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Selecéo de isolados de fungos e nematoides entomopatogénicos visando ao
controle da broca da erva-mate (Hedypathes betulinus) Kluger (Coleoptera;

Cerambycidae)

Resumo

A erva-mate € uma cultura tipica da regido sul do Brasil, Argentina e Paraguai, tendo
grande importancia socio-econémica e ambiental. Seu mercado encontra-se em
expansao e é consumida em diversas partes do mundo. Com a escassez de ervais
nativos, a cultura da erva-mate passou a ser cultivada em sistema de monocultivo, e
como consequéncia alguns insetos tornaram-se pragas, sendo a broca, Hedypathes
betulinus, a de maior expressdo. Seu controle € baseado na poda dos ramos
atacados e coleta de insetos, havendo perspectiva de uso do fungo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill.. A fim de incrementar o controle biolégico na cultura, este
trabalho visou selecionar em laboratorio, isolados dos fungos entomopatogénicos,
sendo 32 isolados de B. bassiana e 19 isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok.. e também isolados de nematoides entomopatogénicos, da familia
Heterorhabditidae. O trabalho com fungos foi realizado em duas etapas,
primeiramente avaliando a patogenicidade dos isolados, e posteriormente o0s
melhores foram selecionados, avaliando-se a viruléncia e outros parametros
bioldgicos (producédo de fungos: crescimento vegetativo e producdo de conidios em
meio de cultura, arroz e em cadaveres de broca). Foram selecionados 3 isolados de
B. bassiana (UNIOESTE 4, UNIOESTE 52 e UNIOESTE 64), destes destacando o
isolado UNIOESTE 52, e um isolado de M. anisopliae (IBCB 352), este, causando a
maior mortalidade confirmada. Devido a sazonalidade da broca da erva-mate, e a
problemas na criagdo de nematoides, foram feitas apenas avaliacbes de
patogenicidade, cujas mortalidades variaram de 0 a 75%, sendo o isolado NEPET
11, do género Heterorhabditis sp. o mais eficiente.

Palavras-chave: Controle microbiano, llex paraguariensis, controle biol6gico



Screening of entomopathogenic fungi and nematodes to control the borer of
yerba mate (Hedypathes betulinus) Kluger (Coleoptera, Cerambycidae)

Abstract

Yerba mate is a typical culture of southern Brazil, Argentina and Paraguay, with
socio-economic and environmental importance. Its market is expanding and is
consumed in various parts of the world. Due the lack of native culture, yerba mate
has become a monoculture, and as a consequence, insects have become
problematic, like that causes further damage, the borer, Hedypathes betulinus. The
control is based on the pruning of attacked branches and collection of insects, but
there is very potential in the use of the fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. to
control this insect. In order to improve biological control in the culture, this work aims
to select in laboratory, isolates of fungi, being 32 isolates of B. bassiana (Bals.) Vuill
and 19 isolates of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., and also isolates of
entomopathogenic nematodes of Heterorhabditidae family. The work with fungi was
done in two steps, first evaluating the pathogenicity of the isolates, and subsequently
the best were selected evaluating the virulence and other biological parameters
(production of fungi: vegetative growth and conidial production in the middle of
culture, rice and insects cadavers). It was selected three isolates of B. bassiana
(UNIOESTE 4, UNIOESTE 52 e UNIOESTE 64), highlighting the B. bassiana isolate
UNIOESTE 52, and one isolate of M. anisopliae (IBCB 352), this, causing the highest
confirmed mortality. Due de seasonality of the borer, and problems with the
nematodes creation, were made only pathogenic evaluation, whose mortality rates
ranged from zero to 75%, being the isolate NEPET 11, of Heterorhabditis sp. the
most efficient.

Keywords: microbiological control, llex paraguariensis , biological control
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1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) foi responsavel por grande parte do
desenvolvimento das regifes oeste e sudoeste do Parana, na primeira metade do
século XX, sendo explorada de ervais nativos. Devido ao seu crescente consumo e
ao avanco da agricultura sobre a mata nativa, 0os ervais tornaram-se monocultura em
sistemas adensados, favorecendo o desenvolvimento de populacbes de pragas,
dentre elas, a broca, a ampola, acaros e lagartas desfolhadoras.

Hedypathes betulinus (Klug), a broca da erva-mate, é a principal praga desta
cultura. Suas larvas se alimentam internamente do tronco da arvore, construindo
galerias que dificultam a circulacdo da seiva, causando o depauperamento dos
galhos e da planta, podendo levar a mesma a morte.

Devido ao fato do maior consumo de erva-mate ser “in natura”, a legislacao
brasileira proibe a utilizacdo de qualquer produto fitossanitario na cultura, a fim de
evitar residuos que possam estar presentes no produto final.

Dentre as formas de controle possivel, o método cultural com poda e catacéo
de insetos € o mais utilizado, no entanto, torna-se pouco eficiente em ervais de
grandes extensdes, além de exigir grande quantidade de mao de obra.

Estudos séo realizados ha cerca de 15 anos, 0s quais mostram o potencial
do fungo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.. Contudo, a grande variacao na viruléncia
dos seus isolados, bem como no potencial de outros entomopatdgenos, sugerem a
necessidade de estudos prospectivos, no sentido de se obter espécies e isolados
virulentos e com alta produtividade em meios de cultura.

Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar novos isolados dos fungos B.
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e isolados de
nematdides entomopatogénicos Heterorhabditidae, que possuam elevada atividade
inseticida contra a broca-da-erva-mate, contribuindo para o desenvolvimento de
produtos comerciais para o controle da broca na cultura, e também para a
implementagdo de um programa de manejo integrado de pragas em erva-mate, bem
como seu desenvolvimento sustentavel no Brasil e em outros paises da América do

Sul, do ponto econdmico, social e ambiental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Erva-Mate

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil. — Aquifoliaceae), € uma espécie de
origem sul-americana, comum na vegetacdo nativa da Argentina, Paraguai e Brasil
(regido sul e uma pequena parte do estado do Mato Grosso do Sul, préximo a Ponta
Pord) (ANUARIO BRASILEIRO DA ERVA-MATE 2000, MAZUCHOWSKI 2000).

Na regido sul do Brasil, a cultura desempenha importante papel sécio-
econdmico, principalmente nas pequenas propriedades agricolas onde compde um
dos sistemas de exploracao agroflorestais mais antigos e caracteristicos da regiao
(BERNARDI et al., 2005; RENOVATTO e AGOSTINI, 2008).

A infusdo de erva-mate € um habito antigo, herdado dos indigenas que
habitavam a regido denominada de Cone Sul da América Latina, tradicionalmente
constituido por Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai (WINGE et al., 1995).
Com a chegada dos colonizadores, estes passaram a explorar economicamente 0s
ervais nativos e posteriormente, dominando técnicas de plantio, passaram cultiva-
los. Criou-se assim, um consideravel aparato empresarial envolvendo a producéo,
beneficiamento, transporte e comercializacdo da erva-mate (LEITE, 2003;
PASSINATO; 2003).

A familia Aquifoliaceae possui apenas trés géneros, amplamente distribuidos
nas zonas temperadas de ambos os hemisférios, dentre eles, o género llex se
destaca na América do Sul com mais de 600 espécies. No entanto, somente trés sao
exploradas comercialmente, sendo: |. angustifolia, conhecida como erva-mate
Periquita; |. amara, também chamada de crioula, por ser mais amarga e a |.
paraguariensis St. Hil., também conhecida como erva-mate argentina, que € a mais
cultivada no Brasil, no Paraguai e Argentina (ANUARIO BRASILEIRO DA ERVA-
MATE, 2000; LORENZI, 2002; JOLY, 2005).

A erva-mate, em estado natural, € uma espécie umbrofila, de crescimento
lento ou moderado, tipica das florestas maduras, onde pode atingir densidade de
centenas de individuos por hectare (SOARES; IEDE, 1997; BORGES et al., 2003).
Devido a estas caracteristicas, tradicionalmente foi explorada de arvores nativas,
sem qualquer preocupacdo com a disponibilidade de matéria-prima. Desta forma,

uma grande expansao agricola nos ultimos 40 anos, modificou a paisagem levando
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escassez de erva-mate, assim passando a ser cultivada em consorciamento com
pastagens e culturas anuais, ou em monocultivo (ANUARIO BRASILEIRO DA
ERVA-MATE 2000; MAZUCHOWSKI, 2000; CHIARADIA et al., 2002).

