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RESUMO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lep.: Plutellidae) é considerada a principal
praga no mundo nos sistemas produtivos de brassicas. Devido a grande utilizacdo de agrotdxicos
para o seu controle, métodos alternativos para 0 manejo dessa praga se fazem necessarios, € 0 uso
do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e 6leo vegetal apresentam-se como
alternativas. Desta forma, 17 isolados desse fungo foram estudados objetivando selecionar
isolados para ser utilizado no controle da traca-das-cruciferas. O formulado comercial Boveril®
PM (isolado ESALQ-PL63) também foi incluido nos bioensaios. Entre os isolados avaliados, 0s
isolados CCA/UFES-4, 18, 31 e 35 foram selecionados por causarem mortalidade confirmada de
larvas do segundo instar superior a 90%. O isolado padrdo ESALQ-447 e o formulado comercial
(Boveril® PM) tiveram resultados semelhantes e também foram selecionados. Adicionalmente, 0s
isolados CCA/UFES-4, 18, 31, ESALQ-447 e o Boveril® PM foram considerados eficientes para
o controle da traca-das-cruciferas, mediante os resultados das estimativas da CLso. O 6leo de
mamona foi avaliado quanto a sua eficiéncia e estabilidade, como também a sua compatibilidade
com B. bassiana sobre P. xylostella. O dleo de mamona com 1 dia proporcionou mortalidade de

53,9% para P. xylostella. As atividades inseticidas, no entanto, foram instaveis ao longo do



tempo, sendo necessarios estudos adicionais. Os resultados também indicam compatibilidade

entre o 6leo de mamona e B. bassiana.

PALAVRAS-CHAVE: Tracga-das-cruciferas, manejo integrado de pragas, Ricinus

communis, controle microbiano.



PERFORMANCE OF THE FUNGUS Beauveria bassiana (BALS.) VUILL. AND CASTOR

BEAN OIL FOR Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) CONTROL

by
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ABSTRACT

The diamondback moth (DBM), Plutella xylostella (L.) (Lep.: Plutellidae) is considered the
most important pest of brassicas productive systems. Due to the high use of pesticides for DBM
control, alternative methods to be applied against DBM are necessary. The use of the
enthomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and vegetable oils present as
promising alternatives to control DBM. Thus, 17 isolates of B. bassiana were studied aiming to
select isolates to be used for DBM control. The commercial formulation Boveril® WP (isolate
ESALQ-PL63) was also included in the bioassays. Among the evaluated isolates, the isolates
CCAJUFES-4, 18, 31 e 35 were selected because they caused mortality confirmed for 2nd-instar
larvae greater than 90%. The standard isolate ESALQ-447 and the commercial formulation
(Boveril® WP) had similar results and were also selected. In addition, the isolates CCA/UFES-4,
18, 31, ESALQ-447 and Boveril® WP were considered efficient for DBM control based on the
lethal concentrations LCso-values. The castor bean oil has its efficacy and stability evaluated, as
its compatibility with B. bassiana upon P. xylostella as well. The castor bean oil 1-d old caused

53.9% mortality for P. xylostella. The insecticidal activities, however, were unstable over time



which requires further studies. The results also indicate compatibility between the oil of castor

bean and B. bassiana.

KEY WORDS: Diamondback moth, integrated pest management, Ricinus communis,

microbial control.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A tracga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lep.: Plutellidae) é considerada a principal
praga em todas as regides do mundo que cultivam espécies da familia Brassicaceae. 1sso devido
ao seu alto potencial reprodutivo e ciclo curto, o que lhe proporciona véarias geragcdes por ano
(Talekar & Shelton 1993, Castelo Branco & Gatehouse 2001, Castelo Branco & Medeiros 2001,
Ulmer et al. 2002, Torres et al. 2006).

A maior intensidade de infestacdo de P. xylostella ocorre nos meses de menor precipitagéo,
sendo que o periodo critico de ataque da praga, em repolho, ocorre na formacdo da cabeca
(Czepak et al. 2005). Os prejuizos ocasionados pela traga-das-cruciferas sdo relacionados a
alimentacdo das larvas, as quais perfuram as folhas causando sua desvalorizacao, além de retardar
o crescimento da planta e ocasionar consequentemente sua morte caso medidas de controle ndo
forem adotadas (Barros et al. 1993, Monnerat et al. 2004), comprovando a necessidade de se
estudar métodos para o seu controle.

P. xylostella ¢ um microlepidéptero de coloracdo parda. A fémea deposita os ovos, de
coloracdo esverdeada, na péagina inferior das folhas, isolados ou em grupo de dois a trés,
propiciando a ecloséo das larvas com 3,3 dias. Estas penetram no interior da folha passando a se
alimentar do parénquima. O ciclo larval ocorre em pouco mais de oito dias, quando empupam e
se transformam em adultos em 4,3 dias (Temp.: 25 £ 1°C, UR 70 + 10% e 14h de fotofase) (Gallo
et al. 2002, Torres et al. 2006).

Plantas da familia Brassicaceae (couve, couve-flor, repolho e brocolis) ocorrem em climas

temperados e tropicais, representando um importante grupo (Talekar & Shelton 1993). O seu



cultivo ¢é explorado geralmente por pequenos produtores (Filgueira 2000, Ferreira et al. 2003). O
repolho € uma espécie anual e herbacea. A cabeca € formada pelo embricamento das folhas,
sendo a parte comestivel da planta. E cultivado tanto para subsisténcia quanto para
comercializacdo (Medeiros et al. 2004). A couve-flor é rentavel para os produtores especialmente
na entressafra. Com a reducgéo populacional de P. xylostella é possivel incrementar ainda mais 0s
lucros (Dias et al. 2004, Camargo et al. 2009).

Entre as medidas de controle, 0 método quimico é o mais adotado para o controle de P.
xylostella, sendo os piretroides e os fosforados, os grupos mais utilizados (Castelo Branco &
Medeiros 2001, Monnerat et al. 2004). Quando utilizado sem critérios, os agrotdxicos podem
selecionar populaces resistentes desta praga as moléculas sintéticas (Melo et al. 1994, Godonou
et al. 2009). A utilizacdo de agrotdxicos para o controle de insetos-praga ocasiona ainda outros
problemas. Dentre eles, destacam-se danos aos inimigos naturais, polinizadores e animais
silvestres, além dos efeitos tdxicos ao homem no momento da aplicacdo e por residuos deixados
nos alimentos e no ambiente (Castelo Branco et al. 2003, Monnerat et al. 2004, Silva et al. 2009).
Devido a estes problemas surgiu 0 Manejo Integrado de Pragas (MIP), que visa a manutencéo das
pragas abaixo do nivel de dano econémico, utilizando para isso, métodos alternativos de controle,
como também a associacao desses métodos (Gallo et al. 2002).

O manejo da traca-das-cruciferas pode ser feito lancando méo de diversos métodos. Dentre
eles, o controle bioldgico oferece uma solucdo para o controle sustentavel da traca-das-cruciferas
(Godonou et al. 2009). Esse método pode ser feito utilizando o predador de ovos e larvas
Ceraeochrysa claveri Navas (Neu.: Chrysopidae) (Almeida et al. 2009) ou diversos parasitoides
(Castelo Branco & Medeiros 2001) como o de ovos de espécies do género Trichogramma
Westwood (Hym.: Trichogrammatidade) (Pereira et al. 2007, Pratissoli et al. 2008) e o

parasitoide de larvas e pupas Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) (Hym.: Eulophidae), importante



agente de controle natural em varias regides produtoras (Ferreira et al. 2003, Silva-Torres et al.
2009).

