados caracterizam-se por extensas
manchas escuras nas folhas da planta, e em grandes populacbes pode

ocorrer a desfolha e perda na produtividade (GOUVEA et al. 2006; ALVES et
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al. 2004; MORAES & FLECHTMANN, 2008).

A incidéncia do &caro varia de acordo com o local onde esta inserido e
a estacdo do ano (GOUVEA et al. 2006; MORAES & FLECHTMANN, 2008).
Maiores niveis populacionais de O. yothersi sdo observados entre os meses
de agosto e setembro devido as condi¢des climaticas favoraveis da época,
quando a temperatura é mais amena entre 20 e 25 °C, e a precipitagdo €
baixa, sendo o acaro favorecido pelos ventos para sua dispersdao (GOUVEA
et al. 2006).

Com relacdo a biologia da espécie, O. yothersi possui a duracdo das
suas fases imaturas de aproximadamente 11 dias, podendo ocorrer de cinco a
seis geracdes anuais (ALVES et al. 2004; MORAES & FLECHTMANN, 2008).
Ainda, fémeas ndo acasaladas sdo capazes de ovipositar e gerar

descendentes machos através de partenogénese (ALVES et al. 2004).

1.2.2. Controle do acaro-vermelho-da-erva-mate

No Brasil, ndo existem produtos registrados junto ao Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA para utilizacdo na erva-mate
visando ao controle do &caro-vermelho (AGROFIT, 2020). Porém, sabe-se
gue agricultores utilizam acaricidas quimicos de forma irregular (BORGES et
al. 2003). Na Argentina é regulamentado o controle quimico desde a década
de 1970 (OHASHI et al. 2014). Dessa forma, nao se conhece a eficiéncia de
controle quimico e, principalmente, os periodos de caréncia e niveis residuais
desses produtos.

Diante da problemética e o risco na utilizacdo de inseticidas quimicos,
h&4 a necessidade de explorar métodos alternativos. A tecnologia que é
empregada na cultura para o controle dos organismos praga € de grande
importancia, ja que as folhas da erva-mate geralmente sdo consumidas in
natura ou ainda constituem a matéria-prima para obtencdo de farmacos,
alimentos, cosmeéticos, bebidas, entre outros produtos (FERLA et al. 2018).
Assim, sd@o necessarias medidas efetivas e sustentaveis, que incluam a

prevencdo e controle da infestacdo. Ainda, a m& utilizacdo de agrotoxicos
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provoca perda de qualidade ambiental, afeta a saude humana, causa
desequilibrio no ecossistema e ainda gera altos custos de aplicagdo para o
produtor (GALLO et al. 2002).

Levando em consideracado o fato de que a legislacéo brasileira desde o
ano de 2009 permite o registro de novos inseticidas para uso na agricultura
organica, justifica-se a realizacdo de estudos visando a possibilidade de

controle de pragas agricolas com produtos mais seguros (BRASIL, 2020).

1.3 Controle bioldgico

Medidas que visam prevenir ou reduzir perdas podem ser tomadas
ajustando as praticas de manejo da cultura e implantando diferentes métodos
de controle dos organismos praga. Desta forma, o controle biol6gico € uma
alternativa que pode manter as populacfes dos agentes patoldgicos em niveis
toleraveis para cada sistema produtivo (PENTEADO et al. 2000).

Estudos que visam ao desenvolvimento de tecnologias para o controle
natural de organismos praga sdo importantes para a manutencdo da
qualidade ambiental, da saude humana e do equilibrio da biodiversidade
como um todo (PARRA, 2002). O controle biolégico de espécies que atingem
o nivel de dano econdbmico na agricultura possibilita que a producdo seja
realizada de maneira organica, oferecendo um produto de maior qualidade ao
consumidor final. Padronizando a forma de producdo € possivel que a
utilizacdo das plantas seja ampliada trazendo maiores rendimentos para a
regido onde se insere (PENTEADO et al. 2000; PARRA, 2002; FERLA et al.
2018).

Especificamente para a erva-mate, essa alternativa de controle
contribui para a solucdo de alguns dos principais problemas que afetam a
cadeia produtiva da cultura, garantindo a qualidade e seguranca no produto a
ser comercializado pelas indastrias. Para que haja uma ampliagdo da
utilizacdo da erva-mate é essencial que haja reorganizacdo do manejo e
garantia de maior qualidade do produto (FERLA et al. 2018).

O controle biolégico de adultos e formas imaturas de O. yothersi se da
20



naturalmente por meio de insetos e &caros predadores e microrganismos
acaropatogénicos (ALVES & DE OLIVEIRA, 2009; FERLA et al. 2018).
Estudos objetivando ao controle biologico de O. yothersi vem sendo
realizados em diferentes culturas com a utilizacdo de diferentes organismos e
métodos alternativos (FRANK et al. 1992; OLIVEIRA et al. 2002; 2004;
ALVES & DE OLIVEIRA, 2009; BIDDINGER et al. 2009; RIOJA & VARGAS,
2009; RIOJA et al. 2015; ALVES et al. 2016).

1.3.1 Fungos Acaropatogénicos

Uma alternativa para controlar populacbes de acaros praga € a
utilizacao de fungos entomopatogénicos (ALVES, 1998). Essa tecnologia vem
ganhando maior representatividade e atengdo nos ultimos anos tanto na
América Latina quanto em diversas outras partes do mundo (ALVES et al.
2002). Dentro do grupo dos fungos entomopatogénicos sdo encontrados 0s
pertencentes ao subgrupo chamado de fungos acaropatogénicos que s&o 0s
fungos que possuem espécies de &caros como hospedeiros alvo
(CHANDLER et al. 2000). Estes fungos podem ser estudados objetivando o
controle biolégico de espécies de acaros em diversas culturas, ou ainda para
o Manejo Integrado de Pragas em associacdo com acaros predadores do
fitofago causador de danos agricolas (CHANDLER et al. 2000).

Estes fungos sdo microrganismos que se caracterizam por parasitarem
artropodes em diversas culturas e sédo importantes agentes de controle
biolégico em todo o mundo (VEGA et al. 2012; SCHAPOVALOFF et al. 2015).

O mecanismo de infeccdo dos fungos entomopatogénicos em geral tem
ocorréncia via tegumento inciando com a adeséo dos conidios a cuticula dos
hospedeiros, germinando em um periodo entre 12 e 18h, dependendo da
presenca de oxigénio, nutrientes e variacdbes no pH e na temperatura. A
penetracdo na cuticula ocorre principalmente pela acdo de enzimas
(STARNES & JOKLIK, 1983; FERRON et al. 1991). A penetragdo no
hospedeiro é facilitada pela producdo de proteases, quitinases e lipases,

ocorrendo diretamente na cuticula. Apds, o fungo se espalha por todo corpo,
21



produzindo altas quantidades toxinas, causando a paralisia e a morte do
organismo (FLEXNER et al. 1986; GILBERT & GILL, 2010). Apdés o
hospedeiro morto, o fungo coloniza o corpo todo e sob condi¢des ambientais
favoraveis, hifas emergem para fora do cadaver, esporulando na superficie,
podendo infectar outros hospedeiros que também sdo suscetiveis através da
disseminagdo no ambiente pela 4gua, pelos ventos e outros invertebrados
(ALVES, 1998; GILBERT & GILL, 2010). Existem diversas variacdes e até
mesmo excecdes para esse ciclo de vida dos fungos entomopatogénicos. No
entanto, o ambiente e o hospedeiro sdo cruciais para a sobrevivéncia e a
reproducao do fungo (GILBERT & GILL, 2010).

A suscetibilidade de um hospedeiro a um patdgeno fungico €
influenciada por muitos fatores, incluindo as propriedades do hospedeiro e
patégeno, além de fatores ambientais (GILBERT & GILL, 2010).

Diversas espécies de fungos possuem potencial para controlar
organismos praga, ainda, ha grande quantidade de isolados fungicos da
mesma espécie encontrados nos mais variados hospedeiros, ambientes e
climas, influenciando na relacdo do hospedeiro com o patégeno (MARTINS et
al. 2016).

Além disso, € importante ressaltar que os fungos apresentam
consideravel variabilidade genética que influencia na capacidade de produzir
toxinas e enzimas fundamentais para o fungo se aderir, colonizar e matar o
hospedeiro, afetando diretamente a atividade patogénica (ALVES, 1998;
CHANDLER et al. 2000; XIAO et al. 2012). Desta forma, um determinado
isolado fungico pode ser letal para uma ou mais espécies e indécuo para
outras. Para tanto, sdo necessarios bioensaios com condi¢des controladas
para que seja possivel determinar a patogenicidade (capacidade de causar
uma doenca ao hospedeiro) e a viruléncia (gravidade da doenca) do isolado
fungico (ROHRLICH et al. 2018).

Para que um isolado seja considerado eficiente no controle, é
necessario que além da atividade patogénica e viruléncia, sua capacidade de
producédo de conidios seja avaliada, pois um fungo com capacidade limitada é

invidvel para multiplicacdo em grande escala e, consequentemente nao
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consegue suprir as necessidades exigidas para sua utilizacdo em programas
de controle biolégico (MANIANIA et al. 2008).

Os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.Criv.) Vuill.
1912 (Ascomycetes: Clavicipitaceae), Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae), Hirsutella thompsonii (Fisher),
Paecilomyces sp., Triplosporium sp. (Thaxter) Batko e Neozygites sp.
(Zygomycota: Entomophthorales) podem ser encontrados no mundo inteiro,
em associacdo com populacdes de acaros fitéfagos, contribuindo de forma
natural para controle destes organismos em diferentes culturas de importancia
agricola (ALVES, 1998; CHANDLER et al. 2000; FERLA et al. 2018).
Especificamente em relacdo as pragas da erva-mate, fungos dos géneros
Beauveria, Metarhizium e Isaria (Persoon) sdo comumente utilizados em
estudos com o objetivo de controla-las, com destaque para a espécie
Beauveria bassiana (DALLA SANTA et al. 2009; BORGES et al. 2011; ALVES
et al. 2013; FANTI & ALVES, 2013; SCHAPOVALOFF et al. 2014
THOMAZONI et al. 2014).

1.3.2 O fungo Beauveria bassiana

Beauveria bassiana é reconhecido como uma espécie generalista com
uma ampla gama de hospedeiros, sendo mais de 700 espécies de artropodes
(ROHRLICH et al. 2018). Este fungo € comumente encontrado em insetos
mortos em ambiente natural, podendo ocorrer de forma enzodtica ou
epizootica em diferentes espécies de artrépodes ou ainda sobre amostras de
solo (SAMSINAKOVA, 1966; ALVES, 1998; PIRES, 2002). Além disso, B.
bassiana € amplamente estudado como agente de controle bioldgico,
possuindo ocorréncia em muitos paises, sendo mais frequentemente
encontrado sobre insetos e amostras de solo (SAMSINAKOVA, 1966; ALVES,
1998; PIRES, 2002).

Dentre os hospedeiros desta espécie fungica aléem dos acaros estéao
lepidopteros, coleopteros, hemipteros, dipteros, himenopteros e ortdpteros,

sendo que, a espécie ja foi reportada ocorrendo em mais de 200 espécies de
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insetos agrupados em nove ordens (IGNOFFO, 2009; ALVES, 1998). Seus
conidios possuem a capacidade de penetrar em qualquer parte da cuticula do
inseto, ou até mesmo atraves do aparelho respiratério e digestorio (IGNOFFO,
2009; ALVES, 1998).