De acordo com o levantamento realizado pelo IBGE, em 2009 a producao
anual de erva-mate na regidao sul do Brasil foi de 218.102 mil t, sendo o estado do
Parana responsavel por 71,8% desse total (156.563mil t) com receita em torno de
R$ 86 milhdes (IBGE, 2010).

Essa espécie é utilizada para a producdo de bebidas (chimarrdo, tereré,
refrigerantes e chas), possuindo grande potencial para muitas aplicag6es industriais
como: corante, conservante de alimentos, produtos de higiene e cosméticos, além
de ser rica em vitaminas A, B1, B2 e C, sais minerais, aluminio, célcio, fésforo,
aminoacidos essenciais, glicidios e lipideos (MACCARI e MAZUCHOWSKI, 2000
apud BRONDANI et al., 2007, VELLOSO e ROCHA, 2007).

Sob o aspecto sécio-econdmico, a erva-mate promove a fixacdo do homem
na zona rural, pois, além de ser uma cultura permanente, a sua safra ocorre
justamente na entressafra dos produtos agricolas (feijdo, milho, etc.), gerando
trabalho e receita, sendo associada notadamente aos pequenos produtores. A
relevancia do carater social da atividade ervateira é demonstrada pelos indicadores
das propriedades rurais, com um total de aproximadamente 180.000 produtores,
gerando cerca de 700.000 postos de trabalho diretos, gerando cerca de R$ 180
milhdes/ano no Brasil (LOURENCO et al., 1997; CANTERLE, 2005).

Embora produtivo, no monocultivo intensivo a planta € submetida a condi¢cdes
que diferem daquelas as quais se adaptou (IEDE 1985, PENTEADO 1995,
PENTEADO et al., 2000), favorecendo a incidéncia de doencas, insetos e acaros
pragas (CHIARADIA et al., 2000).

Nesse sentido, Borges (2003) verificou que quando comparados 0s sistemas
de cultivo da erva-mate, o tipo nativo apresenta menor incidéncia de pragas que o
tipo adensado. De acordo com Soares (1998), quando as erveiras sédo cultivadas em
pleno sol ficam sujeitas a estresses fisiologicos, dentre outros fatores como a
simplificagédo do ambiente, que as predispde ao aparecimento de pragas e doencas.

Assim, lede e Machado (1989) relatam mais de uma centena de espécies de
insetos associados a erva-mate, das quais se destacam cinco que ocorrem em
niveis populacionais mais elevados e causam danos sérios as plantas, sendo

consideradas pragas da cultura: a cochonilha de cera (Ceroplastes grandis Hempel),
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lagartas (Thelosia camina Schaus e Hylesia sp.), ampola (Gyropsylla spegazziniana
Lizer e Trelles) e a broca (H. betulinus), sendo esta ultima a de maior expressao,
pelas perdas econémicas impostas sendo considerada a praga chave para o cultivo
(SOARES, 1998).

2.2 Hedypathes betulinus

2.2.1 Descrigéao e Bioecologia

A broca da erva-mate, Hedypathes betulinus ou corintiano, € um besouro do
grupo dos serra-paus, pertencente a familia Cerambycidae (PENTEADO, 1995).

As larvas sao apodas, brancas e broqueiam longitudinalmente os ramos e
tronco das plantas, impedindo a circulacdo da seiva, resultando no depauperamento
das mesmas. As larvas, pela forma com que se alimentam deixam para tras, uma
serragem, que serve de protecdo, mas também denuncia sua presenc¢a, uma vez
que esta serragem é expelida para fora do tronco, por um orificio feito pela propria
larva e previamente a pupacao, a larva constroi uma camara, onde permanece até a
emergéncia do adulto (PENTEADO, 1995; BRANDAO FILHO, 1945 apud GUEDES
et al., 2000; MALLMANN et al., 2001).

O adulto da broca mede aproximadamente 25 mm de comprimento. O corpo
apresenta coloracdo geral preta, sendo recoberto em quase toda a sua superficie
por pelos brancos. Na parte mediana dos élitros, ocorrem manchas escuras que se
caracterizam pelo formato de "M". As antenas sao longas e finas, apresentando de
forma alternada manchas claras e escuras (SOARES, 1998).

Os adultos se alimentam da casca dos ramos e até mesmo da casca das
brotacdes que apresentam uma coloracao arroxeada. Os machos costumam roer o
peciolo das folhas, determinando a queda dessas. Algumas fémeas, ap0s a postura,
alimentam-se das raizes finas que afloram a superficie do solo, no entanto, ndo ha
relatos das fémeas alimentando-se da casca do tronco junto ao solo, ou dos brotos
ladroes (SOARES, 1998; GUEDES et al., 2000). Os maiores danos, por causa da
alimentacdo, ocorrem em galhos de diametro entre 30 e 40 mm, sendo as fémeas
mais vorazes que os machos (GUEDES et al., 2000).

Em estudos sobre a biologia de H. betulinus em condi¢cdes controladas de

laboratorio, Cassanello (1993) descreveu o ciclo evolutivo durando em média 318
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dias.Observando ainda, a longevidade média de 100 dias para os individuos adultos,
concluindo assim, o ciclo de vida completo com aproximadamente 420 dias.

JA em estudos a campo, Soares (1998) observou um ciclo evolutivo,
mensurado da postura dos ovos até a emergéncia de adultos de mais de 500 dias,
com a longevidade dos individuos adultos de 294 dias para machos e 133 para
fémeas superando os dados de longevidade de adultos obtidos por Cassanello
(1993) que foi de 148 dias para machos e 101 para fémeas.

Quanto aos aspectos reprodutivos de H. betulinus, Cassanello (1993)
observou fecundidade média de 95 ovos, para fémeas obtidas em laboratério, sendo
de 3,18 o numero médio de ovos por postura, chegando a uma média total de 31
posturas durante todo o periodo reprodutivo;nas fémeas emergidas de larvas
coletadas em campo, a fecundidade média foi de 116,50 ovos, e 0 numero médio de
postura 30,25 durante o seu periodo reprodutivo. A fertilidade dos ovos das fémeas
do grupo 1 foi de 81,57% e do grupo 2 foi de 83,16%.

As posturas sdo feitas preferencialmente na regido do colo da planta,
podendo também ocorrer nas raizes expostas e brotos ladrées. Para a realizacdo
das posturas, ha preferéncia por galhos com didmetros de aproximadamente 15-
20mm. A fémea, apos ter escolhido o local apropriado para a postura, prepara uma
cavidade com suas mandibulas, de aproximadamente 2-3mm de profundidade,
perpendicular ao sentido do galho. Ao término dessa operacado, a fémea realiza um
giro de 180° e com 0 seu ovopositor introduz apenas um ovo na fenda. Para o
fechamento da cavidade, a fémea volta a posicédo inicial e fez uma mistura de casca
com lenho, cobrindo totalmente o ovo. Ha também relatos de oviposi¢cées em fendas
naturais, existentes na casca do galho escolhido pela fémea (CASSANELLO, 1993;
SOARES, 1998; GUEDES et al., 2000).
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Figura 1. Adultos, larvas e danos da broca da erva-mate: A — Adulto de Hedypathes
betulinus (dorsal); B — Ventral. C — Larva de H. betulinus em galeria realizada no
tronco de |. paraguariensis. D — larva em detalhe. E — Sintoma de erveira atacada. F
— erveira morta por atagues sucessivos. (Fotos: André L.P. Fanti)
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2.2.2 Importancia e Danos

Sendo a principal praga desta cultura, podem afetar 50-60% das plantas,
reduzindo drasticamente a produtividade, sendo esta consequéncia do desequilibrio
ambiental causada pela implantacdo de monoculturas (D’AVILA, 2006).

Os danos mais severos sdo ocasionados pelas larvas, que recém-eclodidas,
iniciam sua alimentacdo construindo galerias sub-corticais, longitudinais
ascendentes, chegando ao lenho das plantas, impedindo a circulagdo da seiva,
resultando o depauperamento da erveira. Proximo a fase pupal, a larva desce até
préximo ao colo da planta e constr6i uma galeria anelar, fragilizando esta regiao,
fazendo com que as plantas se quebrem a acéo dos ventos, causando a mortalidade
das &rvores. Desta forma, além de danificarem a planta, facilita a entrada de
fitopatdgenos, e podem levar a planta a morte, dependendo do grau de
comprometimento da mesma (PENTEADO, 1995; LEITE, 2006).