O controle bioldgico utilizando entomopatdgenos também vem apresentando resultados
significantes, como os observados utilizando a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Medeiros
et al. 2006). Contudo, ja se tem conhecimento de caso de populacdes resistentes da traca-das-
cruciferas (Castelo Branco et al. 2003) e também de Heliothis virescens (Fabr.) (Lep.: Noctuidae)
(Jurat-Fuentes & Adang 2006) a essa bactéria. Outra opgdo para 0 manejo de P. xylostella é a
utilizacdo de fungos entomopatogénicos (Silva et al. 2003, Godonou et al. 2009).

Os fungos entomopatogénicos sao responsaveis por cerca de 80% das doencas de insetos e
foram os primeiros patdgenos de insetos a serem utilizados no controle microbiano. Hoje, esta é
uma op¢do que apresenta potencial de utilizagdo sobre diversas espécies. Existem importantes
projetos de controle de pragas no Brasil envolvendo estes entomopatdgenos, tais como,
Mahanarva posticata (Stal) (Hem.: Cercopidae), Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hem.:
Cercopidae), Deois flavopicta (Stal) (Hem.: Cercopidae), Zulia entreriana (Berg) (Hem.:
Cercopidae), Cornitermes cumulans (Kollar) (Iso.: Termitidae), Cosmopolites sordidus (Germar)
(Col.: Curculionidae), Hypothenemus hampei (Ferrari) (Col.: Scolytidae), entre outros (Alves
1998b, Neves & Hirose 2005).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. € um dos fungos entomopatogénicos mais conhecidos no
mundo. Trata-se de um organismo encontrado na natureza causando doenca e morte de varios
insetos. Pesquisas tém demonstrado que este fungo é um agente capaz de infectar insetos em
diferentes estadios de desenvolvimento, causando elevados indices de mortalidade, podendo
chegar a 100% em condicGes de laboratorio (Alves 1998b, Rohde et at. 2006). Este fungo

também pode causar efeitos subletais a larvas de Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lep.: Crambidae),



diminuindo a viabilidade larval (56,6%), a fecundidade (33,6%), a viabilidade de ovos (48,6%) e
a longevidade de adultos (Oliveira et al. 2008).

Os patogenos de insetos apresentam uma serie de vantagens em relacdo aos agrotoxicos:
podem se multiplicar e se dispersar no ambiente afetando insetos ndo atingidos diretamente pela
aplicacdo; dificilmente ocorrerd caso de resisténcia de pragas, pois elas certamente ja a
desenvolveram ao méximo; possibilidade de comercializacdo dos alimentos produzidos por
precos mais elevados; podem ser empregados juntamente com inseticidas menos agressivos ao
meio ambiente; ndo poluem o ambiente e ndo sdo tdxicos a0 homem e a outros animais; e 0s
gastos com registros séo de 80 a 90% menores (Alves 1998a).

Estudos em laboratério mostraram que B. bassiana é virulento a P. xylostella,
proporcionando concentragdo letal (CLsg) para o isolado ESALQ-447 de 8,6 x 10° conidios/mL
(Silva et al. 2003). Em teste de campo, B. bassiana controlou a traga-das-cruciferas,
proporcionando menor ndmero de larvas vivas por planta e maior peso médio das cabecas de
repolho de aproximadamente trés vezes (Godonou et al. 2009).

Com o passar dos anos, algumas plantas evoluiram e passaram a sintetizar substancias
nocivas a herbivoros, por serem toxicas ou atuarem como repelentes. Essas substancias podem
ser extraidas dos tecidos vegetais que a contém por destilacdo, prensagem ou utilizando solventes
organicos, como alcool, éter ou acetona, sendo entdo denominados de inseticidas naturais
podendo ser utilizados na agricultura objetivando o controle de insetos-praga (Savy Filho 2001,
Wiesbrook 2004, Lima 2009).

Os inseticidas naturais apresentam algumas vantagens, como a sua degradacdo rapida sob
condigdes ambientais, sendo menos persistentes, 0 que reduz seu impacto sobre organismos
benéficos e ndo-alvo; possuem acdo rapida, matando os insetos rapidamente ou fazendo com que

eles ndo se alimentem; e geralmente possuem baixa toxicidade a mamiferos (Wiesbrook 2004).



A utilizacdo de plantas inseticidas surgiu como um metodo alternativo de controle de
pragas, sendo 0s extratos naturais, como o 6leo de mamona, obtido pela prensagem das sementes,
uma opcao que vem proporcionando resultados importantes. Lima (2009) obteve mortalidade de
aproximadamente 95% de larvas de primeiro instar de Diaphania nitidalis Cramer (Lep.:
Crambidae) imergindo discos foliares de abdbora em 6leo de mamona na concentracdes de 1%.
O extrato do fruto verde de mamoneira na concentracdo de 10% em dieta artificial proporcionou
bioatividade, no aumento da duragéo larval e pupal e diminui¢do da viabilidade larval e do peso
pupal de Spodoptera frugiperda (Smith) (Lep.: Noctuidae) (Santiago et al. 2008).

O tratamento de sementes de feijdo com 5 e 10% de sementes de mamona triturada foi
eficiente no controle da infestagdo por Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Col.: Bruchidae)
durante 180 dias de armazenamento. Entretanto, utilizando sementes de mamona
desengorduradas, foi observado presenca da praga e grdos perfurados j4 aos 90 dias de
armazenamento (Almeida et al. 2005).

Esses efeitos contra insetos sdo devidos a uma toxina denominada de ricina, que é uma das
mais toxicas estudadas pelo homem (Moshkin 1986), sendo encontrada no endosperma das
sementes de mamona (Pinkerton et al. 1999). Esta toxina possui duas subunidades com diferentes
funcdes, porém agindo de forma conjunta. Uma delas tem efeito de inibidor de digestibilidade
pela acdo de inibidores protéicos da enzima alfa-amilase, impedindo a digestdo e absorcdo do
amido (Olsnes & Kozlov 2001) e a outra tem efeito inseticida devido a acdo de proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs) que promove a morte da célula por inibicdo da sintese protéica
(Lord et al. 1994).

P. xylostella é suscetivel ao fungo entomopatogénico B. bassiana, tanto em laboratério
quanto em condicBes de campo e sdo escassos de estudos utilizando 6leo de mamona para o

controle de insetos-praga. Desta forma, foram realizados estudos objetivando selecionar isolados



de B. bassiana mais viaveis para utilizacdo no controle microbiano de P. xylostella, como
também, avaliar a eficiéncia, a estabilidade do 6leo de mamona e a sua compatibilidade com B.
bassiana sobre P. xylostella, para possibilitar a utilizacdo no campo desses métodos de controle e

se possivel a associa¢do de ambos.
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RESUMO - A traga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lep.: Plutellidae) € considerada a
principal praga das brassicas no mundo, sendo 0 uso de inseticidas o método mais usado para
controlar esta praga. Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi selecionar isolados de Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. com viabilidade para utilizacdo no controle da traca-das-cruciferas.
Dezessete isolados e o formulado comercial de B. bassiana Boveril® PM (isolado ESALQ-PL63)
foram testados. Larvas do segundo instar da traga-das-cruciferas foram pulverizadas com
suspensdo de conidios na concentracdo de 10" conidios/mL. Para o bioensaio de concentracéo
letal sete concentracBes espacadas em escala logaritmica foram testadas. Os isolados
CCAJ/UFES-4, 18, 31 e 35 foram selecionados por causarem mortalidade confirmada de larvas do
segundo instar superior a 90%. O isolado padrdo ESALQ-447 e o formulado comercial (Boveril®
PM) tiveram resultados semelhantes e também foram selecionados para o controle da traca-das-
cruciferas. Adicionalmente, baseado nas estimativas da CLso, 0s isolados CCA/UFES-4, 18, 31,
ESALQ-447 e o Boveril® PM podem ser selecionados para utilizacdo no controle da traca-das-

cruciferas.

PALAVRAS-CHAVE: Traca-das-cruciferas, controle microbiano, fungo entomopatogénico
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SELECTION OF Beauveria bassiana (BALS.) VUILL. ISOLATES FOR Plutella xylostella (L.)