Segundo Leite et al. (2011), B. bassiana é um dos fungos
entomopatogénicos mais estudados no mundo por possuir capacidade de
atuar em uma maior gama de hospedeiros e por poder ser faciimente
cultivados em meio de cultura.

Especificamente contra os acaros que infestam a erva-mate, Martins et
al. (2016), testaram em laboratério isolados de Beauveria spp., contra o
acaro-branco, Polyphagotarsonemus latus, e obtiveram taxas de mortalidade
total e confirmada de 70% e 57,7%, respectivamente.

Em relacdo ao acaro O. yothersi, estudos prévios, realizados por
Oliveira et al. (2002) comprovaram a sua suscetibilidade a isolados de B.
bassiana. Posteriormente, Oliveira et al. (2004) avaliaram 82 isolados de
fungos, sendo 64 de B. bassiana, 10 de M. anisopliae e 8 de Isaria
fumosorosea (Paecilomyces fumosoroseus) visando ao controle de O.
yothersi. Segundo os autores, nove isolados de B. bassiana causaram
mortalidade superior a 70% do &caro.

Frente a variacdo na atividade de isolados aos hospedeiros, a busca
por isolados mais ativos e que sejam passiveis de producdo em grande
escala é necessaria e justificada a busca por isolados que sejam mais
adequados ao uso. Assim, estudos mais detalhados devem ser realizados
visando a selecionar maior nimero de isolados de fungos acaropatogénicos,
visando ao desenvolvimento de tecnologias para controle do acaro-vermelho

em erva-mate.

1.3.3. Bioacaricidas a base de Azadiractina

A exploracdo de compostos isolados do metabolismo secundario de
plantas tem sido estudada como uma alternativa com grande potencial

(WEATHERSBEE & MCKENZIE, 2005).
24



Produtos derivados da planta popularmente conhecida como nim
(Azadirachta indica A. Juss) (Sapindales: Meliaceae) sdo utilizados para o
controle diversos organismos reportados como pragas na agricultura
(WEATHERSBEE & MCKENZIE, 2005). O principal ingrediente ativo com
potencial acaricida e encontrado de forma abundante na planta é o limonoide
azadiractina. A azadiractina tem diferentes modos de acao, sendo descrita por
atuar como repelente, deterrente alimentar, inibidor de crescimento, interferir
na reproducdo e por causar anomalias anatdbmicas em artropodes
(SCHMUTTERER, 1990; NISBET, 2000; WEATHERSBEE & MCKENZIE,
2005; SILVA et al. 2009; SCHLESENER et al. 2013; ABEDI et al. 2014;
SANCHEZ-RAMOS et al. 2014). A forma mais comum da utilizacdo do nim é o
0leo, abundante nos frutos e sementes, porém, no Brasil, h4 também o
produto Azamax® que é um concentrado emulsionavel contendo 1,2% de
azadiractina A e B (12g/L) em 0leo vegetal (UPL, 2020).

Diversos estudos relatam a efetividade da utilizagdo de derivados da A.
indica no controle de insetos e acaros praga, em diferentes formas de
aplicacéo, diversas culturas e em cultivos organicos e convencionais devido a
sua elevada toxicidade sobre artrépodes e seu poder de degradacao
ambiental (SCHMUTTERER, 1990; NISBET, 2000; WEATHERSBEE &
MCKENZIE, 2005; SILVA et al. 2009; BERNARDI et al. 2013; SCHLESENER
et al. 2013; ABEDI et al. 2014).

Com relacao ao acaro-vermelho da erva-mate, O. yothersi, comprovou-
se em campo, a acdo de um produto & base de azadiractina (Azamax®) na
concentracdo de 2,5 ml/L pulverizado sobre folhas de erva-mate, causando
aproximadamente 90% de mortalidade dos acaros, repeléncia e acdo ovicida
em laboratério. E ainda a reducdo de 59,6% de acaros em campo,
pulverizando-se o produto nas folhas (ALVES et al. 2016).

Além da pulverizacdo, também vem sendo estudada a irrigacdo como
forma de aplicacdo de azadiractina visando ao controle de insetos e acaros
praga (HUMMEL & KLEEBERG, 2010), pois é sabido que a azadiractina
apresenta circulacao sistémica nas plantas (THOEMING et al. 2006). Nesse

sentido, Sundaram et al. (1995) observaram a reducdo na populacdo do acaro
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Tetranychus urticae (Koch) em plantas de alamo tratadas com azadiractina
via irrigacdo. Azamax® também foi avaliado via irrigacdo sistémica contra
acaros-praga do coqueiro, obtendo resultados satisfatérios quanto a
mortalidade e ac&o sobre o desenvolvimento destes fitofagos (SUJATHA et al.
2005; BAGDE et al. 2014; HEGADE et al. 2017).

Atualmente, sdo encontradas diferentes formulagcdes comerciais de
derivados da planta da A. indica, podendo ser a base de 6leo de nim ou da
azadiractina disponiveis no mercado mundial. No Brasil, existem cinco
formulacdes registradas de produtos comercializados a base de azadiractina,
dentre elas o produto Azamax® (AGROFIT, 2020). O produto comercial foi
introduzido no Brasil no ano de 2009 e consiste em um concentrado
emulsionavel contendo 1,2% de do tetranortriterpendide azadiractina A e B
(12g/L) em oleo vegetal (UPL, 2020). O produto € recomendado para o
controle de insetos e &caros pragas em diferentes culturas, possuindo
certificacdo para utilizacdo em diversos tipos de cultivos tanto em sistema
convencionais como organicos (AGROFIT, 2020; IBD, 2020).
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2. ATIVIDADE DE UM PRODUTO A BASE DE AZADIRACTINA SOBRE
Oligonychus yothersi (MCGREGOR) (ACARI: TETRANYCHIDAE) EM
PLANTAS DE ERVA-MATE

RESUMO O controle de populagbes de acaros fitéfagos que prejudicam a
agricultura € possivel ser realizado com a utilizacdo de bioacaricidas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de Azamax® sobre O. yothersi
através da irrigacdo sistémica de plantas de erva-mate. Para avaliar a
atividade sobre adultos foram realizadas trés aplicagdes semanais em 10
plantas (70 ml na base da planta - 2,5, 4,0, 5,5 ml/L e agua destilada). Apoés 7,
14 e 21 dias da primeira aplicacdo uma folha/planta foi retirada e infestada
com 15 fémeas adultas. As avaliagbes ocorreram diariamente/5 dias para
verificacdo de mortalidade e oviposicdo. Para avaliar a atividade no
desenvolvimento, sobrevivéncia e fecundidade, 15 mudas de erva-mate foram
irrigadas com Azamax® 2,5 ml/L e o grupo controle foi tratado com &gua
destilada. Apés sete dias, as folha foram coletadas e preparadas arenas. A
biologia iniciou com 30 ovos/tratamento. As fases imaturas foram avaliadas
trés vezes ao dia e na fase adulta apenas uma vez ao dia. Azamax® afetou a
viabilidade de ovo-adulto em 50% nos acaros tratados e 63% no grupo
controle. Na fecundidade média houve diferenca significativa, sendo o maior
valor no controle (34 dias) e o menor para plantas irrigadas com Azamax®
(19,4 dias). A maior mortalidade observada foi na terceira semana de
aplicacdo da menor dosagem, com 62,7% de mortalidade. Nao houve
diferenca significativa entre as diferentes dosagens testadas e tampouco
entre a quantidade de irrigacbes realizadas. Porém, as diferentes
concentracdes de Azamax® demonstraram acdo acaricida sobre as
populacdes de O. yothersi, afetando a sobrevivéncia e a fecundidade. O
produto demonstrou atividade acaricida e tem potencial como alternativa para
controle de populacdes de O. yothersi quando utilizado na irrigacdo sistémica
de plantas de erva-mate.

Palavras-chave: irrigagéo sistémica, acaro fitofago, llex paraguariensis.
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ACTIVITY OF AN AZADIRACHTIN-BASED PRODUCT ON Oligonychus
yothersi (MCGREGOR) (PROSTIGMATA: TETRANYCHIDAE) IN YERBA
MATE

ABSTRACT The control of phytophagous mites populations that affect the
agriculture is possible with the use of bioacaricides. The aim of this work was
to evaluate the Azamax® activity on the spider mite Oligonychus yothersi by
systemic irrigation of yerba mate plants. To evaluate the activity on adults, 3
weekly applications were performed in 10 plants (70 ml at the base of the plant
— 2.5, 4.0, 5.5 ml/L and distilled water). After 7, 14 and 21 days from the first
application, one leaf/plant was removed and infested with 15 adult females.
The evaluation was done daily/5 days to verify mortality and oviposition. To
evaluate the effect on development, survival and fertility, 15 seedlings of yerba
mate were irrigated with Azamax® 2.5 ml/L and the control group was treated
with distilled water. After 7 days, leaves were collected and arenas were
made. The life table started with 30 eggs/treatment. Immature stage was
evaluated three times a day and adult stage one time a day. Azamax® affected
the viability of egg-adult, being 50% in treated mites and 63% in control group.
The average fecundity was significant difference, with the highest value in the
control group (34 days) and the lowest values to plants irrigated with Azamax®
(19.4 days). The highest mortality observed was in the third week of
application of the lowest dose, with 62.7% of death. There was no significant
difference between the tested dosages and the amount of irrigation performed.
However, different Azamax® concentrations showed acaricidal action on O.
yothersi populations, affecting survival and fecundity. Thus, the product
showed acaricidal activity and has potential as an alternative to control O.

yothersi populations when used with systemic irrigation of yerba mate plants.

Keywords: systemic irrigation, phytophagous mite, llex paraguariensis
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2.1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis) (St Hil., 1822) (Celastrales:
Aquifoliaceae) ocorre naturalmente no Brasil, Argentina e Paraguai (DE
OLIVEIRA & ROTTA, 1985), constituindo-se em um dos sistemas
agroflorestais mais antigos. Apresenta grande importancia ambiental e
socioeconémica principalmente para o Rio Grande do Sul e o Parana, que
sdo os maiores produtores de erva-mate do Brasil (IBGE, 2018b). As folhas
da planta sado tradicionalmente utilizadas em bebidas, servindo como matéria
prima para alimentos, cosméticos e estudos farmacolégicos (OLIVEIRA &
WAQUIL, 2015).

Atualmente é explorada em monocultivos ampliando assim a oferta de
folhas. Porém, essas areas apresentam perda de biodiversidade em relagédo
as é&reas naturais e consequentemente populacfes mais elevadas de
organismos com potencial de status de pragas (ALVES et al. 2000;
PENTEADO et al. 2000), como constatado por Borges et al. (2003) que
verificaram em ervais nativos a menor ocorréncia de pragas que em plantios
adensados.

Dentre os acaros que atacam a cultura, destaca-se o acaro-vermelho
da erva-mate, Oligonychus yothersi (McGregor) (Prostigmata: Tetranychidae)
gue é encontrado atacando a regido adaxial de folhas maduras da erva-mate
causando o bronzeamento e a queda das folhas quando em infestacOes
elevadas (ALVES et al. 2000; ALVES et al. 2004; MARCHETTI & SIEBERT,
2005; GOUVEA et al. 2006).