Como ataca planta em producdo, todo o investimento feito € perdido, pois a
planta tem de se recuperar, o que reduz a producdo de biomassa. Além disso, por
ser uma praga que ocorre todos 0s anos seguidamente, ndo ha como mensurar as

perdas, dificultando estimar o valor das mesmas.

2.2.3 Controle de H. betulinus

Como ocorre para todas as pragas da erva-mate, ndo ha produtos registrados
para o controle de pragas nessa cultura (AGROFIT, 2011).

Em estudo sobre a ecologia quimica da broca da erva-mate, Fonseca (2010)
apresenta dados que demonstram que a comunicacdo entre H. betulinus é mediada
pela combinacdo de um feroménio sexual produzido pelo macho e um feroménio de
contato produzido pela fémea, abrindo a possibilidade de armadilhas com aplicagbes
para o controle da broca.

Contudo, dada a natureza perene da erva-mate e seu porte arboreo/arbustivo,
o controle biolégico natural da praga na cultura é fortemente exercido por inUmeros
inimigos naturais. Segundo Soares (1998), especificamente em relagdo a broca,
desde 1929 ha relatos da ocorréncia de inimigos naturais sobre adultos em

condi¢cbes naturais em ervais no estado do Parana.
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Especificamente em relagdo a broca, dentre os seus principais inimigos
naturais, destaca-se o0 parasitdide de ovos, Eurytoma sp. (Hymenoptera:
Eurytomidae), que é citado por Penteado (1995), apresentando um parasitismo de
42%, e posteriormente Soares et al (1995), um parasitismo de 56%.

Também, Soares & lede (1997) relatam a presenca de formigas do género
Pheidole e Solenopsis predando ovos do besouro, além de percevejos da familia
Pentatomidae (Alcaeorrhynchus grandis, Brontocerus tabidus e Tynacantha
marginata) e da familia Reduviidae (Arilus carinatus e Apiomerus sp.) predando
adultos do besouro.

Graf e Marzagdo (1999) descrevem a ocorréncia do parasitéide Labena fiorii
em larvas de H. betulinus, presentes em galhos de erva-mate, que continham
galerias com larvas e pupas do hospedeiro e do parasitoide.

Em uma experiéncia, apds ouvir relatos de pequenos produtores, Mallmann et
al (2001) avaliou a utilizacdo de galinhas-d'angola, dispersas em ervais, como
predadores do besouro. O pesquisador relata que o ataque com maior eficiéncia, é
de quando a fémea de H. betulinus, desce proximo a raiz da planta para realizar a
postura dos ovos, tornando-se uma presa facil.

Além de predadores e parasitoides, Soares et al. (1995) relataram a
ocorréncia natural dos fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok., em adultos de H. betulinus em erval no municipio de
Ivai, PR. Para esses autores, quando esses fungos sao adequadamente veiculados
e aplicados, podem apresentar elevado potencial de controle, baixo impacto
ambiental e poucos residuos no produto. Além disto, podem permanecer ativos por

longos periodos no ambiente cultivado.

2.2.4 Fungos Entomopatogénicos

Diferentes de outros patdgenos, os fungos causam infeccdo nos insetos nao
apenas pela ingestdo, mas principalmente pela penetracdo via tegumento e
espiraculos, o que os coloca em vantagem em relagdo as bactérias e virus (cuja
penetracdo ocorre apenas via oral) e sua utilizacdo em diversas culturas é bastante
promissora (ALVES, 1998a).

Em erva-mate, ha registros de epizootias naturais com B. bassiana em

diversas ordens de insetos da cultura. Estudos em laboratério para o controle de H.
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betulinus, Ribeiro (1993) utilizando cinco linhagens de B. bassiana isoladas de
insetos encontrados na erva-mate, obtiveram resultados de 69,6% de infectividade
em adultos e de 93% em larvas.

Especificamente em relacdo a broca da erva-mate, Pagliosa (1994) testou
cinco isolados do fungo B. bassiana (RF 785, 2629, CG152, CG 212 e ESALQ-447),
a fim de verificar a patogenicidade do mesmo contra adultos da broca. Os insetos
foram imersos em suspensdes de conidios, na concentracéo de 2,2x10° conidios/mL
e foi obtida mortalidade maxima de 73,4% com o isolado CG 152, e a minima com o
isolado CG 212 (45,1%).

A constatacdo em campo, da ocorréncia natural de B. bassiana e de M.
anisopliae sobre adulto da broca fez com houvesse um incremento nos estudos de
avaliacdo de isolados de B. bassiana, com resultados considerados promissores
(SOARES & IEDE, 1995; LEITE et al.,1998).

Posteriormente, estudos também foram realizados usando, além de isolados
de B. bassiana, também B. brongniartii, M. anisopliae e Paecilomyces sp., sendo os
isolados CG716 e BBOl1 de B. bassiana os de melhor desempenho, causando
mortalidade préxima a 100%. Por outro lado, os isolados CG100 (M. anisopliae),
CG72 (B. brongniartii) e CG25 (B. bassiana) nédo diferiram estatisticamente da
testemunha, mostrando uma baixa eficiéncia (LEITE et al., 2000, 2005, 2006).

Estudos em campo realizados por Leite et al. (2003) com o isolado CG716 de
B. bassiana formulado em 6leo, para o controle da broca da erva-mate, aplicando no
tronco das erveiras, mostraram cerca de 70% de eficiéncia, com tempo letal proximo
a 30 dias.

Mais recentemente, Borges et al. (2007) desenvolveram um estudo de campo
com o objetivo de avaliar o desempenho de uma formulagéo tipo 6leo emulsionavel
a base de B. bassiana para o controle da broca. Verificou-se que as aplicacdes
resultaram em uma reducado significativa na intensidade do ataque da broca a
erveira, quando feitas nos meses de pico populacional da praga, novembro e
fevereiro.

Nos ultimos anos, a empresa Novozymes Turfal em parceria com a Embrapa
Florestas vem desenvolvendo o bioinseticida Bovemax® a base de B. bassiana, com
objetivo de controlar a broca da erva-mate. O produto, que atualmente esta em fase
de registro, é formulado em 0leo, que proporciona maior adesdo dos esporos do

fungo a cuticula do inseto e também protecao contra raios UV. A concentracao deste
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produto é de 1x10’ conidios/mL e sua eficiéncia em campo fora testada com
sucesso, recomendando duas aplicacbes anuais (fevereiro e novembro) (BORGES,
2007; GOMM, 2010). Além disso, Leite (2011) testou a transmissibilidade do produto
Bovemax®, entre os individuos adultos, comprovando que o fungo € transmitido por

contato, aumentando sua eficiéncia no controle da broca da erva-mate.

2.2.5 Nematoides Entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos mostram-se promissores no controle
biolégico de pragas por apresentarem vantagens quando comparados a outros
entomopatdgenos, como: resisténcia a varios defensivos agricolas; acédo sinergistica
com outros entomopatégenos; capacidade de adaptacdo a novos ambientes; busca
de hospedeiro; ndo causam danos a plantas; podem se reproduzir sem a presenca
de machos; podem ser aplicados em varios locais, desde que se observem as
condicBes minimas exigidas por eles, pois ndo sao nocivos a henhum outro grupo de
animais, incluindo o homem (FERRAZ, 1998, LEWIS, et al., 2006).

Alguns nematdides apresentam associacdo mutualistica com bactérias, sendo
que os géneros Heterorhabditis e Steinernema vivem associados a bactérias do
género Photorhabdus e Xenorrhabdus, respectivamente. Estas bactérias nao
formam esporos, portanto sdo encontradas somente nesses nematdides ou em
cadaveres de insetos infectados, visto que ndo apresentam formas resistentes em
condi¢cBes ambientais (FERRAZ, 1998).

Nessa relacdo, os nematdides contribuem fornecendo protecdo as bactérias
fora do corpo do inseto e atuam no transporte destas, entre um inseto jA morto a
hemocele de outro vivo. J& as bactérias causam a morte do inseto e digerem os
tecidos do inseto, 0os quais 0 nematdide utiliza como alimento. Os nematdides
penetram em seus hospedeiros através dos espiraculos, boca e anus, podendo
também penetrar pelo tegumento. Chegando a hemocele do inseto, liberam as
bactérias, as quais se multiplicam rapidamente, levando o hospedeiro ao Obito por
septicemia (FERRAZ, 1998).