(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) CONTROL

ABSTRACT - Diamondback moth (DBM), Plutella xylostella (L.) (Lep.: Plutellidae) is
considered the most important pest of brassicas worldwide, being the use of insecticides the most
used method to control this pest. Thus, the objective of this research was to select isolates of
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. with viability to control DBM. Seventeen isolates and the
commercial formulation of B. bassiana Boveril® WP (ESALQ-PL63 isolate) were tested. DBM
2nd-instar larvae were treated with conidial suspension at concentration of 10’ conidia/mL. For
lethal concentration bioassay seven concentrations spaced on logarithmic scale were tested. The
isolates CCA/UFES-4, 18, 31 and 35 were selected because they caused confirmed mortality for
larvae of 2nd-instar greater than 90%. The standard isolate ESALQ-447 and the commercial
formulation (Boveril® WP) had similar results and were also selected to control DBM. In
addition, based on the values estimated for LCs, the isolates CCA/UFES-4, 18, 31, ESALQ-447

and Boveril® WP can be selected for use in DBM control.

KEY WORDS: Diamondback moth, microbiological control, entomopathogenic fungus
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Introducéo

A tracga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lep.: Plutellidae) é considerada a principal
praga em todas as regifes que cultivam espécies da familia Brassicaceae no Brasil e no mundo.
Isso devido ao seu alto potencial reprodutivo e ciclo curto, o que Ihe proporciona varias geragoes
por ano (Talekar & Shelton 1993, Castelo Branco & Gatehouse 2001, Castelo Branco &
Medeiros 2001, Ulmer et al. 2002, Torres et al. 2006). Os prejuizos ocasionados pela traga-das-
cruciferas s@o relacionados a alimentacdo das larvas, as quais perfuram as folhas causando sua
desvalorizacdo, além de retardar o crescimento da planta e ocasionar consequentemente sua
morte se medidas de controle n&o forem adotadas (Barros et al. 1993, Monnerat et al. 2004).

Entre as medidas de controle, 0 método quimico é o mais adotado para o controle de P.
xylostella, sendo os piretréides e os fosforados os grupos mais utilizados (Castelo Branco &
Medeiros 2001, Monnerat et al. 2004). Quando utilizado sem critérios, os agrotdxicos podem
selecionar populaces resistentes desta praga as moléculas sintéticas (Melo et al. 1994, Godonou
et al. 2009), além de causar efeitos toxicos a0 homem e a outros animais (Monnerat et al. 2004).
Devido a estes problemas surgiu 0 Manejo Integrado de Pragas (MIP), que visa a manutencdo das
pragas abaixo do nivel de dano econémico, utilizando para isso, métodos alternativos de controle,
como também a associacao deles (Gallo et al. 2002).

O manejo da traca-das-cruciferas pode ser feito lancando méo de diversos métodos. Dentre
eles, o controle bioldgico no MIP oferece uma solugdo para o controle sustentavel da traca-das-
cruciferas (Godonou et al. 2009). Esse método pode ser feito utilizando predadores (Almeida et
al. 2009) ou parasitdides (Pratissoli et al. 2008, Silva-Torres et al. 2009). O controle bioldgico
utilizando entomopatdgenos também vem apresentando resultados relevantes, como 0s
observados utilizando a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Medeiros et al. 2006). Contudo,

ja se tem conhecimento de caso de populagdes resistentes da traca-das-cruciferas a essa bactéria
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(Castelo Branco et al. 2003). Outra opc¢éo para 0 manejo de P. xylostella é a utilizacdo de fungos
entomopatogénicos, que demonstram ser virulento a essa importante praga (Silva et al. 2003,
Godonou et al. 2009).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. € um dos fungos entomopatogénicos mais conhecidos no
mundo. Trata-se de um organismo encontrado na natureza causando doenca e morte de varios
insetos. Pesquisas tém demonstrado que este fungo é um agente capaz de infectar insetos em
diferentes estadios de desenvolvimento, causando elevados indices de mortalidade, podendo
chegar a 100% em condicdes de laboratério (Alves 1998, Rohde et at. 2006). Também pode
causar efeitos subletais a larvas de Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lep.: Crambidae), diminuindo a
viabilidade larval (56,6%), a fecundidade (33,6%), a viabilidade de ovos (48,6%) e a longevidade
de adultos (Oliveira et al. 2008).

Em teste de campo, B. bassiana controlou a traga-das-cruciferas, proporcionando menor
numero de larvas vivas por planta e peso médio das cabecas de repolho de aproximadamente trés
vezes maior (Godonou et al. 2009). Diante disso, e dada a grande variabilidade genética
apresentada pelos fungos entomopatogénicos, destaca-se a importancia da realizacdo de
bioensaios para a selecéo de isolados altamente virulentos (Alves 1998). Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi selecionar isolados de B. bassiana com viabilidade para utilizagdo no controle

microbiano da traga-das-cruciferas.

Material e Métodos
O experimento foi conduzido no setor de entomologia do Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario (NUDEMAFI), no Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA/UFES), situado em Alegre-ES e

constou das seguintes etapas:
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Obtencéo e criacdo de P. xylostella. Os insetos usados nos experimentos foram provenientes da
criacdo estoque do Laboratorio de Entomologia do NUDEMAFI, originarios de plantios de
brassicas do municipio de Alegre-ES (20° 45' 50" S 41° 31' 58" O), criadas em folhas de couve
manteiga (Brassica oleracea var. acephala), de acordo com as recomendacfes de Barros &
Vendramim (1999).

Obtencéao, producéo e revigoramento dos isolados de B. bassiana. Foram testados 17 isolados
de B. bassiana oriundos do banco de entomopatdgenos do Laboratério de Entomologia do
NUDEMAFI e do Laboratério de Patologia de Insetos da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ/USP) (Tabela 1), além do formulado comercial
Boveril® PM (isolado ESALQ-PL63) (ltaforte, SP). Por ocasido dos testes, os isolados foram
repicados em placas de Petri de 9,5 x 1,5 cm (didmetro e altura) contendo meio de cultura Batata
Dextrose Agar (Alves et al. 1998) acrescido de extrato de levedura, 15 g e antibi6tico
(tetraciclina), 200 mg (BDAY+A). Em todas as etapas da pesquisa o desenvolvimento do fungo
ocorreu em camara climatizada a temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e
fotofase de 12h.

A reativagdo da viruléncia dos isolados foi feita em besouros da broca-do-café
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Col.: Scolytidae), oriundos da criagdo do Laboratério de
Entomologia do NUDEMAFI. Apds a morte dos insetos e conidiogénese, os isolados foram
reisolados em placa de Petri contendo meio de cultura BDAY+A (Leite et al. 2003). Para
utilizacdo nos bioensaios de selecéo, os isolados foram novamente multiplicados para produgéo
de conidios, durante aproximadamente 10 dias.

A viabilidade dos conidios foi aferida pelo método da germinacgéo, inoculando-se 0,1 mL
de suspenséo (~3 x 10° conidios/mL) de cada isolado, inclusive do Boveril® PM, em duas placas

de Petri contendo meio de cultura BDAY+A e espalhada com auxilio de uma alca de Drigalski.
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As placas de Petri foram incubadas por 24h e as leituras feitas em microscépio optico de luz. Os
conidios foram considerados viaveis quando apresentaram taxa de germinacéo superior a 90%.
Avaliacdo da patogenicidade de B. bassiana. As suspensdes foram preparadas adicionando-se
10 mL de agua destilada esterilizada mais espalhante adesivo Tween® 80 a 0,01% (ADE+E), em
placas de Petri contendo meio de cultura e o fungo, sendo submetidas a rapida agitacdo manual e
raspagem com um pincel de cerdas macias esterilizado. Para preparar a suspensdo com Boveril®
PM misturou-se 20 g do produto em 100 mL de ADE+E. As suspensdes foram coadas com gaze
esterilizada e quantificadas em camara de Neubauer ap6s diluicBes sucessivas utilizando
pipetador automatico de 100 a 1000 L e agitador de tubo Vortex e ajustadas para a concentracao
de 10" conidios/mL (Alves & Moraes 1998). Essa concentracdo foi escolhida com base em
ensaios preliminares. Na testemunha foi utilizada ADE+E.