No Brasil, ndo € permitido o uso de agrotéxicos para o controle de
pragas da cultura da erva-mate (AGROFIT, 2020) o que justifica a busca por
alternativas. Por outro lado, produtos derivados da planta nim (Azadirachta
indica A. Juss) (Sapindales: Meliaceae) sao utilizados para o controle de
diversas pragas agricolas (WEATHERSBEE e MCKENZIE, 2005). O principal
ingrediente ativo da planta é a azadiractina, com reconhecida agéo repelente,
fagoinibidora e de interferéncia no desenvolvimento e reproducéo de acaros e

insetos (SCHMUTTERER, 1990; NISBET, 2000; WEATHERSBEE &
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MCKENZIE, 2005; SILVA et al. 2009; SCHLESENER et al. 2013; ABEDI et al.
2014; SANCHEZ-RAMOS et al. 2014). A forma mais comum da utilizacao do
nim é o oleo, abundante nos frutos e sementes, porém, no Brasil, hd também
o produto Azamax® que é um concentrado emulsionéavel contendo 1,2% de
azadiractina A e B (12g/L) em 6leo vegetal (UPL, 2020).

Existem diversos relatos sobre a utilizacdo de derivados do nim no
controle de insetos e acaros praga, em diferentes formas de aplicacdo em
cultivos organicos e convencionais (SCHMUTTERER, 1990; WEATHERSBEE
e MCKENZIE, 2005; SILVA et al. 2009; BERNARDI et al. 2013;
SCHLESENER et al. 2013; ABEDI et al. 2014). Especificamente em relacdo
ao acaro-vermelho da erva-mate, comprovou-se em campo, a acdo de um
produto & base de azadiractina (Azamax®) na concentracdo de 2,5 ml/L
pulverizado sobre folhas de erva-mate, causando cerca de 90% de
mortalidade de &caros, repeléncia e acdo ovicida em laboratério. E ainda a
reducado de 59,6% de acaros em campo, pulverizando-se o produto nas folhas
(ALVES et al. 2016).

Além da pulverizacao, também vem sendo estudada a irrigacdo como
forma de aplicagdo de azadiractina visando ao controle de insetos e acaros
praga (HUMMEL & KLEEBERG, 2010), pois € sabido que a azadiractina
apresenta circulacao sistémica nas plantas (THOEMING et al. 2006). Nesse
sentido, Sundaram et al. (1995) observaram a reduc¢éo na populacéo do acaro
Tetranychus urticae (Koch) em plantas de alamo tratadas com azadiractina
via irrigacdo. Azamax® também foi avaliado via irrigacdo sistémica contra
acaros-praga do coqueiro, obtendo resultados satisfatérios quanto a
mortalidade e ac&o sobre o desenvolvimento destes fitofagos (SUJATHA et al.
2005; BAGDE, et al. 2014; HEGADE et al. 2017).

Considerando os resultados ja obtidos com a irrigacdo do produto
Azamax® contra O. yothersi, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar a atividade do produto aplicado via irrigacdo em plantas de erva mate

sobre o acaro-vermelho.

2.2 MATERIAL E METODOS
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Biotecnologia
Agricola da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Unioeste, Campus de
Cascavel, PR, e no Laboratorio de Acarologia da Universidade do Vale do
Taquari — Univates, Lajeado RS. Os bioensaios foram desenvolvidos em
condi¢bes controladas (26 £ 1 °C, Umidade Relativa (UR) = 60 = 10% e 12h
de fotofase). O produto utilizado nos testes foi 0 Azamax®, que contém 1,2%
de azadiractina A e B (12 g/L) (UPL, 2020).

2.2.1 Manutencado das mudas de erva-mate

As mudas de erva-mate, utilizadas nos experimentos foram obtidas de
um produtor comercial e possuiam tamanho homogéneo de aproximadamente
20 cm de altura. As plantas foram cultivadas em recipientes plasticos (700 ml)
contendo composto organico Humiterra® (himus de minhoca com terra,
carvao vegetal e casca de pinus moida), foram mantidas em ambiente
protegido com tela de polipropileno 50% e receberam irrigagdo de 30 mL de

agua a cada dois dias (Figura 1).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 1. Mudas de erva-mate em recipientes plasticos com substrato (A);
ambiente protegido com as mudas padronizadas para os bioensaios (B).

Durante os periodos de experimento, as mudas utilizadas receberam

20 ml de &gua destilada a cada dois dias para a sua manutencdo em
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laboratorio.

Anterior ao inicio de cada experimento, as plantas foram mantidas 24h
sem irrigacdo e as folhas das plantas foram limpas com o auxilio de algodao
umedecido com solucdo de hipoclorito de sédio (1%) e agua destilada para

evitar a presenca de organismos.

2.2.2 Criacao estoque dos acaros

A criacdo estoque de Oligonychus yothersi foi estabelecida a partir de
acaros provenientes de plantas de erva-mate do erval comercial Erva-Mate
Laranjeiras (24°58'05.2"S 53°24'22.5"W) da cidade de Cascavel — PR (Figura
2).

Fonte Aruivo pessoa'
Figura 2. Erval onde foram realizadas as coletas de folhas de erva-mate (A);
coleta de folhas de erva-mate contendo O. yothersi (B).

ApoGs a coleta, as folhas com acaros foram transportados em sacos
plasticos até o laboratério para posterior triagem. Os acaros foram mantidos
em caixas plasticas (Gerbox de 11 cm x 11 cm x 3 cm de altura) contendo
uma folha de erva-mate cada, com a face adaxial voltada para cima e com as
bordas envoltas por algoddo umedecido para evitar a fuga dos espécimes. As
folhas estavam dispostas sobre espuma de poliuretano umedecida com agua
destilada em caixa tipo gerbox (11 cm x 11 cm x 3 cm de altura) (Figura 3).
Utilizando pincel de ponta fina, 20 fémeas acasaladas e cinco machos foram
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transferidos para as arenas que foram mantidas em bandejas retangulares de
plastico a 26 £ 1 °C, UR = 60 + 10%, fotofase de 12h para estabelecimento e
manutencao das criacdes. As folhas de erva-mate eram trocadas a cada duas

semanas ou de acordo com a necessidade, observando-se o estado em que

as folhas se encontravam.

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 3. Triagem de material de campo para estabelecimento da criacéo de
O. yothersi (A); Gerbox para manutencéo da criacdo estoque de O. yothersi

(B).

2.2.3 Bioensaios

2.2.3.1 Atividade sobre fertilidade e mortalidade de adultos

Foram selecionadas 40 plantas de erva-mate e diariamente, durante
cinco dias foram irrigadas com 20 ml de agua destilada. No sexto dia,
suspendeu-se a irrigacao e apos 24h, as plantas foram divididas em grupos
de 10 e receberam junto a sua base uma aplicacdo de 70 ml de solucéo do
produto Azamax®, sendo as dosagens testadas, 2,5 (dosagem recomendada
para a maioria das culturas), 4,0 e 5,5 ml/L em agua destilada (segundo a
orientacao do fabricante), sendo 10 plantas para cada concentracao testada.
Também, foi preparado um grupo controle que recebeu apenas agua

destilada. ApoGs a aplicacéo, as mudas foram mantidas em casa de vegetacao
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e receberam diariamente a irrigacdo de 20 ml de &gua destilada. Uma
semana apo0s a aplicagdo, retirou-se uma folha de cada planta para a
confeccdo das arenas e cada folha recebeu 15 fémeas adultas acasaladas
provenientes da criacdo estoque (RODE et al. 2018). Ap0s retirar as folhas,
repetiu-se todo o procedimento de manutengcdo das plantas com rega diaria
por seis dias, jejum hidrico de 24h e irrigacdo com as respectivas solucdes de
Azamax®. Os bioensaios foram repetidos nas duas semanas seguintes, para
avaliacdo de possiveis efeitos do produto no decorrer de trés semanas. Ou
seja, foi realizada uma irrigacdo semanal com montagem de bioensaios na
sequencia durante trés semanas. Todas as arenas foram avaliadas
diariamente as 13h, durante cinco dias para verificacdo da mortalidade e
contagem dos ovos. Eram considerados mortos os individuos que nao
reagiram ao toque do pincel. Ap6s esse periodo, as fémeas sobreviventes
foram retiradas das arenas e os ovos avaliados diariamente por mais sete
dias para avaliacdo de fertilidade. As arenas foram mantidas em bandeja
retangular (38 x 27 cm), e permaneceram a 26 + 1°C, UR = 60 = 10%,

fotofase de 12h, durante o periodo de avaliacdo dos bioensaios (Figura 4).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 4. Arenas do experimento de atividade sobre fertilidade e mortalidade
de adultos de Oligonychus yothersi (A).
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2.2.3.2 Efeito sobre a biologia

Mudas de erva-mate previamente selecionadas foram divididas em dois
grupos iguais (30 plantas cada), no primeiro as mudas foram irrigadas com
Azamax® conforme descrito anteriormente, porém somente utilizando o
produto na concentracdo recomendada para a maioria das culturas, 2,5 ml/L,
e 0 segundo recebeu apenas agua destilada (controle). Uma folha de cada
planta foi retirada para montagem de arenas conforme adaptadas de Toldi et
al. (2016) (Figura 5).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 5. Arenas utilizadas no bioensaio de atividade no desenvolvimento,
sobrevivéncia e fecundidade de Oligonychus yothersi (A) (B), em camara
B.O.D. para manutencdo das bandejas com as arenas durante o periodo de
experimento (C).

Em cada arena foram colocadas trés fémeas adultas fecundadas
provenientes da criacdo estoque e foram mantidas durante 24h para
oviposi¢cdo (RODE et al. 2018). Apos esse periodo, as fémeas foram retiradas

e manteve-se em cada arena apenas um ovo. As arenas foram mantidas em
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bandejas retangulares de plastico (38 x 27 cm), permanecendo em camara de
germinagdo a 26 £ 1 °C; UR = 60 = 10%, fotofase de 12h durante o periodo
dos bioensaios. Foram preparadas 30 arenas para cada tratamento, sendo
cada uma considerada uma repeticao.

Durante o desenvolvimento das fases imaturas foram realizadas trés
observacg@es diarias (8, 13 e 18h) para acompanhar o desenvolvimento (ovo,
larva, protoninfa e deutoninfa) e mortalidade dos acaros (Figura 6). Assim que
atingiram a fase adulta, foi inserido um macho obtido da criacdo estoque em
cada uma das arenas com fémeas e diariamente, as 13h realizou-se a
avaliacédo, a fim de verificar o nUumero de ovos postos e a sobrevivéncia das

fémeas. Os &caros machos que atingiram a fase adulta foram avaliados

apenas para verificar o tempo de sobrevivéncia.

M el
Fonte: Arquivo pessoal
Figura 6. Fases do desenvolvimento ovo-adulto de Oligonychus yothersi,
Ovos (A), Larva (B), Crisalidas (C), Protoninfa e Deutoninfa (D), Adultos
(macho e fémea) (E), Fémea adulta (F).

2.2.4 Anélise de dados

Para realizacdo dos testes estatisticos foram previamente testados os
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pressupostos de normalidade por Shapiro-Wilk e Homogeneidade das
variancias por Bartlett. Em seguida os dados foram submetidos a Anélise de
Variancia (ANOVA) com duas vias para determinar se haveriam diferencas
entre os tratamentos. O software utilizado foi Statistica versdo 7.0.

Foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05) como PostHoc para
comparacgdes mdltiplas entre as semanas, entre os tratamentos e entre 0s
tratamentos associados as semanas, utilizando o software Graphpad PRISMA
8.02 [versdo de avaliacdo]. Para a correcdo da mortalidade, utilizou-se a
formula de Schneider-Orelli.