Considerando ndo haver relatos da ocorréncia natural de nematoéides
entomopatogénicos em H. betulinus, ALVES et al. (2009) demonstraram a

suscetibilidade do inseto a nematodides do género Steirnernema, obtendo 80% de
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mortalidade em apenas 10 dias de tratamento, abrindo a perspectiva de utilizagao

para este potencial grupo de entomopatégeno.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliacdo de Fungos Entomopatogénicos

Os experimentos foram realizados no laboratério de Biotecnologia Agricola da
Unioeste, Campus de Cascavel, PR, sendo os insetos obtidos em plantacéo
comercial de erva-mate localizada em Ivai-PR, e mantidos em gaiolas teladas com
60 cm de altura x 40 cm de largura x 40 cm de comprimento, contendo ramos de
erva-mate, até a instalacao dos experimentos, por um periodo néo superior a 7 dias,
conforme trabalho desenvolvido por ALVES et al. (2009).

Para a instalacdo dos experimentos, foram selecionados insetos que
encontravam-se integros, com movimentacdo e respostas normais a estimulos
(SOARES, 1998).

Os isolados dos fungos B. bassiana e M. anisopliae foram obtidos de
colecbes oficiais do Instituto Biolégico e da Unioeste, e foram mantidos sob
refrigeracédo (-10 °C) em forma de micélios e conidios. O isolado CG 716 foi utilizado
como padrao por ter sido previamente selecionado para o controle da broca (LEITE,
2003).

3.1.1 Selecédo de Isolados

A selecéo foi constituida por duas fases, sendo a primeira, na qual todos os
isolados foram avaliados contra o inseto e na segunda, os melhores isolados foram
comparados entre si, em diversos parametros biolégicos, conforme trabalho

desenvolvido por Rohde et al (2006).



23

3.1.2 Avaliacéo da Patogenicidade dos fungos

Os isolados foram multiplicados em meio de cultura para producdo de
conidios (M.E.) (Alves et al., 1998b), em placas de Petri, incubados em camara
B.O.D. (26 + 1 °C, 14h de fotofase), por um periodo de 7 a 10 dias para crescimento
vegetativo e conidiogénese (Tabelas 1 e 2). Apds este periodo, os conidios foram
coletados, por meio de raspagem da superficie do meio de cultura armazenando-os
a -10 °C em tubos de vidro fechados com filme de PVC transparente, por um periodo
nao superior a 15 dias.

No momento da instalacdo dos experimentos, 0s conidios foram suspensos
em agua destilada + Tween 80 a 0,01% e procedeu-se a contagem em camara de
Neubauer para estimar a concentragdo da suspensdo. Em seguida, foram
preparadas suspensdes contendo 1x10°8 conidios/mL (ALVES et al., 1998).

A inoculacao foi feita adaptando-se a metodologia de LEITE (1998), imergindo
individualmente 30 insetos adultos nas suspensées por 5 segundos, transferindo-os
para placas de Petri com o fundo recoberto por papel-filtro para retirar o excesso da
suspensao de fungo. Em seguida, foram individualizados em copos plasticos
contendo um ramo de erva-mate fechados com tampa plastica perfurada. Cada
inseto foi considerado uma repeticdo e da mesma forma, foi feito para a testemunha,
na qual os insetos foram imersos apenas em agua destilada + Tween 80 0,01%.
(Figura 3).

Os insetos foram mantidos em condi¢Bes controladas (26x1 °C e 14h de
fotofase) e diariamente procedeu-se a avaliacdo, durante 15 dias, sendo 0s insetos
mortos retirados, desinfestados por imersdo em solugcdo alcodlica 70% e éagua
destilada, e mantidos em camara Umida para confirmacao da mortalidade por fungo,
nas mesmas condicdes citadas (Figura 4).

Foram avaliados 50 isolados de fungos, sendo 32 isolados de B. bassiana
(Tabela 1) e 18 isolados de M. anisopliae (Tabela 2). Os isolados que causaram as

melhores médias de mortalidade foram selecionados para a etapa posterior.
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Tabela 1. Isolados, hospedeiro original e localizacdo geogréafica dos isolados de
Beauveria bassiana.

Isolado Hospedeiro original/substrato  Localiza¢do geografica
CG 716 Hedypathes betulinus Ivai - PR
IBCB 15 Solo Aral Moreira - SP
IBCB 301 Solo Ribeirdo Preto - SP
IBCB 31 Nezara viridula Piracicaba - SP
IBCB 34 Solo Aral Moreira - SP
IBCB 365 Solo Matéo - SP
IBCB 527 Solo Jaguariuna - SP
IBCB 614 Epachoplon cruciatum Coronel Macedo - SP
IBCB 615 E.cruciatum Coronel Macedo - SP
IBCB 88 Leptopharsa heveae Itiquira - MT
UNIOESTE 2 Alphitobius diaperinus Cascavel — PR
UNIOESTE 25 Solo Cascavel — PR
UNIOESTE 26 Solo Cascavel — PR
UNIOESTE 37 Bombyx mori Arapongas - PR
UNIOESTE 38 B. mori Ibaiti - PR
UNIOESTE 39 Cosmopolites sordidus Sao Miguel do Iguagu - PR
UNIOESTE 4 A. diaperinus Cascavel — PR
UNIOESTE 44 Pentatomidae Toledo - PR
UNIOESTE 45 Astylus variegatus Mal. Candido Rondon - PR
UNIOESTE 46 Euschistus heros Cascavel - PR
UNIOESTE 48 A. diaperinus Cascavel — PR
UNIOESTE 49 A. diaperinus Cascavel — PR
UNIOESTE 52 A. diaperinus Boa Vista de Aparecida - PF
UNIOESTE 53 A. diaperinus Cascavel - PR
UNIOESTE 55 A. diaperinus Cascavel - PR
UNIOESTE 56 Anthonomus grandis Cascavel - PR
UNIOESTE 59 A. diaperinus Cascavel — PR
UNIOESTE 60 Chrysomelidae Catanduvas - PR
UNIOESTE 62 A. diaperinus Cascavel — PR
UNIOESTE 64 H. betulinus Cascavel — PR
UNIOESTE 65 A. grandis Cascavel — PR
UNIOESTE 69 H. betulinus Ilvai — PR
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Tabela 2. Isolados, hospedeiro original e localizacdo geografica dos isolados de
Metarhizium anisopliae.

Hospedeiro original ou

Isolados substrato Localizacdo Geogréfica
IBCB 121 Solo Tabapua - SP
IBCB 156 Solo Cascavel - PR
IBCB 167 Solo Cascavel - PR
IBCB 185 Solo Cascavel - PR
IBCB 352 Solo Valparaiso - SP
IBCB 353 Mahanarva fimbriolata Valparaiso - SP
IBCB 380 M. fimbriolata Agua Branca - SP
IBCB 383 M. fimbriolata Agua Branca - SP
IBCB 410 Solo Iporanga - SP
IBCB 417 Solo Iporanga - SP
IBCB 418 Solo Iporanga - SP
IBCB 478 Solo Mogi das Cruzes - SP
IBCB 482 Solo Campinas - SP
IBCB 52 Cigarrinha Conquista - MG
IBCB 545 Solo Pindamonhagaba - SP
IBCB 59 Cigarrinha Conceicéo das Alagoas - MG
SLP 358 Anthonomus grandis Piracicaba - SP
UNIOESTE 22 Solo Cascavel - PR

3.1.3 Comparacgéo de Isolados

Os isolados selecionados previamente, bem como o isolado CG716
considerado padrdo de comparacao, foram novamente multiplicados como descrito
no item 3.1 para serem comparados simultaneamente entre si quanto a viruléncia e

em outros parametros biologicos.