Larvas do segundo instar em placas de Petri (repeticdes) de 9,5 x 1,5 cm (didmetro e altura)
revestidas com papel filtro foram pulverizadas utilizando torre de Potter com pressdo de 15
Ib/pol2 e 6 mL de suspensao de cada isolado medido com pipetador automatico de 2 a 10 mL. As
suspensdes permaneceram sob agitacdo constante em agitador magnético a 500 rpm. Em seguida,
foi colocado na placa um disco foliar de couve manteiga (B. oleracea var. acephala) de 8 cm de
diametro com a face abaxial da folha para baixo. As placas foram tampadas e vedadas com filme
de PVC transparente para prevenir a fuga das larvas. Foram feitos trés pequenos furos com um
estilete pontiagudo no filme de PVC para possibilitar trocas gasosas. As placas foram mantidas
em camara climatizada a temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de
12h.

Com a presséao e o volume utilizado na torre de Potter foi depositado um volume médio de
1,62 mg/cm?, variando de 1,43 a 1,82 mg/cm?, estando de acordo com o recomendado pela

IOBC/WPRS (“International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious
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Animals and Plants/West Paleartic Regional Section”), que é um depésito de 1,5 a 2,0 mg/cm?
para superficies de vidro ou folha (Overmeer & van Zon 1982). Para a determinacdo do volume
depositado foi utilizada a parte inferior de uma placa de Petri de 9,5 x 1,5 cm (diametro e altura)
com papel filtro e sobre este um apoio de acrilico para a laminula. Foram pulverizadas 10
laminulas de 2,4 x 3,2 cm (7,68 cm?) com ADE+E pesadas antes e logo ap6s a pulverizagdo em
balanca de trés casas decimais.

A patogenicidade dos isolados foi diariamente observada até a morte do ultimo inseto, no
momento em que os discos foliares eram trocados. Foi avaliada a mortalidade da fase larval até o
ultimo inseto, caracterizada pela total imobilidade dos mesmos quando tocados com um pincel de
cerdas macias. Foram consideradas vivas as larvas que empuparam. As larvas mortas foram
transferidas para cdmara Umida e mantidas em camara climatizada a temperatura de 26 + 1°C,
umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 12h para confirmacdo do agente causal.

Empregou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado com seis repeti¢des
contendo 10 larvas cada. A mortalidade corrigida foi calculada em relacdo a testemunha pela
férmula de Abbott (1925) e a mortalidade confirmada pela porcentagem de insetos nos quais
ocorreu conidiogénese. Estes dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o
programa SAEG (versdo 5.0). A sobrevivéncia larval em decorréncia dos isolados selecionados
na avaliacdo da patogenicidade foi comparada aos pares por meio do teste de Log-Rank
utilizando-se o Proc LIFETEST do SAS (SAS Institute 2000).

Avaliacdo da concentracéo letal (CL) dos isolados selecionados. Foram selecionados para a
avaliacdo da concentracgéo letal os isolados que proporcionaram mortalidade confirmada superior
a 90%, além do isolado padrdo ESALQ-447 e do formulado comercial (Boveril® PM). Esses

isolados foram novamente revigorados em broca-do-café e, ap6s conidiogénese, foram reisolados
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em placas de Petri, contendo meio de cultura BDAY+A para serem novamente repicados para a
producdo de conidios. A preparacdo e as aplicacBes das suspensdes fangicas foram realizadas
adotando-se os procedimentos descritos na etapa destinada a avaliacdo da patogenicidade de B.
bassiana.

Para a determinacgéo das concentracgdes letais foram utilizadas sete concentracdes espacadas
em escala logaritmica (5 x 10* 1,2 x 10°, 2,9 x 10°, 7 x 10°, 1,7 x 10°, 4,1 x 10° e 10’
conidios/mL), sendo o limite inferior (CLis) e 0 superior (CLgo) estimados mediante ensaios
preliminares, além da testemunha utilizando ADE+E.

A viruléncia dos isolados foi diariamente observada avaliando-se até a morte da Ultima
larva, caracterizada pela total imobilidade das mesmas. Foram consideradas vivas as larvas que
empuparam. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢es
contendo 10 insetos cada, totalizando 50 insetos por concentragdo e 350 insetos por isolado. As
concentragOes letais foram estimadas usando a andlise de Probit com auxilio do programa Polo-

PC (LeOra Software 1987).

Resultados e Discussao
Avaliacdo da patogenicidade de B. bassiana. Os isolados apresentaram diferenga quanto a
mortalidade corrigida (F17, 90 = 60,12; P < 0,0001). Os isolados CCA/UFES-18, CCA/UFES-24,
CCAJ/UFES-31 e ESALQ-610 causaram mortalidade corrigida de 100% das larvas de P.
xylostella. Estes, no entanto, ndo diferiram estatisticamente dos isolados ESALQ-760,
CCA/UFES-35, CCA/UFES-4 e CCA/UFES-29, os quais proporcionaram taxa de mortalidade
entre 95,2 e 98,3%. Os demais isolados causaram taxas de mortalidade variando de 11,7 a 93,8%

(Tabela 2).
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Considerando a mortalidade confirmada, também houve diferenca significativa entre as
médias dos tratamentos (F17, 90 = 20,04; P < 0,0001). Os isolados que causaram mortalidade larval
superior a 90% foram CCA/UFES-18 (93,9%), CCA/UFES-4 (92,1%), CCA/UFES-35 (91,4%) e
CCAJUFES-31 (91,3%), entretanto ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos CCA/UFES-
24 (87,0%), Boveril® PM (86,4%), ESALQ-447 (85,8%), CCA/UFES-11 (84,8%), ESALQ-610
(84,2%), CCA/UFES-15 (83,0%) e ESALQ-760 (81,3%). Os demais isolados foram menos
eficientes as larvas de P. xylostella, proporcionando taxa de mortalidade confirmada variando de
4,5a77,3% (Tabela 2).

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Silva et al. (2003), que pulverizou 2 mL
de suspensdo de conidios dos isolados ESALQ-634, ESALQ-447, IPA-205, ESALQ-900 e
ESALQ-760 de B. bassiana na concentragdo de 10% conidios/mL sobre larvas de P. xylostella e
observaram mortalidade de 70 a 96%. Em outro estudo, foi pulverizado 2 mL do isolado
ESALQ-447 na concentracdo de 10" conidios/mL em larvas de P. xylostella no terceiro estadio
obtendo mortalidade na fase larval de 55% (Santos Junior et al. 2006). Aplicagbes com menores
concentracBes de suspensdo e utilizando insetos em estadios mais avancados, tendem a
proporcionarem menores taxas de mortalidade, enquanto que suspensdes mais concentradas
tendem a causar indices de mortalidade maiores. O volume e a concentracdo da suspensao de
conidios, em pulverizacdo de insetos estdo relacionados ao dep6sito do nimero de conidios no
corpo do inseto, contudo quando se utiliza insetos mais velhos, o patégeno tem menos tempo
para agir naquele estagio, podendo ser obtidos menores taxas de mortalidade (Silva 2001).