De forma semelhante, utilizou-se o teste de Tukey (p < 0,05) para
avaliar a duracao de cada fase imatura, ovo, larva, protoninfa e deutoninfa, de
ambos os tratamentos utilizando o software Bioestat 5.3.

Para a comparacdo da fecundidade média e duracdo em dias dos
periodos de pré-oviposicao, oviposicao e longevidade de Oligonychus yothersi
do tratamento com o controle, as médias foram submetidas ao teste t (p <

0,05), utilizando o software Bioestat 5.3.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Atividade sobre fertilidade e mortalidade de adultos

O produto Azamax® apresentou efeito sobre a fertilidade de fémeas de
Oligonychus yothersi, tanto na variacdo da concentracdo quanto no numero
de aplicacdes (Tabela 1).

Na maior concentracdo, a oviposicdo média variou entre 141,4 e 84,6
ovos, sendo constatada menor quantidade de ovos apenas na terceira
semana. Quanto ao tratamento 4,0 ml/L, a oviposicdo apresentou o0 maior
valor na primeira aplicacdo (128,5) e reduziu significativamente na segunda e
terceira aplicacdes (70,1 e 75,4 respectivamente). Na menor concentracao
avaliada a quantidade de aplicacbes do produto ndo apresentou diferenca
significativa (Tabela 1).

Com relacdo as concentracdes testadas, na primeira aplicagdo, apenas
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na menor concentracao houve reducao significativa da oviposicao (75,9 ovos)
diferindo-se das demais concentragdes e do controle. Contudo, na segunda
semana, o tratamento 4,0 ml/L de Azamax® diferiu-se estatisticamente das
demais concentracfes, apresentando a menor oviposicdo com 70,1 ovos,
engquanto os demais tratamentos nao diferiram do grupo controle. Na terceira
semana, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos, diferindo
apenas o grupo controle, sendo 0 mesmo constatado na média final (Tabela
1). No geral, os resultados indicaram que o produto nas trés concentracfes

avaliadas apresentou efeito na oviposigao.

Tabela 1. Numero médio de ovos obtidos de fémeas adultas de Oligonychus
yothersi em folhas de erva-mate apés irrigacdes semanais de Azamax®
(azadiractina A/B 12g/L) nas concentracbes de 2,5, 4,0 e 55ml/L em
laboratorio (26 £ 1 °C, UR = 60 £ 10% e 12h de fotofase).

Aplicacbes
Concentracéo
(miiL) 12 2 3 Média mZ%?;%%*
5,5 141,4+£20,09Ba 141,8+12,33 Ba 84,6 + 9,6 Ab 1226 £ 19 A 23,7
4,0 128,5+ 17,9 Ba 70,1+125Ab 754+131Ab 91,3+186A 43,2
2,5 75,9 £ 14,1 Aa 115,5+ 22,5 Ba 77,6 £5,0 Aa 89,6 £129 A 44,2
Controle 169,1 + 14,0 Ba 155,8 + 9,8 Ba 157,2+9,4Ba 160,7+4,2B -

Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e minuscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05); *em relacéo ao grupo controle.

Semelhante aos resultados encontrados na oviposicédo, a eclosao de
ovos de Oligonychus yothersi, na primeira semana de aplicacdo apresentou
diferenca significativa somente na diluicdo de 2,5ml/L, j& 0s outros
tratamentos foram semelhantes entre si e ao grupo controle. J& na segunda
semana de aplicagdo, o tratamento 4,0ml/L diferiu-se das demais diluigbes e
do controle, sendo novamente semelhante aos resultados obtidos nas
avaliacbes de oviposicdo. Na terceira aplicacdo, as trés diluicbes foram
estatisticamente iguais, diferindo-se somente do grupo controle, que
apresentou valor maior do que os tratamentos no periodo (Tabela 2).

Verificou-se que igualmente a oviposicdo, houve reducdo de forma
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mais significativa na terceira semana, periodo este em que todos os
tratamentos com Azamax® diferiram estatisticamente do grupo controle, com
uma menor taxa de eclosdo dos ovos (Tabela 2).

Assim como para a oviposicdo, nota-se que a eclosdo € afetada de
forma menos abrupta nas primeiras semanas para o tratamento na
concentracdo de 5,5 ml/L de Azamax®, enquanto na terceira semana o efeito
€ significativamente aumentado. Diferentemente, o tratamento com a
concentracdo intermediaria apresentou reducdo da eclosdo a partir da
segunda semana e o tratamento com 2,5 ml/L apresentou o maior valor de
eclosédo na segunda semana de avaliacdo. Os maiores valores de reducéo da
eclosdo foram registrados para os tratamentos com as dosagens 2,5 e 4,0

ml/L de Azamax® (Tabela 2).
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TABELA 2 - Fertilidade de ovos de fémeas adultas de Oligonychus yothersi em folhas de erva-mate apoés irrigacdes
semanais de Azamax® (Azadiractina A/B 12g/L) nas concentracdes de 2,5, 4,0 e 5,5ml/L em laboratério (26 + 1 °C, UR = 60 +

10% e 12h de fotofase).

Aplicacdes
CO”C(;"I‘}S@O O+ o % 32 % Média Final Reducio *
5,5 129,7+13,8Aa 91,96  1305+7,3Aa 91,82 73+8,1Bb 97,17 111,1+19 B 27,35%
4,0 117,3+184Aa 89,12  62,2+131Bb 87,02  657+144Bb 8579  81,7+17,8BC 46,54%
2,5 65 + 11,2 Bb 8462  106+16,8Aa 9260 669+6,11Bb 8579 79,3t 13,3BC 48,13%
Controle 157,3+132Aa 9323  1499+95Aa 9631 151,5+99Aa 97,17 152,922 A -

Médias (x EP) seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e minascula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05); *em relacéo

ao grupo controle; **em relacdo a oviposicao
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Em relacdo a avaliacdo de mortalidade, verificou-se que com uma aplicagcédo
ndo houve efeito significativo do produto (Tabela 3). Contudo, na 22 aplicagao, a
mortalidade de acaros nos tratamentos com 4,0 e 5,5 ml/L foi estatisticamente maior
(47,3 e 48%, respectivamente). A maior mortalidade observada na terceira aplicacao
ocorreu no tratamento de menor dosagem, com 62,7% de acaros mortos. Além
disso, verificou-se aumento da mortalidade acumulada.

Quanto a comparacdo do desempenho dos tratamentos em funcdo da
quantidade de aplicacOes, apenas o tratamento com a maior concentracdo do
produto apresentou o0 mesmo desempenho em todas as avaliagdes,
independentemente da quantidade de aplicacbes. O tratamento 4,0 ml/L apresentou
aumento de mortalidade a partir da segunda semana e manteve desempenho
semelhante na terceira semana. Ja a menor concentracdo avaliada apresentou

aumento de mortalidade apenas na terceira semana de avaliagéo (Tabela 3).
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Tabela 3. Mortalidade de fémeas adultas de Oligonychus yothersi em folhas de erva-mate apds irrigacdes
semanais de Azamax® (Azadiractina A/B 12g/L) nas concentracdes de 2,5, 4,0 e 5,5ml/L em laboratério (26 +
1°C, UR =60 % 10% e 12h de fotofase).

Concentragéo (ml/L) Aplicacdes (%)
12 MC%* 2 MC%* 3 MC%* A“(Z'/L‘;L‘to
55 38,0+£1,06 Aa 16,0 48,0+ 1,12 Aa 245 39,3+1,29 Ba 14,6 48,35
4,0 28,0+ 0,85 Ab 2,4 47,3+129Aa 235 49,3+ 1,79 Aa 28,7 44,54
2,5 380+156Ab 159 28,7+1,39Bb - 62,7+ 1,03 Aba 47,5 50,1
Controle 26,2+0,87 Aa - 31,1+£1,09Bb - 28,9+ 0,67 Ba - -

Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra mailuscula na coluna e mindscula nas linhas n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05); *MC = mortalidade corrigida pela férmula de Schneider-Orelli; **em relagdo ao grupo controle.
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2.3.2 Efeitos sobre a biologia

Para as fases imaturas de Oligonychus yothersi que se alimentaram em
folhas das plantas tratadas com o produto houve variacdo apenas na duracdo dos
periodos de incubacéo, que foi significativamente menor para ovos provenientes de
fémeas das plantas tratadas com Azamax® (3,9 dias), em relacdo a fémeas do
tratamento controle (4,1 dias) e de larva 2,1 dias para Azamax® e 1,4 dias para
controle. Contudo, o periodo larval apresentou resultado inverso, sendo
significativamente maior nos individuos das plantas tratadas (2,1 dias) em
comparacao ao controle (1,4 dias). Houve diferenca significativa na duragcdo média
em dias de ovo-adulto, sendo 10,7 dias para as plantas tratadas com Azamax® e 9,9
dias no controle. A duracédo da fase de protoninfa e deutoninfa ndo foram afetados
pelas diferentes irrigacdes testadas. Com excec¢do dos ovos, a viabilidade dos
individuos de cada uma das diferentes fases imaturas foi menor quando estavam

sob efeito do produto Azamax® (Tabela 4).

Tabela 4. Duracdo média (em dias = EP) e viabilidade (%) dos estadios imaturos de
Oligonychus yothersi alimentados em folhas de plantas de erva-mate tratadas com
2,5 ml/L de Azamax® via irrigacéo sistémica (26 + 1 °C, UR = 60 + 10% e 12h de
fotofase).

Duragdo média (dias)
Tratamento

Duracao

N* Ovo Larva Protoninfa Deutoninfa
Ovo-adulto

Azamax®2,5mllL 30 3,9+0,06 B 2,1+0,22 A 1,9+0,16 A 2,2+0,17 A 10,7+0,21 A

Viabilidade (%) 100 83,3 84,0 71,4 50,0
Controle 30 4,1+0,08 A 1,4+0,12 B 1,6+0,10 A 1,8+0,15 A 9,9+0,19B
Viabilidade (%) 100 96,7 86,2 76,0 63,3

*NUumero de acaros avaliados; *Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Houve diferenca significativa no tempo de duracédo em dias das fases de pré-
oviposi¢cédo das fémeas de O. yothersi, sendo de 2,4 dias para o controle, e 1,9 dias

para o Azamax®. J& os periodos de oviposicdo e longevidade das fémeas ndo foram
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afetados pelo produto (Tabela 5).

Contudo, o produto Azamax® interferiu na longevidade dos machos, com
reducdo de aproximadamente 50% no tempo de vida. Em relacdo a fecundidade
média de O. yothersi, os resultados indicaram reduc¢éo significativa, obtendo-se 0s
maiores valores nas fémeas da testemunha (34,0 ovos/fémea) em relacdo aquelas

provenientes de plantas com Azamax® (19,4 ovos/fémea).

Tabela 5. Fecundidade (numero total de ovos/fémea + EP) e duracdo em dias dos
periodos de pré oviposicdo, oposicdo e longevidade de Oligonychus yothersi
mantidas em folhas de erva-mate de plantas tratadas com 2,5 ml/L de Azamax® e
agua destilada (controle) via irrigacdo sistémica (26 + 1 °C, UR =60 £ 10% e 12h de
fotofase).

Tratamento
Parametro avaliado
N* Controle N* Azamax®
Fecundidade 11 34,0+£6,12 A 10 19,4+295B
Pré-oviposicao 14 24+0,17 A 10 19+0,10B
Oviposicao 11 95+1,60A 10 8,1+145A
Longevidade da fémea 14 10,0+ 1,66 A 10 12,0+ 1,42 A
Longevidade do macho 5 180+ 1,30 A 5 9,6+£3,08B

*N = nOmero de acaros avaliados; Médias (x EP) seguidas de mesma letra na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste t (P < 0,05)

2.3.3 DISCUSSAO

Produtos a base de azadiractina agem como repelentes, reduzem 0s niveis
populacionais e a oviposicdo de diversos organismos considerados praga
(WEATHERSBEE & MCKENZIE, 2005).