3.1.3.1 Viruléncia

Foram adotados os mesmos procedimentos descritos no item 3.1.2, porém,
para cada um dos isolados selecionados foram preparadas suspensdes em agua
destilada + Tween 80 0,01% com cinco concentracdes distintas, sendo elas: 1x10°,
5x10°, 1x10°, 5x10° e 1x10’ conidios/mL e para cada uma delas foram utilizados 60
insetos adultos, divididos em quatro repeticdbes de 15 insetos cada. Os dados
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obtidos foram submetidos a analise de Probit para estimar a concentracao letal que

mata 50% da populacéo (CLso), utilizando o programa Polo Plus.
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e

Figura 2. Metodologia de aplicacao de fungo. A — Adulto de Hedypathes betulinus. B
— Imersdo da broca na suspensao fungica. C, — Sobre papel filtro para retirar o
excesso da suspensao de conidios do fungo. D, E — Individualizados em copos
plasticos contendo um ramo de erva-mate. F — Sala de incubacédo (26+1°C e 14h de
fotofase). (Fotos: André L.P. Fanti)



Figura 3. Etapas de avaliacdo. A — Brocas mortas e separadas. B — Imersdo em
solucéo alcodlica 70%. C — Imersdo em agua destilada, D, E — Camara imida para
confirmacédo da mortalidade por fungo. (Fotos: André L.P. Fanti)

28
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3.1.3.2 Comparacao de Parametros de Producao
3.1.3.2.1 Crescimento Vegetativo e Producéo de Conidios em Meio de Cultura

Os isolados foram inoculados em trés pontos na superficie do ME em placas
de Petri, e incubados a 26 + 1°C e 14h de fotofase. Apds 10 dias, foi avaliado o
tamanho das colbnias por meio de duas medicfes perpendiculares, determinando-se
o didmetro médio. Para cada isolado foram preparadas trés placas, sendo cada
coldnia considerada uma repeticéo.

ApoOs a avaliacdo do crescimento vegetativo, as coldnias foram recortadas do
meio de cultura, na linha terminal do halo da coldnia e individualizadas em tubos de
vidro de fundo chato com 10 mL de agua destilada e Tween 80 a 0,01%. Os conidios
foram removidos com o auxilio de um pincel, e em seguida, os tubos a submetidos
acao de vortex por um minuto. A quantificacdo dos conidios foi feita em camara de

Neubauer.

3.1.3.2.2 Producéo de Conidios em Arroz e em Cadaveres de Broca da Erva-
Mate

A avaliacdo da producdo de conidios em arroz foi realizada utilizando o
método do Biomax® (Alves e Pereira 1998a). Para tal, sacos de polipropileno,
contendo 100 g de arroz polido e pré-cozido por trés minutos em agua fervente,
foram autoclavados por 15 min a 120 °C. Apo6s o resfriamento, foi realizada a
inoculacdo (5ml de suspensdo de conidios numa concentracdo de 1x10°
conidios/mL, produzidos em meio de esporulacdo), sendo que para cada isolado
foram preparadas trés repeticdes. Os sacos foram incubados a 26 + 1 °C e 14h de
fotofase durante sete dias, quando foram abertos e seu contetddo exposto a um fluxo
de ar em bandejas de plastico, em uma camara asséptica por quatro dias, sob
temperatura de 25 + 1 °C e 24h de fotofase. Em seguida, efetuou-se a quantificacao
de conidios, individualizando 1 g de cada repeticdo em tubos de vidro de fundo
chato com 10 mL de agua destilada e Tween 80 a 0,01%, contando-os em camara
de Neubauer.

Para estimar a producdo de conidios em cadaveres de broca, para cada um
dos isolados, na concentragéo de 1x10’ conidios/mL, foram selecionados 12 adultos
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mortos e que apresentavam o corpo recoberto por conidios, sendo individualizados
em tubos de vidro de fundo chato com 10 mL de agua destilada e Tween 80 a
0,01%.

Em seguida, os conidios da superficie dos insetos foram removidos com
auxilio de pincel, a suspensdo foi agitada em voértex durante um minuto e

guantificada em camara de Neubauer.

3.2 Avaliacdo de Nematoides Entomopatogénicos
3.2.1 Obtencéao e Multiplicagdo dos Isolados

De forma a ampliar o conhecimento acerca da atividade de nematdides
entomopatogénicos sobre adultos da broca da erva-mate, com base nos trabalhos
de Quadros (2008) e Alves et al. (2009), foram desenvolvidos experimentos com
isolados de nematodides fornecidos pela UENP (Universidade Estadual Norte
Paranaense), obtidos em diferentes regiées do Brasil e também de outros paises. A
multiplicacdo dos nematodides foi feita em larvas da traca-dos-favos, Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), criadas em dieta artificial e incubadas em
camara climatizada (27+2°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas).

Assim, adotando-se a metodologia descrita por POINAR (1979), larvas de
altimo instar de G. mellonella foram infectadas com juvenis infectivos (JIs), por meio
do sistema de infec¢éo tépica, aplicando-se 2 mL de suspensao na concentracdo de
100 Jis/larva em placas de Petri de 9 cm de diametro, contendo 10 larvas. ApoGs a
infeccédo, as larvas foram incubadas em camara climatizada a 25 + 2 °C por 3 dias,
no escuro, e posteriormente transferidas para camara seca, onde ficaram por mais 5
dias. Apés esse periodo, os nematodides foram coletados em armadilhas de White
sob as mesmas condicfes. Os JlIs emergidos foram mantidos a 26 °C em um béquer
com agua destilada com aeracéo fornecida por um compressor de ar, por no maximo

cinco dias, até a realizacdo do experimento.
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3.2.2 Selecao de Isolados de nematoides entomopatogénicos

A metodologia descrita por ALVES et al. (2009) baseou-se na preparacao de
40 recipientes plasticos de 400 mL divididos em 4 repeticdes, fechados com tampa
plastica perfurada, contendo ramos de erva-mate para a alimentacdo da broca e
1509 de areia em seu interior.

Na areia, foram feitas aplicagcbes da suspensdo de nematoides, na
concentracdo de 100 Jis/cm? mediante contagem prévia. Ap6és a aplicacdo da
suspensao, foi adicionada agua destilada e esterilizada em cada recipiente de forma
a se obter 20% de umidade no substrato.

Em seguida, os insetos foram liberados individualmente sobre o ramo. Na
testemunha, a areia foi tratada apenas com &gua destilada na quantidade
necessaria para se obter a umidade desejada.

Os recipientes foram fechados e mantidos em 26+1 °C e fotoperiodo de 14 h.
As avaliacbes foram feitas diariamente, por 15 dias e os insetos mortos foram
transferidos para camara seca, constituida por placas de Petri contendo papel-filtro
seco no fundo e mantidos nas mesmas condi¢des por 5 dias. Apds esse periodo,
foram aplicados 2mL de &gua destilada na superficie do papel e apés 24 h
verificava-se a presenca de nematdides no inseto. Quando necessario, 0s insetos

foram dissecados para confirmar a presenca de nematdides nos cadaveres.
3.3 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos em cada um dos experimentos foram submetidos a analise
de variancia (teste F) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05), segundo o delineamento experimental inteiramente casualizado,
utilizando-se o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 1992). Os dados obtidos na
etapa 3.1.3.1, foram submetidos a andlise de Probit para estimar a concentracao

letal que mata 50% da populacéo (CLsp), utilizando o programa Polo Plus.



32

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo de Patogenicidade dos Fungos

Nesta primeira etapa, além do isolado padrdo CG 716, destacaram-se 0s
isolados de B. bassiana, UNIOESTE 4, UNIOESTE 52 e UNIOESTE 64, cuja
mortalidade manteve-se igual ou acima de 90%, sendo estes selecionados para a
etapa posterior, por terem atingido as maiores médias de mortalidade confirmada

(Tabela 3), os demais variaram de 7 a 87% de mortalidade confirmada.

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade total e confirmada de adultos da broca da
erva-mate (Hedypathes betulinus) avaliados contra isolados de Beauveria bassiana.

Isolado % Mortalidade Total % Mortalidade Confirmada
UNIOESTE 64 93 93
CG 716 90 90
UNIOESTE 4 90 90
UNIOESTE 52 97 90
UNIOESTE 60 87 87
UNIOESTE 38 80 80
UNIOESTE 65 93 80
UNIOESTE 69 90 80
UNIOESTE 62 77 77
UNIOESTE 2 100 73
UNIOESTE 49 87 73
IBCB 15 83 70
IBCB 301 87 70
UNIOESTE 39 97 70
UNIOESTE 53 97 70
IBCB 31 90 67
IBCB 365 83 67
UNIOESTE 59 83 67
IBCB 614 63 63
IBCB 88 100 63
UNIOESTE 46 100 63
UNIOESTE 56 83 63
UNIOESTE 37 67 60
IBCB 34 97 57
IBCB 527 67 57
UNIOESTE 25 93 50
IBCB 615 43 43
UNIOESTE 44 97 37
UNIOESTE 55 83 33
UNIOESTE 45 63 30
UNIOESTE 48 100 13

UNIOESTE 26 87 I
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Figura 4. Mortalidade total acumulada de Hedypathes betulinus pelos isolados de
Beauveria bassiana apdés 8 dias de inoculagéo (cor clara) e 13 dias (cor escura).