A morte das larvas pulverizadas com os isolados selecionados na concentracdo de 10’
conidios/mL, inicia-se a partir do primeiro dia. Com o passar do tempo houve acréscimo na
porcentagem de mortalidade larval para todos os isolados avaliados. Em média, quatro dias é o

tempo necessario para o fungo matar 50% das larvas. A menor sobrevivéncia média das larvas foi

19



observada para os isolados CCA/UFES-35 e CCA/UFES-4, 3,66 e 3,74 dias, respectivamente,
sendo a maior sobrevivéncia média para os isolados ESALQ-447 e o Boveril® PM, 5,13 e 5,61
dias, respectivamente. No campo, com a morte precoce do inseto é provavel que menos injurias
sejam feitas nas plantas. Apesar de que o Boveril® PM foi o tratamento que proporcionou menor
mortalidade larval, a sua curva de sobrevivéncia apresentou diferenca estatistica quando
comparada com a da testemunha por meio do teste de Log-Rank (y°cL-=1 = 66,14; P < 0,0001).
Também houve diferenca estatistica entre os tratamentos por meio dos testes de Log-Rank
(x%cL=5 = 85,62; P < 0,0001) (Fig. 1).

As larvas mortas pelo fungo normalmente adquiriam coloracdo rdsea, resultante da
producdo de toxina pelo patdgeno, evitando o crescimento de outros organismos saprobios (Alves
1998) e ficavam mumificadas. Posteriormente apresentavam crescimento externo do fungo,
geralmente ap0s 24 a 48h, em camara Umida. Logo apds, ocorria a conidiogénese. 1sso € essencial
para sua rapida propagacao dentro de campo de cultivo, pois outras larvas podem ser infectadas.

Em outro estudo, larvas da traca-das-cruciferas foram expostas a folhas de couve
mergulhadas em suspensdo de conidios (10° conidios/mL) de oito isolados dos fungos B.
bassiana e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. por um minuto. Foi observada mortalidade
variando de 20 a 94%, sendo os isolados Bba5653 de B. bassiana e Mal82 de M. anisopliae 0s
que causaram maior mortalidade larval, 94 e 90%, respectivamente, sendo a maior mortalidade
confirmada observada para o isolado Bba5653 (31%) (Godonou et al. 2009).

Os resultados indicam que varios dos isolados avaliados possuem grande potencialidade de
utilizacdo no controle microbiano de P. xylostella. No entanto, no controle de pragas agricolas, o
objetivo é reduzir a sua populagdo ao nivel que ndo cause danos econémicos (Gallo et al. 2002).

Por isso, apesar de que o Boveril® PM mais 10 dos 17 isolados estarem estatisticamente no grupo
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que causa a maior mortalidade confirmada a traca-das-cruciferas, foram selecionados para o teste
de concentracdo letal, os isolados que proporcionaram mortalidade confirmada superior a 90%
(CCA/UFES-4, CCA/UFES-18, CCA/UFES-31 e CCAJ/UFES-35), além do isolado padrdo
ESALQ-447 (85,8%) e do Boveril® PM (86,4%).

Avaliacdo da concentracdo letal (CL) dos isolados selecionados. Houve acréscimo na
porcentagem de mortalidade de larvas de P. xylostella com o aumento da concentragdo de
conidios. Os menores valores de concentracdo letal (CLso) foram observados utilizando os
isolados CCA/UFES-4 (1,69 x 10° conidios/mL), ESALQ-447 (2,39 x 10° conidios/mL),
Boveril® PM (3,08 x 10° conidios/mL), CCA/UFES-18 (3,45 x 10° conidios/mL) e o
CCA/UFES-31 (4,72 x 10° conidios/mL). Esses valores n&o diferiram estatisticamente de acordo
com o intervalo de confianca da CLsy a 95% de probabilidade (IC a 95%). A maior CLso foi
observada para o isolado CCA/UFES-35 (8,53 x 10° conidios/mL), ndo diferindo estatisticamente
de acordo com o IC a 95% apenas dos isolados CCA/UFES-18 e CCA/UFES-31 (Tabela 3).
Maior valor de CLsp indica menor viruléncia, assim um isolado menos virulento necessita de
maior concentracdo de conidios para causar a mesma mortalidade de insetos do que um isolado
mais virulento. Os valores de CLs, obtidos foram baixos, demonstrando a alta suscetibilidade de
P. xylostella a B. bassiana. Assim, o0 uso de B. bassiana para o controle da traga-das-cruciferas
provavelmente sera um método econdmico por ndo necessitar de pulverizacdo de suspensao de
conidios muito concentrada.

O isolado CCA/UFES-4 foi cinco vezes mais virulento para larvas da traga-das-cruciferas
do que o isolado CCA/UFES-35, demonstrando a necessidade de estudos de selecdo de isolados
em laboratério. Silva et al. 2003, obteve maior CLso para o isolado ESALQ-447 (8,6 x 10°
conidios/mL) do que o observado neste estudo. 1sso provavelmente ocorreu devido a diferenca na

metodologia de aplicacao.

21



Os tratamentos que proporcionaram menores valores de CLgo foram Boveril® PM (2,53 x
10° conidios/mL), ESALQ-447 (4,42 x 10° conidios/mL), CCA/UFES-35 (6,91 x 10°
conidios/mL), CCA/UFES-4 (8,83 x 10° conidios/mL), e o CCA/UFES-31 (9,15 x 10°
conidios/mL). Esses valores ndo diferiram estatisticamente de acordo com o IC a 95%. A maior
CLgo foi observada para o isolado CCA/UFES-18 (4,40 x 10’ conidios/mL), ndo diferindo
estatisticamente de acordo com o IC a 95% dos isolados CCA/UFES-4, CCA/UFES-31 e
CCA/UFES-31 (Tabela 3).

A curva de concentracio versos mortalidade do isolado CCA/UFES-35 e do Boveril® PM
foram as que proporcionaram a maior inclinacdo, de acordo com o erro padrdo da média (1,4)
(Tabela 3). Valores altos de inclinacdo da curva indicam que pequenas variagcdes na concentragao
do fungo promovem grandes variagcdes na mortalidade de larvas de P. xylostella.

N&o foi possivel identificar um isolado mais virulento para P. xylostella. No entanto, varios
isolados proporcionaram baixo valor de CLsp. Com isso, qualquer um deles podem ser utilizado
objetivando o controle desta praga. Contudo, outros pontos importantes devem ser estudados,
como a producédo em larga escala sobre substrato artificial e a realizacdo de testes em condigdes
de campo, uma vez que microrganismos podem reagir diferentemente quando expostos a
diferentes condi¢Ges ambientais (Santos Junior et al. 2009). No campo, B. bassiana controlou P.
xylostella, proporcionando menor numero de larvas vivas por planta e maior peso médio das
cabecas de repolho de aproximadamente trés vezes (Godonou et al. 2009). Diversos estudos com
outras espécies de lepiddpteras comprovam a potencialidade desse fungo no manejo de pragas
(Marques et al. 2000, César Filho et al. 2002). Também sendo possivel a sua associa¢cdo com o
parasitoide Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) (Hym.: Eulophidae) no sistema produtivo das

bréssicas (Santos Junior et al. 2006).
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Adicionalmente, novos testes devem ser feitos com os isolados que proporcionaram menor
CLsp sobre a traga-das-cruciferas, objetivando a selecdo sobre outras pragas-chave das cruciferas,
como pulgdes e outros lepidopteros, bem como a sua seletividade a parasitdides da traga-das-
cruciferas, também importantes para a manutencéo de baixos niveis da praga no campo.

Os resultados indicam que os isolados CCA/UFES-4, CCA/UFES-18, CCA/UFES-31 e
ESALQ-447, bem como o Boveril® PM, possuem viabilidade para serem utilizados no controle
da traca-das-cruciferas, podendo ser um substituto eficaz ao controle convencional realizado,
normalmente, com inseticidas sintéticos, objetivando o manejo da resisténcia de P. xylostella e,

sobretudo na agricultura orgénica, onde ndo sao permitidos agrotoxicos.
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Tabela 1. Origem e hospedeiros dos isolados de Beauveria bassiana utilizados na pesquisa.