Alves et al. (2016) avaliaram o produto Azamax® na dosagem recomendada
pulverizado sobre adultos de O. yothersi e constataram efeito negativo na
sobrevivéncia e ecloséo, sendo contrastante com o observado no presente estudo.

Segundo Souza & Vendramim (2005), a aplicagdo via irrigacdo pode
aumentar a persisténcia da azadiractina em comparacdo a aplicacdo foliar, pois o

produto sofre rapida fotodegradacdo das substancias ativas (WEINTRAUB &
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HOROWITZ, 1997). Sabe-se que a azadiractina € sensivel a fotodegradacao, sendo
assim a aplicacdo através de irrigacdo do solo representa uma vantagem em relacéo
a pulverizacdo, em funcdo da menor interferéncia dos fatores ambientais,
possibilitando maior tempo de protecdo as plantas tratadas e menor impacto aos
organismos n&o-alvo, ao homem e ao ambiente (WEINTRAUB & HOROWITZ, 1997;
MOREIRA et al. 2006; TUREK & STINTZING, 2013).

Considerando o sucesso da utilizacdo do nim em programas de controle de
insetos, e seu potencial como pesticida, faz-se importante que sua acao sistémica
para o controle de &caros seja mais explorada (SUNDARAM et al. 1995). Apesar de
ser conhecida a acdo via pulverizacdo do 6leo de nim (PASINI et al. 2003) e a
eficiéncia em campo da azadiractina sobre o 4caro-vermelho da erva-mate (ALVES
et al. 2016), seu efeito sistémico na planta para controle de O. yothersi, ainda n&o
havia sido estudado.

De acordo com estudos, a azadiractina aplicada junto ao solo é absorvida de
forma sistémica pelas raizes da planta (THOEMING et al. 2006), sendo que 0s
resultados aqui obtidos demonstraram que este efeito ocorreu, ainda que ndo se
tenha realizado um estudo fitoquimico. Tal como observado por Sujatha et al.
(2005), ao testarem um produto comercial & base de azadiractina 0 mesmo se
mostrou eficiente para ser incorporado a um programa de controle de espécies de
acaros eriofideos de plantas de coco, Cocos nucifera L.

No presente estudo, a viabilidade total de ovo-adulto para O. yothersi em
folhas de plantas de erva-mate foi 50% para folhas irrigadas com Azamax® e de
63,3% para o Controle. De acordo com Mordue & Balckwell (1993) azadiractina inibe
crescimento e causa morte de formas jovens durante o processo de ecdise. Além
disso, causa o alongamento da fase larval, confirmando os resultados aqui obtidos.
Em adultos, o produto provoca reducédo na longevidade, fecundidade e fertilidade,
confirmando os valores obtidos neste estudo (MORDUE & BALCKWELL, 1993). Isso
pode ainda, justificar os valores observados na viabilidade das fases jovens dos
acaros mantidos em folhas com irrigacdo do produto, e também a diferenca
observada entre tratamento e controle em algumas etapas da fase imatura. Estes
resultados ainda podem comprovar a acéo sistémica do produto Azamax® na planta

irrigada com o produto (THOEMING et al. 2006).
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Os dados de mortalidade do presente trabalho corroboram resultados
observados por Hegade et al. (2017), que testaram um produto comercial & base de
azadiractina aplicado junto as raizes de plantas de coqueiro, e obtiveram resultados
expressivos na reducdo populacional do acaro Eriophyidae com a dosagem
recomendada do produto.

Em relacdo as concentracdes testadas, na maioria delas a oviposicao média
variou entre 141,4 e 84,6 sendo constatada menor quantidade de ovos somente na
terceira semana.

A acdo sobre a fecundidade também foi observada por Sundaran et al.
(1995), que avaliaram a acado sistémica de azadiractina em plantas de alamo. As
raizes receberam e incorporaram em 3h, aproximadamente 2,2% da quantidade de
azadiractina aplicada ao solo, e isso foi eficiente para causar a mortalidade do acaro
Tetranychus urticae. Essa rapida absorcdo observada pelos autores justifica o efeito
observado sobre O. yothersi desde as primeiras etapas da fase imatura e na
viabilidade de ovo-adulto dos testes realizados com os acaros jovens neste trabalho.
O fato de que as trés concentracdes avaliadas tenham apresentado desempenho
semelhante na reducéo da fecundidade de O. yothersi pode ser devido a saturacéo
do produto na planta ou até mesmo a reacdo da planta para se proteger da
quantidade de produto recebida. Neste sentido, Cosme et al. (2009) afirmam que o0s
diferentes niveis de toxicidade presentes em produtos a base de azadiractina estéo
relacionados a diferencas genéticas, dosagem utilizada, tempo e forma de exposicao
dos organismos aos residuos, assim como a formulagdo utilizada durante os
bioensaios.

Ainda, Sundaram et al. (1995) relataram que os resultados no controle de T.
urticae pela acao sisttmica de azadiractina no alamo diminuiram em 30 dias. O
residuo final do produto no solo apés 50 dias foi de 2,5% do valor inicial e o pico de
absorcao e translocacédo de azadiractina pelas partes da planta ocorreram 10 dias
apos a aplicacdo. Desta forma, a quantidade de produto que cada planta absorve
através da irrigacdo sistémica é diferente, sendo necessaria uma investigacao
especifica para avaliar esses parametros na cultura em estudo para poder
determinar seu pico de toxicidade e seu ponto de saturagcdo. Da mesma maneira €

possivel justificar a variagdo observada entre os resultados de fertilidade,
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fecundidade e mortalidade ao longo das trés semanas de irrigacdo que as plantas
receberam.

Apesar de ter sido observada diferenca significativa sobre fertilidade e
mortalidade de fémeas de O. yothersi adultas submetidas ao produto, ndo houve um
padrdo nos resultados que indique a efetividade do produto. E provavel que isso
tenha ocorrido pelo fato das fémeas ja adultas apresentarem seu desenvolvimento
completo, inclusive sexual. Isso porque ja se sabe que o sistema reprodutivo pode
ser afetado pela azadiractina e alteracdes nas gbnadas, tanto de machos como de
fémeas podem reduzir a postura e a viabilidade dos ovos, e consequentemente,
interferir no crescimento populacional de uma praga (ALVES et al. 2014; CRUZ et al.
2014; 2016). Por outro lado, comprovou-se a acdo negativa da azadiractina sobre a
reproducéo de O. yothersi quando os &caros foram mantidos durante todo o periodo
de vida, desde a fase de ovo em arenas com o tratamento e quando os acaros
demonstraram maior sensibilidade a azadiractina, nas fases de ovo e larva nas fases
de desenvolvimento.

A acdo de Azamax® sobre o &caro, a partir da irrigacdo sistémica de plantas
de erva-mate, foi comprovada, contudo, sem diferenca significativa entre as
concentracOes utilizadas e tampouco entre a quantidade de irrigagbes do produto
que as plantas receberam. Assim, a dosagem recomendada de 2,5ml/L seria
suficiente para controlar populacdes do acaro vermelho da erva-mate.

Além da acédo acaricida, o produto se mostrou seguro para a erva-mate, uma
vez que ndo se observou acdo negativa sobre as plantas, em nenhuma das
concentracOes testadas, confirmando assim o potencial do produto como alternativa
sustentavel para manejo de populacées de O. yothersi.

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem a utilizacdo de
Azamax® para irrigacdo principalmente de mudas em viveiros, onde o controle de O.
yothersi pode ser realizado ainda de forma preventiva evitando-se possiveis
infestacBes em campo apos o transplante das mudas.

Contudo, para a efetiva utilizacdo de Azamax® na forma sistémica em plantas
de erva-mate, € importante que sejam realizados testes para avaliacdo de possiveis
efeitos sobre os inimigos naturais e demais organismos associados a cultura, a fim

de determinar uma margem de seguranca para as aplicagdes. Estudos futuros com
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plantas adultas sendo irrigadas com a dosagem recomendada de Azamax®
reforcariam os resultados do presente trabalho. Também, avaliar o produto em
diferentes concentracdes, em plantas ja desenvolvidas e a persisténcia do produto,
seria interessante para entdo fazer a recomendacdo do uso no controle do acaro

Oligonychus yothersi.
2.4 CONCLUSAO

A dosagem recomendada de Azamax® apresentou acdo acaricida sobre O.
yothersi. Azamax® via irrigacéo sistémica apresenta potencial para ser utilizado no

controle de populac¢des de Oligonychus yothersi em plantas de erva-mate.
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3. SELECAO DE ISOLADOS DE Beauveria spp. VISANDO AO CONTROLE DE
Oligonychus yothersi (MCGREGOR, 1914) (PROSTIGMATA: TETRANYCHIDAE)
NA ERVA-MATE

RESUMO Uma alternativa para controlar as populacdes de Oligonychus yothersi que
atacam plantas de erva-mate é o controle biolégico com fungos acaropatogénicos. O
objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de Beauveria spp. para controle de O.
yothersi em folhas de erva-mate. Foram testados 26 isolados de Beauveria spp.
Previamente, a viabilidade dos conidios foi avaliada. Foi realizada a contagem em
camara de Neubauer e as suspensdes foram ajustadas em 1,0x10° conidios
viaveis/ml. As arenas consistiam em folhas de erva-mate com a face adaxial para
cima, envoltas por algoddo umedecido e dispostas sobre espuma em placas de
Petri. Cada uma recebeu 15 fémeas adultas. Para cada isolado, 1ml da suspensao
1,0x10° conidios/ml foi pulverizado em Torre de Potter sobre 5 arenas (75
acaros/tratamento). No grupo controle foi pulverizado agua destilada estéril + Tween
80 (0,01%). Foram realizadas anélises de mortalidade diariamente/7 dias. A
confirmagédo da mortalidade foi realizada em camara umida. A mortalidade total de
O. yothersi variou entre 15 e 92% e a mortalidade confirmada teve variacédo entre 1 a
80%. Os isolados que se destacaram na primeira etapa da selecdo foram
UNIOESTE 53, 87 e 97, com mortalidade total acima de 70%, tendo estes
parametros biolégicos comparados. Nas avaliagcbes dos parametros biolégicos os
isolados UNIOESTE 87 e 97 apresentaram melhores resultados, se comparados ao
UNIOESTE 53. Os isolados selecionados foram UNIOESTE 87 e UNIOESTE 97,

sendo indicados para estudos posteriores.