Segundo Xu (1988), apud Thomazoni (2009), os isolados de B. bassiana
apresentam um alto nivel de atividade inseticida para o hospedeiro do qual ele foi
isolado ou de espécies proximas, dentro da mesma ordem, assim como os dados
aqui apresentados e os de Rohde et al (2006), cujos isolados de B. bassiana
selecionados para a etapa posterior, sdo todos da ordem Coleoptera, no entanto,
ndo deve se tomar isso como regra, pois alguns isolados que também tinham
colebpteros como hospedeiro original, inclusive da broca da erva-mate, caso do
isolado UNIOESTE 69, obtiveram desempenho inferior aos demais, assim como em
outros trabalhos de selecédo de isolados, cujo eficiéncia do fungo ndo dependia da
familia do hospedeiro original (PIRES et al, 2010; SILVA, 2007; THOMAZONI, 2005;
SILVA, 2001).

Para os isolados de M. anisopliae, a mortalidade confirmada variou entre 43 e
93%. (Tabela 4), sendo apenas o isolado IBCB 352 (93% de mortalidade
confirmada) selecionado para a proxima etapa, por ser o Unico que se aproximou

dos resultados com B. bassiana.
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Tabela 4. Porcentagem de mortalidade total e confirmada de adultos da broca da
erva-mate (Hedypathes betulinus) avaliados contra isolados de Metarhizium

anisopliae.

Isolado % Mortalidade Total % Mortalidade Confirmada
IBCB 352 93 93
IBCB 353 80 80
IBCB 418 90 80
IBCB 417 97 73
IBCB 52 97 73
UNIOESTE 22 90 73
IBCB 380 100 70
IBCB 410 100 70
IBCB 156 93 67
IBCB 478 93 67
IBCB 545 80 63
IBCB 482 100 57
IBCB 167 97 47
IBCB 185 97 47
SLP 358 60 47
IBCB 59 97 43
IBCB 121 97 43
IBCB 383 100 43

100

% Mortalidade

Figura 5. Mortalidade total acumulada de Hedypathes betulinus pelos isolados de
Metarhizium anisopliae ap6s 8 dias de inoclacao (cor clara) e 13 dias (cor escura).
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A variacdo na mortalidade confirmada, segundo Alves et al (1998), decorre da
ampla variabilidade genética dos fungos entomopatogénicose faz com que o0s
isolados tenham uma eficiéncia varidvel sobre diferentes insetos, e
consequentemente uma maior especificidade.

Ambas as espécies de fungos, mostraram-se patogénicas ao inseto,
confirmando os resultados obtidos por Pagliosa (1994), que testando cinco isolados
de B. bassiana contra a broca da erva-mate, obteve uma variagcdo entre 32,4 e
58,6% de mortalidade confirmada. Da mesma forma, Leite et al (2006), testando seis
isolados de B. bassiana oscilaram entre 37 e 100% de mortalidade confirmada, no
entanto no mesmo trabalho, um Unico isolado de M. anisopliae foi testado, obtendo
baixa infectividade, ndo diferindo da testemunha.

De um modo geral, os adultos de H. betulinus mostraram-se bastante
suscetiveis aos fungos (Figura 4), e apesar de varios isolados demonstrarem
elevado potencial na mortalidade do inseto, optou-se por selecionar apenas o0s que
alcancaram maior porcentagem de mortalidade confirmada, sendo esses submetidos
a outros parametros de comparacao, como estimativa de viruléncia, crescimento e

esporulacdo em outros meios de cultura.
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Flgura 6. Adultos de Hedypathes betulinus mortos por fungos. A, B — Besouro morto
por Beauveria bassiana. C — Detalhe do cadaver recoberto pelo fungo B. bassiana.
D, E — Besouro morto por Metarhizium anisopliae. F — Detalhe do cadaver recoberto

pelo fungo M. anisopliae.
(Fotos: André L.P. Fanti)
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4.2 Comparacgéo de isolados

4.2.1 Viruléncia

Os dados obtidos ndo se ajustaram ao modelo Probit, porque os bioensaios
nem sempre seguiram o modelo do tipo estimulo-resposta (Haddad 1998).

Diante disse disso, optou-se pela comparacdo da porcentagem média da
mortalidade total (Tabela 5) e confirmada (Tabela 6) de adultos da broca, ap6s 15
dias da inoculacéo.

Tabela 5. Porcentagem média de mortalidade total de adultos da broca da erva-mate
(Hedypathes betulinus) submetidos a diferentes concentracbes de conidios de
isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (26 + 1 °C, fotofase: 14h),
15 dias ap0s o tratamento.

Concentracdes de conidios/mL
Isolados

1x10° 5%10° 1x10° 5x10° 1x10° Teste.

UNIOESTE 4(Bb) 83,3+1,0Aa 66,6+1,4Aab 58,3+3,9Ab  73,3+2,4Aab  56,6+2,2Ab 0 Ac
UNIOESTE 52(Bb) 80,0+3,3Aa 76,6+2,9Aa 48,3+3,9Ab 68,3+2,8ABab 58,3+2,5Aab 0 Ac
UNIOESTE 64(Bb) 70,0+2,1Aa 61,5+2,1Aa 58,3+2,1Aa 51,6+4,4ABa 50+3,2Aa 0 Ab
CG 716(Bb) 80,0+3,0Aa  70+3,5Aa 75+3,7Aa 63,3t4,4ABa 55+4,4Aa O0Ab
IBCB 352(Ma) 73,3x1,4Aa 68,3+x1,6Aa 58,3+x2,8Aab  40,0+2,7Bb 40,0+2,4Ab 0 Ac

Dados originais apresentados, para analise estatistica os dados foram transformados emvx.
Médias (tEP) seguidas da mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P < 0,05)

Para o isolado UNIOESTE 4, na concentracdo mais elevada (1x10’
conidios/mL) obteve a maior mortalidade total, ndo diferindo concentracdes 5x10° e
5x10° conidios/mL. O isolado UNIOESTE 52, apresentou diferenca estatistica
apenas na concentracdo 1x10° conidios/mL, sendo esta a que causou menor
mortalidade (48,3%). Ja os isolados UNIOESTE 64 e CG 716, ndo apresentaram
diferenca estatistica entre as concentracdes utilizadas.

O isolado de M. anisopliae IBCB 352, ndo apresentou diferenca estatistica
nas trés concentracdes mais elevadas.

Quando analisado por concentracdes, a Unica diferenga estatistica entre os
isolados foi observada na concentracdo de 5x10° conidios/mL, cujo isolado IBCB

352 foi menos eficiente que os demais.
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Tabela 6. Porcentagem média de mortalidade confirmada de adultos da broca da
erva-mate (Hedypathes betulinus) submetidos a diferentes concentracdes de
conidios de isolados de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma) (26
*+ 1 °C, fotofase: 14h).

Isolados Concentracdes de conidios/mL

1x10’ 5x10° 1x10° 5x10° 1x10°  Teste.
UNIOESTE 4(Bb) 36,3+1,0Ba 34,6+0,8Ba  19,8+1,3Ab 19,8+1,3BCb  6,6t0Ac 0 Ad
UNIOESTE 52(Bb) 42,9+2,1Bab  52,8+0Aa 21,4+2 8Ac 33,0+t0Abc  19,8+1,3Ac 0 Ac
UNIOESTE 64(Bb) 37,9+0,8Ba  33,0+0Bab  29,7+1,7Ab 13,2+0Cc 6,6t0Ac 0 Ab
CG 716(Bb) 429+1,6Ba 34,6+0,8Bb  24,7+0,8Ac 19,8+0BCc 6,6+t0Ad 0 Ab
IBCB 352(Ma) 62,7+1,6Aa 52,8+4,0Aab 29,7+3,7Abc  24,7+1,6Bc 11,5+2,5Ac 0 Ac

Dados originais apresentados, para analise estatistica os dados foram transformados em+Xx.
Médias (xEP) seguidas da mesma letra mailscula na coluna e minuscula na linha, n&o diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P < 0,05)

O isolado UNIOESTE 4 foi mais eficiente nas concentragdes mais elevadas,
(1x10” e 5x10° conidios/mL), diferindo das demais. Para o isolado UNIOESTE 52, a
concentracdo que atingiu maior confirmacdo da mortalidade, foi a de 5x10°
conidios/mL, ndo diferindo estatisticamente da concentracdo mais elevada. O
isolado UNIOESTE 64, as duas concentragdes mais elevadas também foram mais
eficientes, ndo diferindo entre si. J& para o isolado CG 716, a concentragdo mais
elevada (1x10’ conidios/mL) foi mais eficiente, e diferiu de todas as outras.