Isolados

Origem

Hospedeiros ou
substrato

CCA/UFES-1
CCA/UFES-4
CCA/UFES-8
CCA/UFES-11
CCA/UFES-15
CCA/UFES-18
CCA/UFES-24
CCA/UFES-28
CCA/UFES-29
CCA/UFES-30
CCA/UFES-31
CCA/UFES-33
CCA/UFES-34
CCA/UFES-35
ESALQ-447
ESALQ-610

ESALQ-760

Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Entomologia/NUDEMAFI-UFES
Laboratorio de Patologia de Insetos/ESALQ-USP
Laboratorio de Patologia de Insetos/ESALQ-USP

Laboratorio de Patologia de Insetos/ESALQ-USP

Hypothenemus hampei
H. hampei

H. hampei

H. hampei

H. hampei

H. hampei

H. hampei

H. hampei

H. hampei
Brassolis sophorae
Solo

Solo

Solo

Solo

Solenopsis invicta
Solo

Cornitermes cumulans
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Tabela 2. Mortalidade corrigida e confirmada (%) de larvas do segundo instar de Plutella

xylostella provocada por Beauveria bassiana (10" conidios/mL). Temp.: 26 + 1°C, UR 70 + 10%

e 12h de fotofase.

Isolados Mortalidade

Corrigida® Confirmada’
CCAJUFES-18 100,0 £ 0,00 a 93,9+450a
CCAJ/UFES-24 100,0 £ 0,00 a 87,0+4,17a
CCA/UFES-31 100,0 £ 0,00 a 91,3+2,16 a
ESALQ-610 100,0+ 0,00 a 84,2+505a
CCAJUFES-29 98,3+1,65a 77,3+6,43b
CCA/UFES-4 98,2+198a 92,1+3,70 a
CCAJUFES-35 98,0+ 1,98 a 91,4+423a
ESALQ-760 952+2,17a 81,3+561a
CCA/UFES-11 93,8+4,63b 84,8 +559a
ESALQ-447 936+4,71b 858+7,28a
CCAJ/UFES-34 91,9+3,89b 76,6 +6,37b
CCAJUFES-15 91,2+3,19b 83,0+£6,20a
CCA/UFES-1 90,0+£251b 732+£470b
Boveril® PM 86,5+3,37h 86,4+31la
CCA/UFES-8 86,4+217D 67,0+4,21c
CCA/UFES-28 63,5+4,44c 58,2+6,30c
CCA/UFES-33 46,8 £4,76 d 39,1+4.36d
CCA/JUFES-30 11,7+ 3,27e 45+203e
CV (%) 8,50 16,19

'Médias (+ EP) seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Inclinacdo das curvas de concentracdo versos mortalidade e concentracdo letal

(CLso e CLg) de Beauveria bassiana sobre larvas do segundo instar de Plutella xylostella. Temp.:

26 + 1°C, UR 70 + 10% e 12h de fotofase.

2(5)

Inclinacdo CLsg (conidios/mL) CLgo (conidios/mL) x
Isolados NG EEPM? (IC a 95%)° (IC a 95%)°
CCA/UFES-4 300 0,7+0,12 1,69 x 10° 8,83 x 10° 2,5
(5,81 x 10*- 3,45 x 10°) (3,84 x 10° - 3,52 x 10")
CCA/UFES-18 304 0,6+0,10 3,45 x 10° 4,40 x 10 3,8
(1,69 x 10°-7,52x 10°) (1,11 x 10" - 5,35 x 10%)
CCA/UFES-31 240 1,0+0,14 4,72 x 10° 9,15 x 10° 0,1
(2,31x10°- 8,14 x 10°) (4,89 x 10°- 2,29 x 10)
CCA/UFES-35 311 1,4+0,17 8,53 x 10° 6,91 x 10° 3,6
(5,92 x 10°- 1,16 x 10°) (4,60 x 10° - 1,25 x 10")
ESALQ-447 318 1,0%0,12 2,39 x 10° 4,42 x 10° 4,0
(1,47 x 10°- 3,61 x 10°) (2,51 x 10°- 1,00 x 10"
Boveril® PM 262 144023 3,08 x 10° 2,53 x 10° 0,8

(1,66 x 10° - 4,55 x 10°)

(1,67 x 10° - 4,99 x 10°

INGimero de insetos usados no teste.

’Erro padréo da média.

3Intervalo de confianca das CLso e CLgo a 95% de probabilidade.

*Namero de graus de liberdade.

*Teste qui-quadrado.
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Figura 1. Sobrevivéncia (%) de larvas do segundo instar de Plutella xylostella pulverizadas com
isolados de Beauveria bassiana e o formulado Boveril® PM (10’ conidios/mL) avaliados até a
morte do ultimo individuo. Temp.: 26 + 1°C, UR 70 £ 10% e 12h de fotofase. Curvas de
sobrevivéncia representadas com diferentes letras, diferem entre si pelo teste de Log-Rank a 5%

de probabilidade.
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CAPITULO 3
EFICIENCIA E ESTABILIDADE DO OLEO DE MAMONA E SUA COMPATIBILIDADE
COM Beauveria bassiana (BALS.) VUILL. PARA O CONTROLE DE Plutella xylostella (L.)

(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE)*
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RESUMO - O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia, a estabilidade do 6leo de mamona
e a sua compatibilidade com Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. sobre Plutella xylostella (L.)
(Lep.: Plutellidae). Para avaliar a eficiéncia e a estabilidade do ¢leo, discos foliares de couve
foram pulverizados em torre de Potter com 6leo de mamona com 1 e 70 dias de idade na
concentracdo de 2,0%. Cada disco foliar foi infestado com 10 larvas do segundo instar. Discos
foliares contendo 10 larvas também foram pulverizados com o 6leo nas diferentes idades. Para
avaliar a compatibilidade do 6leo de mamona com B. bassiana, suspensfes do isolado ESALQ-
447 e da formulacéo comercial Boveril® PM (isolado ESALQ-PL63) na concentracéo de 3 x 10°
conidios/mL e solucdo de 6leo de mamona na concentragdo de 2,0%, bem como a mistura de 6leo
de mamona as suspensdes fungicas foram pulverizadas conforme descrito anteriormente. O 6leo
de mamona com 1 dia ocasiona 53,9% de mortalidade de P. xylostella, no entanto, com 70 dias
apenas 24,4% foi observado. Assim, as atividades inseticidas desse 6leo sdo instaveis ao longo do
tempo. O 6leo de mamona é compativel com B. bassiana sobre P. xylostella. Métodos de
armazenamento do 6leo de mamona devem ser estudados objetivando a manutencdo de suas
atividades inseticidas ao longo do tempo. A combinacédo de éleo de mamona e B. bassiana usado

em suspensdo é considera uma tecnologia viavel para o controle de P. xylostella.

PALAVRAS-CHAVE: Traga-das-cruciferas, fungo entomopatogénico, Ricinus communis,

inseticidas naturais
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EFFICIENCY AND STABILITY OF CASTOR BEAN OIL AND COMPATIBILITY WITH
Beauveria bassiana (BALS.) VUILL. FOR Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:

PLUTELLIDAE) CONTROL

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the efficiency, the stability of castor
bean oil and the compatibility with Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. upon Plutella xylostella (L.)
(Lep.: Plutellidae). To evaluate the efficiency and the stability of the oil, cabbage leaf discs were
treated in Potter spray tower with castor bean oil when 1- and 70-d old at concentration of 2.0%.
Each leaf disc was infested with 10 2nd-instar larvae. Leaf discs containing 10 larvae were also
sprayed with oil on the different ages. To evaluate the compatibility of castor bean oil with B.
bassiana, suspensions of the isolate ESALQ-447 and the commercial formulation Boveril® WP
(isolate ESALQ-PL63) at concentration of 3 x 10° conidia/mL and solution of castor bean oil at
concentration of 2.0%, as the mixture of castor bean oil to the fungal suspensions were sprayed as
described previously. The castor bean oil at 1-d old causes 53.9% mortality of P. xylostella,
however, at 70-d old only 24.4% was observed. Therefore, the insecticidal activity of the oil was
unstable over time. The castor bean oil is compatible to B. bassiana upon P. xylostella. Storage
methods of castor bean oil must be studied aiming the maintenance of its insecticidal activities
over time. The combination of castor bean oil and B. bassiana used in suspension is considered a

viable technology to P. xylostella control.