Palavras-chave: acaro vermelho, controle microbiano, isolados fungicos.
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SELECTION OF ISOLATES OF Beauveria spp. FOR BIOLOGICAL CONTROL OF
Oligonychus yothersi (MCGREGOR) (PROSTIGMATA: TETRANYCHIDAE) IN
YERBA MATE

ABSTRACT An alternative to control Oligonychus yothersi populations that attack
yerba mate plants is biological control with acaropathogenic fungus. The aim of this
work was to select the isolates of Beauveria spp. to control O. yothersi in yerba mate
leaves. Twenty-six isolates of Beauveria spp. were tested. Neubauer chamber
counting was performed and spore suspensions were adjusted to 1.0 x 10° viable
conidia/ml. The arenas consisted of yerba mate leaves with adaxial surface upwards
and with the borders protected with damp cotton wool were made and placed on
foam in Petri dishes. Each arena received 15 adult females. To each isolate 1ml of
suspension 1.0x10° conidia/ml was applied with the Potter spray tower on five Petri
dishes (75 mites/treatment). The control group received sterile distilled water +
Tween 80 (0.01%). Mortality analyses were performed daily during seven days.
Mortality was confirmed in a humid chamber. Total mortality of O. yothersi varied
between 15 and 92% and confirmed mortality varied between 1 to 80%. The isolates
that stood out in the first selection stage were UNIOESTE 53, 87 and 97, with total
mortality above 70%, being the biological parameters compared. In evaluations of
biological parameters, the isolates UNIOESTE 87 and 97 showed higher results if
compared to UNIOESTE 53. The selected isolates were UNIOESTE 87 and 97,

being indicated for further studies.

Keywords: Red mite, microbial control, fungal isolates.
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3.1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil. Aquifoliaceae) ocorre em regides do
Brasil, Argentina e Paraguai (DE OLIVEIRA & ROTTA, 1983). Apresenta grande
importancia ambiental e socioecon6mica para a regido Sul do Brasil. Rio Grande do
Sul e Parand sdo os maiores produtores no pais, seguidos por Santa Catarina e
Mato Grosso do Sul (IBGE, 2018b). As folhas sdo utilizadas na fabricacdo de
bebidas, doces, cosméticos, e em estudos farmacologicos, sendo uma excelente
opgéao para os agricultores (OLIVEIRA & WAQUIL, 2015).

Devido ao aumento da demanda por producdo, o0 manejo da erva-mate vem
sofrendo alteracBes que causam impactos a cultura, e 0 monocultivo esta suprindo
as necessidades do mercado. Segundo Borges et al. (2003), ervais nativos
apresentam menor incidéncia de pragas que os adensados, porém produzem menos
gue a monocultura, que por sua vez causa perda de biodiversidade e aumento de
organismos ocorrendo na condicdo de pragas (ALVES et al. 2000; PENTEADO et al.
2000). Dentre os organismos que podem causar danos a erva-mate estdo espécies
de &caros da familia Tetranychidae, os quais causam perda de qualidade foliar e
diminuicdo nos rendimentos da producéo final (MARCHETTI & SIEBERT, 2005). O
acaro vermelho da erva-mate, O. yothersi, ataca a regido adaxial das folhas da erva-
mate (SILVA et al. 2001), causando escurecimento da folha, que ocorre do centro
para suas laterais, sendo o dano conhecido como bronzeamento foliar, o acaro
causa ainda a queda das folhas, quando em elevadas populacdes (ALVES et al.
2004; MARCHETTI & SIEBERT, 2005).

No Brasil ndo € permitido o uso de insumos quimicos, sendo assim, no pais
nenhum produto possui registro junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento — MAPA para controle dos &caros em erva-mate (AGROFIT, 2020). O
uso de acaricidas sintéticos traz em si uma seérie de riscos, para a saude e meio
ambiente, além de ser comum o relato de populacfes de pragas resistentes aos
principios ativos utilizados, além de aumentar os custos da producédo (GALLO et al.
2002; VILLEGAS et al. 2010).

Por outro lado, o desenvolvimento de alternativas para o controle de acaros

fitfagos da erva-mate possibilita uma producdo de maior qualidade e seguranca.
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Padronizar a forma de producdo amplia a utilizacdo da planta trazendo maiores
rendimentos para a regido sul do pais (FERLA et al. 2018).

Uma alternativa para controlar as populacdes de acaros-praga € o controle
biolégico com fungos acaropatogénicos (VEGA et al. 2012; SCHAPOVALOFF et al.
2015). Os géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria sdo os mais utilizados em
estudos para controle de 4caros causadores de danos na agricultura, com destaque
para a espécie B. bassiana (BARRETO et al. 2004; DOS SANTOS BARBOSA et al.
2018). A espécie é generalista com ampla gama de hospedeiros, podendo acometer
mais de 700 espécies de artropodes (ROHRLICH et al. 2018).

Especificamente com &caros causadores de danos na erva mate, Martins et
al. (2016) testaram isolados de Beauveria spp. contra Polyphagotarsonemus latus, e
obtiveram resultados satisfatérios. Com relacdo ao acaro vermelho da erva-mate,
Oliveira et al. (2002) comprovaram a suscetibilidade de O. yothersi a isolados de B.
bassiana. Posteriormente, em estudo feitos com B. bassiana, M. anisopliae e I.
fumosorasea, os isolados de B. bassiana causaram mortalidade superior a 70% em
O. yothersi (OLIVEIRA et al. 2004).

Um isolado eficiente para o controle de acaros deve apresentar atividade
patogénica, viruléncia e elevada capacidade de producao de conidios (MANIANIA et
al. 2008). Conhecer o fungo e seu hospedeiro é fundamental para determinar o
possivel risco do agente de controle para o ambiente e o seu potencial econémico.
Para tanto, sdo necessarias analises laboratoriais para determinar a patogenicidade
e a viruléncia do isolado (ROHRLICH et al. 2018).

A selecdo de isolados €& o primeiro passo no uso de fungos
entomopatogénicos para o controle de pragas, devido a relacdo entre o patébgeno e
o hospedeiro e pela alta variabilidade genética que esta entre os principais fatores
que afetam a patogénese do fungo no hospedeiro. Sendo importante que cada
isolado seja estudado de forma individual para estabelecimento da capacidade de
controle do fitéfago (XIAO et al. 2012). Assim, a selecdo de isolados melhora as
chances de sucesso do fungo entomopatogénico em posteriores aplicagcbes em
campo (XIAO et al. 2012).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi selecionar isolados do fungo

acaropatogénico Beauveria sp. sobre Oligonychus yothersi em folhas de erva-mate,
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em nivel de laboratério.

3.2 MATERIAL E METODOS

A selecdo dos isolados do fungo Beauveria bassiana foi conduzida no
Laboratorio de Biotecnologia Agricola da Universidade Estadual do Oeste do
Parand, Unioeste, campus Cascavel, PR. Os experimentos foram incubados em
condi¢Bes controladas (26 + 1 °C, UR =60 = 10% e 12h de fotofase).

3.2.1 Mudas de erva-mate

As mudas de erva-mate, utilizadas nos experimentos foram obtidas de um
produtor comercial e possuiam tamanho de aproximadamente 20 cm de altura. As
plantas foram cultivadas em recipientes plasticos (700 ml de capacidade) contendo
composto organico (hiumus de minhoca com terra, carvao vegetal e casca de pinus
moida), e foram mantidas em ambiente protegido com tela de polipropileno 50%,
recebendo irrigacdo de 30 mL de agua a cada dois dias. Anterior ao inicio de cada
experimento, as folhas das plantas foram limpas com o auxilio de algodao
umedecido com solucéo de hipoclorito de sédio (1%) e agua destilada para evitar a

presenca de organismos que pudessem influenciar em algum resultado dos testes.
3.2.2 Criacéao estoque de Oligonychus yothersi

As criacdes de Oligonychus yothersi foram estabelecidas a partir de acaros
provenientes de plantas de erva-mate do erval comercial Erva-Mate Laranjeiras
(24°58'05.2"S 53°24'22.5"W) da cidade de Cascavel — PR. Os acaros foram
coletados do campo e transportados em sacos plasticos até o laboratorio para
posterior triagem.

Os acaros foram triados com a utilizacdo de microscépio estereoscopico, e 0
auxilio de um pincel de ponta fina para facilitar o manuseio. Mantiveram-se 0s
espécimes em caixas plasticas (Gerbox de 11 cm x 11 cm x 3 cm de altura), com o

fundo recoberto por espuma de poliuretano umedecida com agua destilada. Sobre a
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espuma foram dispostas folhas de erva-mate envoltas por algod&o para evitar a fuga
dos acaros e com a face adaxial para cima onde foram mantidos os &caros. Em
cada folha de erva-mate foram colocadas aproximadamente 20 fémeas e cinco
machos para estabelecimento e manutencdo das criacbes. As caixas de criacao
estoque foram mantidas em bandejas retangulares de plastico (38 x 27 cm), e
permaneceram em sala climatizada (26 + 1 °C, UR = 60 + 10% e 12h de fotofase).

As folhas eram substituidas a medida que se tornavam escuras.

3.2.3 Selecao dos isolados de fungo

3.2.3.1 Obtencao e manutencéo dos isolados fungicos

Para este estudo foi acessada a colecdo de isolados de fungos
entomopatogénicos do Laboratério de Biotecnologia Agricola da Universidade do
Oeste do Parana, Campus Cascavel — PR, onde os isolados fangicos sdo mantidos
na forma de conidios puros, provenientes de cultivos monosporicos em freezer a —

80 °C. Para a selecao foram testados 26 isolados de Beauveria spp. (Tabela 6).

Tabela 6. Isolados de Beauveria spp. utilizados na selegao, respectivos
hospedeiros e local de origem.

ISOLADO ESPECIE
UNIOESTE 01 Beauveria Bassiana
UNIOESTE 02 Beauveria sp.
UNIOESTE 05 Beauveria sp.
UNIOESTE 25 B. bassiana
UNIOESTE 26 B. bassiana
UNIOESTE 37 B. bassiana
UNIOESTE 39 B. bassiana
UNIOESTE 44 B. bassiana
UNIOESTE 46 B. bassiana
UNIOESTE 53 B. bassiana
UNIOESTE 60 B. bassiana
UNIOESTE 62 B. bassiana
UNIOESTE 64 B. bassiana
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UNIOESTE 65 B. bassiana

UNIOESTE 69 Beauveria sp.
UNIOESTE 78 B. bassiana
UNIOESTE 83 B. bassiana
UNIOESTE 87 B. bassiana
UNIOESTE 88 B. bassiana
UNIOESTE 90 B. bassiana
UNIOESTE 91 B. bassiana
UNIOESTE 94 B. bassiana
UNIOESTE 95 B. bassiana
UNIOESTE 97 B. bassiana
UNIOESTE 98 B. bassiana
UNIOESTE 99 B. bassiana

Os isolados foram multiplicados em placas de Petri contendo meio de
cultura para producéo de conidios (agar 20g, dextrose 10g, extrato de levedura
59, mistura de sais 4,6g e 4gua destilada 1000ml) adaptado de Alves (1998),
incubados em camara climatizada (26 £+ 1 °C, UR = 60 = 10% e 12h de
fotofase) por 10 dias para conidiogénese (Figura 7). Os conidios obtidos foram
coletados, raspando-se a superficie do meio de cultura e foram transferidos
para tubos de vidro esterilizados fechados com filme PVC, sendo mantidos a
temperatura de — 10°C para posterior utilizagdo nos bioensaios (ALVES, 1998).
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Fonte: Arquivo pessoal
Figura 7. Frasco de vidro contendo meio de cultura ME (A), placas de Petri
com ME durante o processo de inoculacdo dos isolados de Beauveria spp. (B),
placas de Petri com isolados de fungos produzidos, prontos para raspagem e
posterior armazenamento até o momento da utilizagdo nos bioensaios.