O isolado de M. anisopliae, IBCB 352, obteve a maior porcentagem de
confirmac&o (62,7%), sendo esta obtida na concentracdo de 1x10 conidios/mL, ndo
diferindo apenas da concentracdo 5x10° conidios/mL.

Quando analisado por concentragdes, o isolado de M. anisopliae (IBCB 352),
causou a maior mortalidade na concentracdo mais alta (1x10° conidios/mL),
diferindo estatisticamente dos demais. J& na concentracdo 5x10° conidios/mL, este
isolado néo diferiu estatisticamente do isolado UNIOESTE 52, e ambos diferiram dos
demais. Nas concentragdes 1x10° e 1x10°, os isolados n&o diferiram entre si, mas
na concentracdo 5x10° o isolado UNIOESTE 52 foi superior, diferindo dos demais.

O fungo quando ultrapassa o exoesqueleto e atinge a hemocele, pode causar
a morte do hospedeiro diretamente pela acdo de micotoxinas que atuam na fisiologia
do inseto, ou de forma indireta pela exaustdo de nutrientes, quebras
fisiol6gicas/bioquimicas e também pelo blogueio mecanico do aparelho digestivo,
devido ao crescimento vegetativo entre outros danos fisicos. A diferenga entre a

mortalidade total e confirmada pode ocorrer pela variabilidade genética do isolados e
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dos mecanismos de defesa dos insetos-alvo, desta forma, mesmo quando aplicado
em baixa concentracdo, a morte do inseto pode ocorrer antes da colonizagéo total
do cadaver, dificultando a sua conidiogénese, corroborando com os dados aqui
apresentados, uma vez que houve grande diferenca entre a mortalidade total e a
mortalidade confirmada, abrindo a possibilidade de que o fungo, mesmo nao
esporulando, foi o causador da morte do inseto (ALVES, 1998; NEVES e HIROSE,
2005).

Além disso, segundo Alves e Pereira (1998 b), alguns fungos séo incapazes
de penetrar o inseto através do sistema digestivo, mas podem causar danos
independentemente da posterior colonizacdo do hospedeiro, pela liberacdo de
toxinas no sistema digestivo dos insetos. Assim, nas infeccfes via oral, os conidios
podem liberar toxinas quando digeridos pelo hospedeiro, causando a morte do
mesmo, independente do crescimento do patdgeno.

De acordo com a metodologia utilizada, imergindo o inseto nhuma suspensao
fungica, h& a possibilidade do patdégeno penetrar no hospedeiro via oral, resultando
na morte do mesmo pela agdo de toxinas, sem o crescimento do fungo, justificando
assim a diferenca entre a mortalidade total e a confirmada pela esporulacdo do
fungo.

O que também pode explicar a variacdo da mortalidade entre os diferentes
isolados e as diferentes concentracfes € a idade dos individuos adultos, uma vez
gue nédo houve padronizacdo deste parametro, pois 0s insetos eram coletados a

campo de forma aleatéria.

4.2.2 Comparacao de parametros de producéo

4.2.2.1 Crescimento Vegetativo e Producédo de Conidios em Meio de Cultura
Em relacdo ao crescimento vegetativo, os isolados que obtiveram maior

diametro médio de colbnia, foram UNIOESTE 4, UNIOESTE 52 , UNIOESTE 64 e

CG 716 (3,1cm, 3,0cm, 3,0cm e 3,0 cm respectivamente). O isolado IBCB 352

obteve 2,70cm de didametro médio (Tabela 7).
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Tabela 7. Diametro médio de colonias e producdo de conidios dos isolados de
Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma) em meio-de-cultura (M.E.),
10 dias ap0s inoculagéo (26 + 1°C, fotofase: 14h).

Isolados Diametro Producéo de Producdo média
médio das conidios/colénia de conidios/cm?
col6nias (cm) (n x 10) (n x 10)

UNIOESTE 4(Bb) 3,10+0,02 a 5,10+0,19 bc 0,63+0,02 b
UNIOESTE 52(Bb) 3,00+0,01 ab 1,94+0,07 d 0,26+0,01 c
UNIOESTE 64(Bb) 3,30+0,04 a 10,4+0,43 a 1,15+0,05 a
CG 716(Bb) 3,30+0,02 a 8,9+0,42 ab 0,98+0,05 ab
IBCB 352(Ma) 2,70+0,05 b 4,70+0,18 c 0,81+0,07 ab
C.V. (%) 4,40 22,04 19,96

Dados originais apresentados, para analise estatistica os dados foram transformados em Vx
Médias(zEP) seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P <
0,05).

Estes valores sdo proximos dos obtidos por Thomazoni (2009), que nesse
mesmo parametro avaliou o crescimento dos isolados UNIOESTE 1 e UNIOESTE 64
de B. bassiana, cujo diametro médio de coldnia foi de 3,2 e 2,8 respectivamente, e
também dos valores apresentados por Rohde et al. (2006), que realizando esse
teste com os isolados de B. bassiana UNIOESTE 4, UNIOESTE 5, UEL 25, o
didmetro médio de colbnia variou de 3,6 a 3,9 cm. Porém, foram inferiores aos
obtidos por Potrich (2006), que avaliou o crescimento vegetativo dos isolados de B.
bassiana UNIOESTE 04, UNIOESTE 39 e ESALQ 643, obtendo valores superiores
que variaram de 3,4 a 4,5cm, porém, apos 8 dias de incubacéo.

Em relagcdo ao fungo M. anisopliae, os resultados aqui apresentados sao
inferiores aos de Rohde et al. (2006), quando comparados os crescimento vegetativo
(3,8 cm para o isolado CB 320), distantes também, porém superiores, dos
resultados de Alexandre et al. (2006) que obtiveram média de 1,35 cm no diametro
das colonias para M. anisopliae.

Jabor et al (2003) testaram o crescimento vegetativo e a esporulacédo de 7
linhagens de M. anisopliae, em 3 diferentes meios de cultura (Meio completo, Meio
Saboraud, e BDA) obtendo diferentes respostas de um mesmo isolado com
diferentes meios de cultura, onde na maioria dos casos, 0 meio que melhor
expressou o crescimento vegetativo do isolado, ndo proporcionou a melhor resposta
em esporulagdo, evidenciando o delicado processo de interagdo dos ciclos

vegetativo e de esporulagéo, com a disponibilidade dos nutrientes.
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Quanto a producdo de conidios, o isolado UNIOESTE 64 obteve 10,4x10’ e
1,2x10" na producdo de conidios por coldnia e producédo de conidios por cm?
respectivamente, diferindo significativamente dos isolados UNIOESTE 4, UNIOESTE
52, UNIOESTE 64 e IBCB 352, tanto na producédo de conidios por colénia, como na
producéo de conidios por cm? (Tabela 7).

Resultados aqui apresentados, diferentes dos alcancados por Thomazoni
(2009) com o isolado UNIOESTE 64, cuja producdo de conidios por colonia foi de
1,8x10® conidios. E também dos apresentados por Rohde et al (2006) cuja producéo
do isolado UNIOESTE 4 foi de 33,5x10° conidios/colénia.

Em relacdo aos valores de crescimento vegetativo e os de producdo de
conidios, ambos os autores verificaram a auséncia de relacdo entre eles, ja que a
producéo de conidios ndo foi proporcional ao crescimento vegetativo das colénias. O
que difere de Potrich (2006), que apresenta uma relagéo positiva entre o diametro
meédio das colbnias e a producdo média de conidios/colénia. Para este autor, as
variacbes entre isolados da mesma espécie podem ser ocasionadas pelo
fotoperiodo, temperatura, umidade relativa, assim como o tipo e espessura do meio
de cultura e da genética dos isolados que podem variar dentro da mesma espécie e
também dentro do mesmo isolado. Contudo, o procedimento para obtencdo de
colénias em meio de cultura, é feito através de algca de platina, que entra em contato
com o in6culo, e entdo perfura-se o meio de cultura na placa de Petri, em trés
pontos para avaliar o crescimento vegetativo, ndo havendo a mensuragdo da

guantidade de conidios aplicado.
4.2.2.2 Producédo de Conidios em Arroz e em Cadaveres de Broca da Erva-Mate

Os isolados UNIOESTE 64 e CG 716 obtiveram maior produtividade de
conidios/g de arroz que UNIOESTE 4 e UNIOESTE 52 (Tabela 8). No entanto, os
resultados séo inferiores aos obtidos por Rohde et al (2006), que para 0 mesmo
isolado UNIOESTE 4 foi obtida producdo de 8,3x10° conidios/g de arroz, logo,
comparando o0s resultados com Thomazoni, o isolado UNIOESTE 64 obteve
melhores resultados do que o encontrado pelo autor (1,2x10%conigios/g de arroz).