KEY WORDS: Diamondback moth, entomopathogenic fungus, Ricinus communis, natural

insecticides
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Introducéo

As larvas da traga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lep.: Plutellidae) se alimentam
de folhas de plantas da familia Brassicaceae (Gallo et al. 2002), sendo esta a praga mais
destrutiva deste grupo de plantas (Talekar & Shelton 1993, Castelo Branco & Gatehouse 2001).
Para o seu controle utilizam-se basicamente inseticidas (Castelo Branco & Medeiros 2001), os
quais podem selecionar populacGes resistentes a eles (Melo et al. 1994, Godonou et al. 2009),
além de contaminar o ambiente e os produtos comercializados, causando efeitos tdxicos ao
homem e a outros animais (Monnerat et al. 2004, Silva et al. 2009).

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. é reconhecido no mundo por
infectar varios insetos causando elevados indices de mortalidade (Alves 1998b, Rohde et at.
2006). Estudos mostram que este fungo é eficiente para o controle de P. xylostella, sendo capaz
de reduzir a populacdo da praga e aumentar a produtividade em repolho (Silva et al. 2003,
Godonou et al. 2009).

Com o passar dos anos, algumas plantas evoluiram e passaram a sintetizar substancias
contra aos herbivoros, por serem toxicas ou atuarem como repelentes. Essas substancias podem
ser extraidas dos tecidos vegetais de véarias formas, sendo entdo denominadas de inseticidas
naturais (Wiesbrook 2004).

A mamona (Ricinus communis L.) produz uma toxina denominada de ricina, que € uma das
mais toxicas estudadas pelo homem (Moshkin 1986), sendo encontrada no endosperma de suas
sementes (Pinkerton et al. 1999). Esta toxina possui duas cadeias, uma inibe a enzima alfa-
amilase, impedindo a digestdo e absorcdo do amido e a outra inativa 0s ribossomos,
interrompendo a sintese protéica (Lord et al. 1994, Olsnes & Kozlov 2001). O controle de insetos
utilizando a mamoneira ainda é pouco estudado. No entanto, a utilizacdo do 6leo extraido da sua

semente vém apresentando resultados importantes, como os obtidos por Lima (2009) que obteve
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controle de aproximadamente 95% de larvas de Diaphania nitidalis Cramer (Lep.: Crambidae) no
segundo dia de avaliacdo ao imergir discos foliares de abobora em 6leo de mamona na
concentracdo de 1%. Outros compostos extraidos de R. communis também possuem atividades
inseticidas, como é o caso do extrato do fruto verde que na concentracdo de 10% em dieta
artificial causou efeitos letais e subletais a Spodoptera frugiperda (Smith) (Lep.: Noctuidae)
(Santiago et al. 2008).

Devido a grande utilizacdo de agrotdxicos nas plantacdes, a busca por novos métodos de
manejo alternativo de pragas torna-se cada vez mais necessario. Com isso, o 6leo de mamona
pode ser uma alternativa no controle de pragas, contudo os inseticidas naturais apresentam
degradacdo rapida sob condicbes ambientais (Wiesbrook 2004). Adicionalmente, o0s
microrganismos entomopatogénicos podem ser associados com inseticidas menos agressivos ao
meio ambiente, visando a acdo sinérgica e o controle mais rapido da praga (Alves 1998a). Assim,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia, a estabilidade do 6leo de mamona e sua

compatibilidade com B. bassiana sobre P. xylostella.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no setor de entomologia do NUDEMAFI, no Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA/UFES), situado em Alegre-
ES e constou das seguintes etapas:
Obtencéo e criagao de P. xylostella. Os insetos usados nos experimentos foram provenientes da
criacdo estoque do Laboratério de Entomologia do NUDEMAFI, originarios de plantios de
brassicas do municipio de Alegre-ES (20° 45' 50" S 41° 31' 58" O), criadas em folhas de couve
manteiga (Brassica oleracea var. acephala), de acordo com as recomendagOes de Barros &

Vendramim (1999).
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Obtencédo, producédo e revigoramento de B. bassiana. Foram testados o formulado comercial
Boveril® PM (isolado ESALQ-PL63) (ltaforte, SP) e o isolado padrdo ESALQ-447. Por ocasido
dos testes, o isolado ESALQ-447 foi repicado em placas de Petri de 9,5 x 1,5 cm (diametro e
altura) contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (Alves et al. 1998) acrescido de extrato de
levedura, 15 g e antibidtico (tetraciclina), 200 mg (BDAY+A). Em todas as etapas da pesquisa o
desenvolvimento do fungo ocorreu em camara climatizada a temperatura de 26 + 1°C, umidade
relativa de 70 £ 10% e fotofase de 12h.

A reativacdo da viruléncia do isolado ESALQ-447 foi feita em besouros da broca-do-café
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Col.: Scolytidae), oriundos da criagdo do Laboratério de
Entomologia do NUDEMAFI. Apds a morte dos insetos e conidiogénese, o fungo foi reisolado
em placa de Petri contendo meio de cultura BDAY+A e multiplicado para producédo de conidios,
durante aproximadamente 10 dias (Leite et al. 2003).

A viabilidade dos conidios foi aferida pelo método da germinacéo, inoculando-se 0,1 mL
de suspenséo (~3 x 10° conidios/mL) do isolado ESALQ-447 e do Boveril® PM, em duas placas
de Petri contendo meio de cultura BDAY+A e espalhada com auxilio de uma alca de Drigalski.
As placas foram incubadas por 24h e as leituras feitas em microscopio optico de luz. Os conidios
foram considerados viaveis quando apresentaram taxa de germinacgdo superior a 90%.

Obtencao do 6leo de mamona. Frutos de mamoneira foram coletados completamente maduros e
acondicionados em bandejas plasticas (38 x 38 x 9 cm). Estes frutos foram expostos ao sol para
secagem completa e desprendimento das sementes. As sementes apds estarem secas foram
armazenadas em recipientes hermeticamente fechados e depois submetidas a extracdo do 6leo,
mediante processo de prensagem a frio e filtragem das impurezas com filtro de tela fina. O dleo
foi armazenado em recipiente transparente hermeticamente fechado, datado e mantido em sala

climatizada a 26 + 2°C e fotofase de 14h.
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Avaliacdo da eficiéncia e da estabilidade do 6leo de mamona. Discos foliares de couve
manteiga de 8 cm de diametro em placas de Petri (repeticdes) de 9,5 x 1,5 cm (diametro e altura)
revestidas com papel filtro foram pulverizados com oO6leo de mamona com 1 dia de
armazenamento na concentracdo de 2,0% utilizando agua destilada esterilizada mais espalhante
adesivo Tween® 80 a 0,05% (ADE+E) utilizando torre de Potter com pressdo de 15 Ib/pol2 e 6
mL de solucdo medido com pipetador automatico de 2 a 10 mL. A suspensdo permaneceu sob
agitacdo constante em agitador magnético a 500 rpm. Na testemunha foi utilizada ADE+E. As
pulverizagGes foram feitas de duas formas: sobre as faces abaxial e adaxial dos discos foliares.
Apos os discos secarem, 10 larvas do segundo instar de P. xylostella foram colocadas na face
abaxial de cada discos com o auxilio de um pincel de finas cerdas, ficando esse lado dos discos
para baixo nas placas; e sobre a face adaxial do disco, sendo posteriormente colocadas 10 larvas
na face abaxial de cada disco e pulverizado, finalizando com a inversdo do lado do disco na
placa, ficando com a face abaxial para baixo. As placas foram tampadas e vedadas com filme de
PVC transparente para prevenir a fuga das larvas. Foram feitos trés pequenos furos com um
estilete pontiagudo no filme de PVC para possibilitar trocas gasosas. As placas foram mantidas
em camara climatizada a temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de
12h.