3.2.3.2 Selecao dos isolados de fungos entomopatogénicos

Previamente aos bioensaios, a viabilidade dos conidios de cada um dos
isolados foi avaliada segundo Oliveira et al. (2015). Para isso, 300 uL da
suspensdo de conidios de cada isolado (1,0 x 10° conidios/ml) foram
inoculados em quatro placas (tipo Rodac) para cada isolado, contendo meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar). As placas foram incubadas pelo periodo
de 18 a 24h em 26 + 1 °C, UR = 60 + 10%, 12h de fotofase, e as contagens
dos conidios germinados e ndo germinados foram realizadas com o auxilio de
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microscopio de luz, onde somente foram considerados germinados os conidios
gue apresentaram o tubo germinativo evidente.

A selecéo foi realizada com base no estudo realizado por Martins et al.
(2016). Para a realizacdo dos experimentos, apds contagem em camara de
Neubauer, as suspensées foram ajustadas em 1,0 x 10°conidios viaveis/ml
(Figura 8).

Para os bioensaios com acaros, foram preparadas arenas em placas de
Petri com o fundo coberto por espuma e com folhas de erva-mate com a regiao
adaxial para cima, envoltas por algoddo umedecido. As arenas foram
previamente infestadas com 15 fémeas adultas. Em seguida, para cada
isolado, 1mL da suspensdo 1 x 10° conidios/ml foi pulverizado em Torre de
Potter (0,703 kgf/cm®) sobre um conjunto de 5 folhas de erva-mate (repeticdes),
totalizando 75 &caros/tratamento (Figura 8). Na testemunha, os acaros foram
pulverizados com &gua destilada estéril + Tween® 80 (0,01%) (Figura 8). Em
seguida, as arenas foram transferidas para bandejas plasticas retangulares,
incubando-se em sala climatizada (26 £+ 1 °C, UR = 60 = 10% e 12h de

fotofase).

.....

o
Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 8. Frascos de vidro com suspensdes de conidios dos isolados de
Beauveria spp. (A), arenas utilizadas para as pulverizacdes dos isolados
fungicos em fémeas adultas de O. yothersi (B), pulverizacdo em Torre de Potter
dos isolados nas arenas com os acaros (C)

Observacdes diarias foram realizadas durante sete dias, para anélise de
mortalidade, com o auxilio de microscopio estereoscopico (aumento de 250x).
Os individuos mortos (que ndo responderam ao toque de pincel) foram
coletados e imersos durante 10 segundos em é&lcool 70% e subsequentemente
por 10 segundos em agua destilada. Em seguida, foram transferidos para
camara umida para confirmar a mortalidade ocasionada pelo fungo. A camara
umida foi constituida de papel filtro umedecido dentro de placas de Petri, as
placas foram depositadas sobre espuma umedecida com agua destilada dentro
de um recipiente plastico fechado. Foram considerados mortos pelo fungo os
acaros em gue se constatou a presenca de estruturas dos fungos sobre os

individuos mortos (Figura 9).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 9. Placa de Petri com fémea de O. yothersi durante processo de
confirmacédo (A), acaro com morte confirmada por isolado de Beauveria spp.

(B).

Os isolados que causaram mortalidade minima de 70% foram
selecionados para a etapa seguinte, na qual foram comparados entre si, com
base na avaliagdo dos parametros biologicos: tamanho da colénia (crescimento
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vegetativo), producado de conidios em placas de Petri e em arroz (UGINE et al.
2013), com base nos trabalhos de Leite et al. (2011) e Martins et al. (2016).

3.2.4 COMPARACAO DOS ISOLADOS SELECIONADOS

3.2.4.1 Crescimento vegetativo de Beauveria spp.

Para a avaliacdo do crescimento vegetativo foram preparadas cinco
placas de Petri com meio de BDA para cada um dos isolados selecionados. O
fungo foi inoculado em trés pontos na superficie do meio de cultura. As placas
foram incubadas a temperatura de 26 + 1 °C, UR de 60 + 10%, fotofase de 12h,
durante sete dias. ApoOs este periodo, foram tomadas duas medidas
perpendiculares em duas colonias de cada uma das placas, para obter o
didametro médio delas e o célculo da sua area (Figura 10).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 10. Medicdes perpendiculares em colénias de Beauveria spp. para
obtencédo do didmetro médio e o calculo das areas (A).

3.2.4.2 Producdao de conidios de Beauveria spp. por colénia
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Depois de avaliado o crescimento vegetativo, as duas colbnias de cada
placa, que apresentaram crescimento homogéneo e uniforme foram
selecionadas para avaliar a producédo de conidios.

As colbnias foram recortadas em seus limites de crescimento com
espatula previamente flambada e resfriada, e individualizadas em tubos de
vidro estéril, onde foram adicionados 5mL de agua destilada com Tween® 80
(0,01%). A colbdnia foi lavada com auxilio de um pincel, o tubo foi entdo
completado com mais 5 ml da solucdo de &gua destilada com Tween® 80
(0,01%). Em seguida, o tubo foi agitado em um aparelho vortex visando a
desagregacao do patdgeno e sua distribuicdo homogénea (Figura 11).

Foram feitas diluicbes seriadas com solucdo de agua destilada e
Tween® 80 (0,01%) e realizadas as contagens dos conidios em camara de
Neubauer (Figura 11).

Para estimar a producéo de conidios por cm? a producao total da colénia

foi dividida pela 4rea da mesma.
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Fonte: Arquivo pessoal
Figura 11. Colénia de Beauveria spp. (A), recorte da colénia em seus limites de
crescimento com espatula previamente flambada e refrigerada (B), colbnia
recortada para posterior contagem de conidios (C), tubos de vidro estéril com a
solucdo de coldnias e agua destilada com Tween® 80 (0,01%) (D). Camara de
Neubauer (E), campo de visdo da cadmara de Neubauer em microscopio e
esquema de contagem (F).

3.2.4.3 Producéo de conidios de Beauveria spp. por fermentacdo soélida

em arroz parboilizado

A producdo do fungo em arroz comercial parboilizado foi realizada
conforme Leite et al. (2011). O arroz foi submerso em &gua fria durante 50
minutos e transferido para peneira para retirada do excesso de agua. Em
seguida, foram divididas por¢cbes de 200 g que transferidas para sacos de
polipropileno, sendo cinco sacos para cada isolado. Os sacos foram fechados e
autoclavados durante 30 minutos, a latm e 120 °C.

Apoés resfriamento (aproximadamente 25 °C), foram adicionados 10ml de

suspenséo de conidios previamente produzidos (1,0 x 10’ conidios/ml) de cada
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um dos isolados selecionados, utilizando uma seringa estéril. Os sacos foram
incubados durante sete dias (26 + 1 °C, UR = 60 + 10% e 12h de fotofase).
Diariamente, os sacos plasticos eram revolvidos manualmente evitando a
formacdo de grumos. Apos setes dias, o contetudo de cada saco foi transferido
para bandejas retangulares que foram mantidas por mais sete dias em 26 + 1
°C, UR =60 = 10%, fotofase de 12h para concluséo do ciclo de conidiogénese,
sendo as amostras homogeneizadas quando necessario para evitar formacéo
de grumos. Ao final dessa etapa, foram retiradas amostras de 100 g de arroz
de cada bandeja e acondicionados em frascos de vidro estéril e mantidos em
uma camara desumidificadora para secagem do arroz.

Em seguida, o arroz foi peneirado (peneira mesh 32) para separacdo
dos conidios e pesagem. Ap0Os a pesagem, os conidios foram armazenados em
freezer a — 80 °C até a utilizacdo nas avaliagbes. Através deste processo de
producdo por fermentagdo solida foi possivel estimar o rendimento de
conidios/kg de arroz.

A concentracdo de conidios foi analisada em duas etapas diferentes,
antes da secagem, onde 1g de cada bandeja foi amostrado aleatoriamente e
acondicionados em tubo de vidro esterilizado. Em seguida, em cada tubo foram
adicionados 10ml de &gua destilada + Tween® 80 (0,01%) agitados em
aparelho vortex para separacao dos conidios. Fez-se a contagem dos conidios
em camara de Neubauer, avaliando assim a produtividade de conidios/g de
arroz de acordo com Alves (1998).

Também se avaliou a pureza do ingrediente ativo, ou seja, foi verificada
a quantidade de conidios presentes no material peneirado. Para essa avaliacdo
0,1 g do p6 peneirado foi suspenso em 10 ml de agua destilada + Tween® 80
(0,01%). Foi realizada diluicdo seriada para a contagem dos conidios, seguindo

0 mesmo processo descrito anteriormente.

3.2.5. Anélise de dados

3.2.5.1 Selecéo de isolados de Beauveria spp. e comparacao dos isolados

selecionados
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Os dados de mortalidade total e confirmada ao foram submetidos a
analise estatistica descritiva e graficamente, pelo programa Microsoft Excel.

Os dados relativos ao tamanho da col6nia, produtividade da colénia e
producdo de conidios em arroz parboilizado foram analisados atendendo aos
pressupostos de aleatoriedade e independéncia.

A normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk e
a homogeneidade das variancias foi testada utilizando-se o teste de Levene's.
Atendidos aos pressupostos da normalidade e homogeneidade (Rendimento de
conidios peneirados/kg de arroz), as médias foram submetidas a andlise da
variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de Holm-Sidak's. Em caso de
atendimento ao pressuposto de distribuicdo gaussiana, mas nao atendimento
ao pressuposto de homogeneidade das variancias (tamanho da colbnia e
producéo de conidio peneirado) manteve-se a comparagdo por ANOVA de uma
via seguido de teste de Holm-Sidak's.

Dados fora da normalidade (produtividade de conidios por colbnia e
producéo de conidio por grama de arroz) foram submetidos a teste de Kruskal-
Walllis seguido de multiplas comparacdes por teste de Dunnet. Todos os testes
foram conduzidos com nivel de significancia de p < 0,05 no software Graphpad
PRISMA 8.02 (GraphPad Prism version 8.0.2 for Windows).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Selecdo dos isolados de fungo Beauveria spp.

A mortalidade total de Oligonychus yothersi variou entre 15 e 92% dentre
0s 26 isolados de Beauveria spp. testados. JA4 a mortalidade confirmada teve
variacdo entre 1 e 80%, de acordo com o isolado testado.

Assim os isolados que se destacaram nesta primeira etapa de avaliacgéo,
levando-se em consideracdo a mortalidade total e confirmada, foram o
UNIOESTE 53, UNIOESTE 87 e UNIOESTE 97, com 0s quais se alcancou

mortalidade total acima de 70%, sendo estes selecionados para a avaliacao
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dos parametros biologicos.

3.3.2 Comparacéao dos isolados selecionados

Houve diferenga no crescimento vegetativo entre o0s isolados
selecionados, sendo que o tamanho das colénias foi 6,1 cm? para isolado
UNIOESTE 87 e 1,9 cm? e 4,2 cm? respectivamente para os isolados
UNIOESTE 53 e 0 UNIOESTE 97 (Tabela 7).

De maneira semelhante, foi verificado que a média de producdo de
conidios por colbnia é significativamente maior para o isolado UNIOESTE 87
sendo, 25,8 x 10® enquanto que, o isolado UNIOESTE 53 apresentou o menor
valor, 4,7 x 10® e UNIOESTE 97, 7,0 x 10%, n&o diferindo estatisticamente entre
si (Tabela 7).

A produtividade de conidios/g de arroz foi significativamente maior para
UNIOESTE 87 e UNIOESTE 97, ambos com 3,9 x 10° enquanto o isolado
UNIOESTE 53 apresentou a menor producao, 1,4 x 10° (Tabela 7).