Contudo, Zappelini et al (2010) obtiveram quantidade média de 2,52 e
2,46x10° conidios/g dos isolados de M. anisopliae IBCB 417 e 481 respectivamente,

muito superiores do aqui apresentado pelo isolado IBCB 352 (17,6x10’ conidios/g).
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Esta diferenga pode estar relacionada a fatores que envolvem o método de
producdo empregado, assim como a quantidade de substrato dentro de cada
recipiente e a quantidade de in6culo aplicado. Além desses fatores, a qualidade do
arroz utilizado no experimento, a qualidade e quantidade do inéculo empregado, sao
essenciais para a boa producéo (POTRICH, 2006)

Tabela 8. Producdo de conidios de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium
anisopliae (Ma) em arroz e cadaveres de Hedypathes betulinus.

Isolados Numero de conidios/g de Numero de conidios/cadaver
arroz (n x 10) (n x 10")
UNIOESTE 4(Bb) 5,90+0,32 b 0,29+0,02 b
UNIOESTE 52(Bb) 9,30+£1,80 b 3,75+0,85 b
UNIOESTE 64(Bb) 23,3+1,30 a 0,36+0,02 b
CG 716(Bb) 26,6£2,14 a 0,69+0,11 b
IBCB 352(Ma) 17,6+0,56 ab 27,9+1,51 a
C.V. (%) 37,01 64,42

Dados originais apresentados; para analise estatistica os dados foram transformados em Vx
Médias (+EP) seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<
0,05).

J4 na producdo de conidios em cadaveres de broca, o isolado de M.
anisopliae IBCB 352 destacou-se com producdo média de 27,9x10’
conidios/cadaver, muito superior aos demais. No entanto, entre os isolados de B.
bassiana, destaca-se o UNIOESTE 52 (Tabela 8).

Este parametro é de grande importancia quando se trata de aplicacbes
futuras em campo, pois um isolado que apresenta um elevado potencial de inéculo,
tem maior probabilidade de manter-se presente no campo, causando epizootia.
Segundo Albuguerque (2005), é importante que nos estudos de selecdo de isolados
se inclua a avaliacdo da producéo de conidios em cadaveres, pois estes informam a
capacidade dos fungos em aumentar o potencial de ino6culo no ambiente dos
hospedeiros, ap6s sua eventual aplicacdo, faciltando a sua transmissdo e
disseminacdo nas populacdes de insetos e também garantindo o indculo no
ambiente por maior periodo de tempo.

De acordo com Santoro et al (2007), a variabilidade genética dos isolados de
fungos, podem proporcionar um melhor ou pior aproveitamento dos nutrientes
disponiveis em determinado meio de cultura, provocando assim, uma diferenca na

producéo dos fungos.
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4.3 Avaliacédo de nematoides entomopatogénicos

O isolado NEPET 8 n&do se mostrou eficiente contra o besouro, e néo
apresentou nenhuma morte durante o experimento, diferente dos isolados NEPET
11 e NEPET 36 que causaram mortalidade confimada de 75 e 45%
respectivamente (Tabela 9). Estes dados corroboram com Alves et al. (2009), que
avaliaram a suscetibilidade de adultos de H. betulinus a Steinernema carpocapsae,
que atingiu mortalidade de 78,1% com a mesma concentracdo (100Jl/cm?).

Também QUADROS (2008), avaliou 8 isolados de Heterorhabditis sp. contra
a broca da erva-mate, utilizando a mesma metodologia aqui descrita, obtendo

resultados promissores, ultrapassando 90% de mortalidade.

Tabela 9. Porcentagem de mortalidade confirmada de adultos da broca da erva-mate
(Hedypathes betulinus) testados contra isolados de nematdides entomopatogénicos.

Isolado Espécie Origem % de mortalidade
NEPET 8 Heterorhabditis sp. Solo 0
NEPET 11 Heterorhabditis sp. Solo 75
NEPET 36 Heterorhabditis sp. Solo 45

Devido a sazonalidade da ocorréncia de adultos de broca da erva-mate em
campo e esta estando sujeita a condi¢des climaticas, houve atraso nas coletas dos
mesmos, devido sua baixa incidéncia no inicio da safra que compreende o verao de
2010-2011, impossibilitando que mais isolados de nematoides fossem testados.

A suscetibilidade da broca da erva-mate aos nematoides entomopatogénicos
ja fora comprovada de acordo com Alves (2009), no entanto, considerando que 0s
nematoides necessitam de um substrato Umido para a sua sobrevivéncia e tendo em
vista que a maioria dos de nematoides entomopatogénicos sao isolados de amostras
de solo, sua utilizacdo contra pragas que vivem na parte aérea da planta é um fator
limitante. No caso da broca da erva-mate, cujo adulto permanece maior tempo na
parte média da planta, deve-se propor sua utilizacdo em conjunto com outras taticas
de controle, como a utilizacdo de armadilhas que atraiam o besouro para parte
inferior da planta. Nesse sentido, Fonseca (2010) avaliou um feromdnio sexual

sintético (visando atracao de fémeas) e desta foram, o adulto poderia ser infectado e
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se deslocar no ambiente, vindo a morrer em outro local, disseminando o patégeno
no campo.

Vale ressaltar que durante os periodos de coletas de adultos de broca da
erva-mate, provindos da Fazenda Vila Nova, no municipio de Ivai — PR, ao decorrer
desta pesquisa,em alguns adultos foram encontrados nematoides pertencentes a
familia Mermithidae, ocorendo naturalmente em campo (Figura 5). No entanto,
devido a quantidade pequena e esporadica de ocorréncia, tornou-se inviavel
mensurar a frequéncia com que ocorrem (FANTI, dados n&o publicados). Gomm
(2008) também relata a ocorréncia desses nematoides em broca da erva-mate na

mesma regido de coleta de insetos.
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Figura 7: Nematoide pertencente a familia Mermithidae. A — Nematoide junto ao

hospedeiro. B, C — Detalhe do nematoide. D — nematoide distendido.
(Fotos: André L.P. Fanti)
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Figura 8: Adultos de Hedypathes betulinus mortos por nematoides. A, B, C — Adulto
de Hedypathes betulinus coberto por nematoides entomopatogénicos. D — Detalhe

dos nematoides. E — Copo plastico com areia como substrato para nematoides.
(Fotos: André L.P. Fanti)
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5. CONCLUSAO

A broca da erva-mate mostrou-se bastante suscetivel aos fungos
entomopatogénicos, tendo em vista que ao longo dos bioensaios a maioria dos
isolados causou mortalidade em mais da metade do grupo de insetos cujas
aplicacoes foram feitas. Os isolados de B. bassiana UNIOESTE 4 e UNIOESTE 52,
destacaram-se na mortalidade total e confirmada dos insetos. O isolado IBCB 352
de M. anisopliae, apesar de ser o Unico deste género a ser selecionado para a
segunda etapa, manteve-se a frente na mortalidade confirmada e conidiogénese em
cadaveres de broca, indicando um elevado potencial de inéculo, sendo este, junto
com o isolado UNIOESTE 52 de B. bassiana, os indicados para avaliagdo do
desempenho do patégeno em campo.

E importante salientar que mesmo havendo produtos comerciais a base de
fungo no mercado, uma selecéo de isolados abre possibilidade para a descoberta de
novos entomopatdégenos mais eficiente contra a o0 inseto-praga em questao,
contribuindo assim para o desenvolvimento de programas de manejo integrado de
pragas.

Quanto aos nematéides, devem-se testar novos isolados, para que além da
viruléncia sejam avaliados outros parametros, como producdo de nematoides em
hospedeiros alternativos a Galleria mellonella, como em Tenebrio molitor e na broca

da erva-mate, uma vez que o inseto mostrou-se suscetivel a este entomopatégeno.
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