Com relacdo ao rendimento de conidios (g)/kg de arroz, os maiores
valores foram obtidos no isolado UNIOESTE 97 (16,9 g/kg de arroz) enquanto
que, os outros isolados ndo apresentaram diferenca significa, sendo 10,1 g/kg
de arroz para o isolado UNIOESTE 53 e 12,7 g/kg para UNIOESTE 87 (Tabela
7).

Em relacdo a quantidade de conidios no substrato peneirado (arroz), o
isolado UNIOESTE 53 apresentou média de 7,8 x 10° conidios/100 g de arroz,
enquanto os demais isolados ndo diferiram entre si apresentando valores
maiores, sendo 33,5 x 10° conidios/100 g de arroz (UNIOESTE 87) e 33,3 x
10° conidios/100 g de arroz (UNIOESTE 97) (Tabela 7).

75



Tabela 7. Parametros bioldgicos (média + EP) de Beauveria spp. (area da
colénia (cm?), producéo de conidios/col6nia (10°), produtividade de conidio/g
de arroz (10°), rendimento de conidio (g)/kg de arroz, produgédo de conidio do
p6 peneirado) dos isolados UNIOESTE 53, UNIOESTE 87 e UNIOESTE 97.

Isolados
UNIOESTE 53 UNIOESTE 87 UNIOESTE 97
Area da coldnia (cm®) 1,9+0,26 ¢ 6,1+0,26 a 4,241,85b
Conidios/coldnia (10°) 4,7+0,23 b 25,8+4,23 a 7,0£0,70 b
Conidio/g de arroz (10°) 1,4+0,11 b 3,9+0,40 a 3,910,25 a
Rendimento (conidio (g)/kg de arroz) 10,1+1,33 b 12,7+1,03 b 16,9+0,92 a
Produc&o de conidios/100g arroz (10°) 7,8t1,61b 33,5+0,29 a 33,3+0,14 a

Médias (= SEM) seguidos da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelos testes de Holm-
Sidak's (area da colbnia, produgéo de conidio do p6 peneirado e rendimento de conidio (g)/Kg
de arroz) e teste de Kruskal-wallis seguido de teste Dunn (producdo de conidio/colénia e
produtividade de conidio/g de arroz) ao nivel de significancia de p < 0,05.

3.3.3 DISCUSSAO

O fungo Beauveria bassiana vem sendo estudado por diversos autores
para o controle de diferentes espécies de acaros tetranquideos, demonstrando
gue € um fungo acaropatogénico com potencial para uso no controle aplicado
(TAMAI, 1999; OLIVEIRA et al. 2002; 2004; BARRETO et al. 2004; DOS
SANTOS BARBOSA et al. 2018; PEREIRA, et al. 2019).

Especificamente em relacdo a O. yothersi, sua suscetibilidade ao fungo
B. bassiana foi comprovada anteriormente por Oliveira et al. (2002; 2004) ao
testarem diferentes isolados do fungo. Para os autores, os valores de
mortalidade total e confirmada foram de 98% e75%, respectivamente (Oliveira
et al. 2002) e mortalidades superiores a 70% no trabalho de Oliveira et al.
(2004). Ja no presente estudo, os maiores valores de mortalidade total e
confirmada foram de 92 e 80%, respectivamente.

As variagcdes encontradas entre os valores de mortalidades total e
confirmada dos isolados sdo comuns e podem ser ocasionadas por diversas
razBes. Em determinadas situa¢fes o fungo ndo chega a matar o 4caro, porém
pode causar lesbes ou outros danos que podem ser portas de entrada para
outros patdégenos, contribuindo indiretamente para a morte do individuo
(ALVES, 1998).
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Também, nem sempre o fungo encontra condicbes adequadas para
completar seu ciclo de vida no hospedeiro e acaba nao desenvolvendo as
estruturas caracteristicas que tornam possivel a confirmacdo da causa da
morte do hospedeiro (HAJEK & ST. LEGER, 1994; ALVES, 1998).

Em estudos desenvolvidos por Bugeme et al. (2008), a temperatura de
incubacdo apods a aplicagdo pode interferir além da fisiologia do fungo e do
hospedeiro, também na capacidade do fungo de infectar o hospedeiro,
explicando também as varia¢cdes nos resultados entre os estudos.

A mortalidade total de O. yothersi no presente estudo apresentou
variagdo de 15 a 92%, ja a mortalidade confirmada variou de 1 a 80% entre os
isolados de Beauveria spp. Variacdes nos resultados sdo encontradas quando
se compara a mortalidade de diferentes espécies de acaros submetidos ao
fungo Beauveria spp., como observado por Tamai (1999) com Tetranychus
urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), por Barreto et al. (2004) com
Mononychellus tanajoa (Bondar, 1938) (Acari: Tetranychidae) e posteriormente
por Martins et al. (2016) com o acaro-branco, P. latus,

Chouvenc et al. (2009) demonstraram que o sistema de defesa do
hospedeiro nos artropodes por eles testados é eficaz na eliminacéo da infeccao
por fungos e pode afetar a acdo dos fungos sobre o hospedeiro. Além disso, 0s
autores observaram uma maior eficiéncia dos isolados em termos de tempo
reduzido para completar o ciclo de infeccdo (adesdo ao hospedeiro e
colonizagdo e morte do hospedeiro), o que também pode ter ocorrido
ocasionando as variagdes encontradas entre os isolados estudados neste e em
outros trabalhos.

O isolado UNIOESTE 53 de Beauveria spp. que se destacou na selecao,
também se mostrou com potencial de controle em estudo realizado por (Martins
et al. 2016) causando mortalidade de total de 70% do acaro branco, P. latus.
Além da atividade acaricida, os autores obtiveram para o isolado UNIOESTE
53, diametro médio da colbnia préximo de 2 cm? semelhante as médias
encontradas no presente estudo com média de 1,9 cm? Estes dados
demonstram a importéncia de serem realizados mais estudos para a possivel

comprovacdo do potencial deste isolado no controle de &caros praga da
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agricultura.

Tanto os valores obtidos pelos autores, quanto os encontrados no
presente estudo foram menores que os diametros meédios observados por
Rohde et al. (2006) que variaram de 2,9 a 4,3 cm? com outros isolados.
Porém, os didametros médios das colbnias dos isolados UNIOESTE 87 e 97
deste estudo obtiveram valores superiores aos encontrados tanto pelos
autores, sendo 6,1 cm? para UNIOESTE 87 e 4,2 cm? para UNIOESTE 97.
Valores proximos aos observados neste estudo foram obtidos por Batista Filho
et al. (2001) com um isolado flingico de B. bassiana ao qual obteve 4,3 cm? e
superior a Formentini et al. (2015) que apresentou um didmetro de 3,2 cm?.

As pequenas variacdes encontradas entre os estudos podem ser
ocasionadas por diferencas no fotoperiodo, nas temperaturas de incubacao,
umidade relativa, tempo de incubacao, tempo de armazenamento dos isolados,
na espessura do meio de cultura que foi utilizado ou ainda na quantidade de
conidios presentes na agulha no momento de inoculacdo no meio de cultura
(POTRICH et al. 2006). Mesmo que os fatores sejam padronizados e
controlados, pequenas variacdes podem ter interferéncia significativa sobre os
resultados obtidos nas avaliagbes (POTRICH et al. 2006).

Em relacdo a producdo de conidios/colonia, Rohde et al. (2006),
obtiveram em dois isolados de B. bassiana, a quantidade de 3,9 x 10® e 5,7 x
10® préximos aos valores obtidos na avaliacdo do presente estudo com o
isolado UNIOESTE 53 (4,7 x 10°). Formentini et al. (2015), com um isolado de
B. bassiana obteve producéo/colénia de 13 x 10’ conidios, assim como, Potrich
et al. (2006) que obtiveram 4,8x10® conidios/colénia também com isolado de B.
bassiana, ambos valores menores do que o apresentado neste estudo com
UNIOESTE 87. Ainda, no presente estudo foi observado que tanto o maior
valor de conidios/coldnia quanto o maior diametro da col6nia foram obtidos por
UNIOESTE 87, demonstrando que o tamanho da colbnia interfere na
guantidade de conidios presentes nela. Semelhantemente, Potrich et al. (2006)
constatou que a variacdo da quantidade de conidios/colonia obtidas em seu
estudo coincidiu com a medida do diametro médio das mesmas, de forma que

nas maiores coldnias a concentracdo de conidios sempre foi maior.
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Sobre a produtividade de conidios/g de arroz, os isolados de B. bassiana
UNIOESTE 87 e UNIOESTE 97 apresentaram 3,9 x 10° conidios/g de arroz,
valores superiores aos encontrados por Rohde et al. (2006) que obteve 8,3 x
10°® conidios/g de arroz com um isolado de Beauveria sp. e por Formentini et al.
(2015) que obtiveram os maiores valores de producdo de 4,7 x 10" com um
isolado de B. bassiana.

A ampla variabilidade genética dos fungos entomopatogénicos faz com
que sua atividade seja variavel sobre diferentes organismos, e como
consequéncia apresentam uma maior especificidade (ALVES, 1998).

As diferencas apresentadas entre os diferentes isolados neste trabalho e
as variacbes observadas quando comparados estes valores com outros
trabalhos podem ser explicadas por possiveis diferencas no substrato, no
método de producdo empregado durante os experimentos ou ainda pode ser
causado pela variabilidade genética dos isolados (POTRICH et al. 2006;
ROHDE et al. 2006). A temperatura geralmente € um fator limitante para a
ocorréncia da infeccéo fungica (GILBERT & GILL, 2010). Segundo Bugeme et
al. (2008), diferengcas na temperatura no momento da incubagdo pode
influenciar nos resultados tanto para a germinacéo dos isolados quanto para a
viruléncia no hospedeiro.

Assim sendo, além da especificidade de viruléncia de cada isolado sobre
os hospedeiros (ALVES, 1998), possiveis diferencas entre as temperaturas de
incubacdo dos trabalhos analisados podem ser a causa das variagbes nos
valores encontrados em outros estudos, se comparados ao presente trabalho,
tanto nas avaliacbes dos parametros biol6gicos quanto na viruléncia dos
isolados (BUGEME et al. 2008).

Somente um parametro biolégico ndo é suficiente para comprovar a
eficiéncia de um isolado, demonstrando que dentre os trés isolados que tiveram
0s parametros biologicos testados, UNIOESTE 53 mostrou menor potencial
para a continuidade de estudos visando o controle de O. yothersi. Ja
UNIOESTE 87 apresentou maiores valores nas avaliagdes demonstrando ser o
isolado mais indicado para utilizacdo em estudos que visam o controle do acaro

vermelho da erva-mate. De acordo com Petlamul e Prasertsan (2012), a
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escolha dos isolados com maior potencial de controle é a base para sua
utilizacdo em estudos subsequentes, programas de manejo de pragas, ou
ainda em possivel otimizacdo genética.

Esses resultados juntamente com estudos desenvolvidos nos ultimos
anos demonstram os desafios envolvidos no uso de patdégenos de acao lenta
para o controle de pragas que possuem rapido crescimento populacional e a
importancia de integrar esses agentes programas de manejo integrado de
pragas (UGINE et al. 2013). Por essa razao, Ugine et al. (2013) reforcam que
biopesticidas a base de Beauveria spp. devem ser vistos ndo como agentes
autbnomos de controle, mas como componentes de programas de manejo

integrado de pragas.

3.4 CONCLUSAO

Os isolados selecionados por apresentarem maiores mortalidades total e
confirmada e melhores valores de parametros biolégicos foram UNIOESTE 87
e UNIOESTE 97, sendo indicados para posteriores estudos em casa de

vegetagcao e campo.
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