Para se avaliar a estabilidade das atividades inseticidas do 6leo de mamona, apés 70 dias o
experimento foi novamente repetido utilizando o mesmo 6leo.

Com a pressao e o volume utilizado na torre de Potter foi depositado um volume médio de
1,62 mg/cm?, variando de 1,43 a 1,82 mg/cm?, estando de acordo com o recomendado pela
IOBC/WPRS (“International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious
Animals and Plants/West Paleartic Regional Section”), que é um depésito de 1,5 a 2,0 mg/cm?

para superficies de vidro ou folha (Overmeer & van Zon 1982). Para a determinacéo do volume
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depositado foi utilizada a parte inferior de uma placa de Petri de 9,5 x 1,5 cm (diametro e altura)
com papel filtro e sobre este um apoio de acrilico para a laminula. Foram pulverizadas 10
laminulas de 2,4 x 3,2 cm (7,68 cm?) com ADE+E pesadas antes e logo ap6s a pulverizacdo em
balanca de trés casas decimais.

Os discos foliares pulverizados foram trocados a partir do segundo dia. A mortalidade da
fase larval foi diariamente avaliada até o Gltimo inseto, caracterizada pela total imobilidade dos
mesmos quando tocados com um pincel de cerdas macias. Foram consideradas vivas as larvas
que empuparam.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial de 2 (idades do 6leo de mamona) x 2

(formas de pulverizagdo), utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado com seis
repeti¢des de 10 insetos cada. As mortalidades ocasionadas pelo 6leo com 1 dia foram corrigidos
pela férmula de Abbott (1925), enquanto que nos tratamentos 6leo com 70 dias isso ndo foi
preciso, pois a mortalidade da testemunha foi menor que 5%. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia e as medias comparadas pelo teste de Fisher a 5% de probabilidade,
utilizando o PROC ANOVA do SAS (SAS Institute 2000).
Avaliacdo da compatibilidade do 6leo de mamona com B. bassiana. Em estudos preliminares,
0 6leo de mamona ndo afetou a germinacgdo de B. bassiana em meio de cultura artificial, assim a
avaliacdo da compatibilidade do 6leo de mamona com B. bassiana foi conduzida sobre P.
xylostella.

A suspensdo do isolado ESALQ-447 foi preparada adicionando-se 10 mL de agua destilada
esterilizada mais espalhante adesivo Tween® 80 a 0,05% (ADE+E) em placas de Petri contendo
meio de cultura e o fungo, sendo submetidas a rapida agitacdo manual e raspagem com um pincel
de cerdas macias esterilizado. Para preparar a suspensdo com Boveril® PM misturou-se 20 g do

produto em 100 mL de ADE+E. As suspensdes foram coadas com gaze esterilizada e
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quantificadas em camara de Neubauer apos diluicdes sucessivas utilizando pipetador automatico
de 100 a 1000 pL e agitador de tubo Vortex e ajustadas para a concentracdo de 3 x 10°
conidios/mL (Alves & Moraes 1998). Essa concentracédo foi escolhida por ndo causar mortalidade
muito acentuada as larvas da traga-das-cruciferas.

Foi utilizado 6leo de mamona com 70 dias de extraido, diluido para a concentracdo de 2,0%
utilizando 4gua destilada esterilizada mais espalhante adesivo Tween® 80 a 0,05% (ADE+E).
Optou-se por utilizar o éleo com 70 dias, pois uma possivel formulacdo com 6leo de mamona
terda um tempo de prateleira, compreendida entre o processamento e a comercializagao.

O experimento foi constituido pelos seguintes tratamentos: ESALQ-447, Boveril® PM, 6leo
de mamona, ESALQ-447 acrescido 2% de 6leo de mamona e Boveril® PM acrescido 2% de 6leo
de mamona. A mistura do fungo com o 6leo foi feita uma hora antes da aplicacdo. Na testemunha
foi utilizada ADE+E.

As pulverizagdes, a conducgéo e avaliacdo do experimento foram feitas conforme descrito
na se¢do anterior. As larvas mortas foram transferidas para cdmara Umida e mantidas em camara
climatizada a temperatura de 26 = 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12h para
confirmacéo do agente causal.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial de 5 (B. bassiana e/ou dleo de
mamona) x 2 (formas de pulverizagdo), utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado
com seis repeti¢des de 10 insetos cada. As mortalidades ocasionadas pelo fungo e/ou 6leo ndo
foram corrigidas, pois a mortalidade da testemunha foi menor que 5%. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Fisher ou de Tukey a 5%

de probabilidade, utilizando o PROC GLM do SAS (SAS Institute 2000).
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Resultados e Discusséo

Avaliacdo da eficiéncia e da estabilidade do 6leo de mamona. A mortalidade larval de P.
xylostella variou em funcédo da idade do 6leo de mamona (F1, 22 = 30,46; P < 0,0001). O 6leo de
mamona com 1 dia, causou significativamente maior mortalidade larval de P. xylostella (53,9%)
que o 6leo com 70 dias de armazenamento (24,4%) (Fig. 1). Isso indica que as atividades
inseticidas deste 6leo séo instaveis ao longo do tempo. Wiesbrook (2004) relata que os inseticidas
naturais possuem rapida degradacdo em condi¢cBes ambientais. Os resultados observados
poderiam ter sido melhores caso o 6leo de mamona apresentasse boa miscibilidade em &gua.

A mortalidade larval de P. xylostella na pulverizacdo do 6leo de mamona sobre a folha com
as larvas (44,4%) foi estatisticamente semelhante a pulverizagdo sobre a folha sem as larvas
(33,9%) (F1, 22 = 1,76; P = 0,1985). Isso indica que o 6leo de mamona ndo teve acdo de contato
significativa sobre essa praga. Lima (2009) também nédo obteve bons resultados pulverizando
6leo de mamona sobre larvas de D. nitidalis quando comparado aos excelentes resultados obtidos
da imersdo foliar. Assim, fica evidente que o seu modo de acdo é por ingestdo, afetando a
fisiologia do inseto. Isso também foi comprovada por Santiago et al. (2008) quando extrato do
fruto verde de R. communis a 10% foi adicionado em dieta artificial e proporcionou bioatividade,
na duracgdo e viabilidade larval e na duracdo e peso pupal de S. frugiperda. N&o foi constatada
interacdo significativa entre idades do 6leo de mamona e formas de pulverizacdo (F1, 2 = 0,38; P
= 0,5454).

A acdo do 6leo de mamona sobre o0s insetos ocorreu devido a presencga da toxina ricina,
composta por duas subunidades que agem de forma conjunta. Uma delas se liga a enzima alfa-
amilase, impedindo a digestdo e absor¢do do amido (Olsnes & Kozlov 2001) e a outra se liga aos

ribossomos inibindo a sintese protéica (Lord et al. 1994).
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Avaliacdo da compatibilidade do 6leo de mamona com B. bassiana. Foi constatado
sinergismo de B. bassiana com 6leo de mamona nas formas de pulverizacdo sobre folha (F4, 25 =
11,40; P < 0,0001) e sobre folha com larvas (F4, 25 = 23,38; P < 0,0001). Na pulverizagéo sobre
folha e sobre folha com larvas, a mistura do isolado ESALQ-447 com o 6leo de mamona foi
estatisticamente superior quanto a mortalidade de larvas que os dois tratamentos pulverizados
isoladamente, sendo o mesmo resultado observado para o Boveril® PM, ficando caracterizado o
sinergismo sobre a traga-das-cruciferas. Na pulverizacdo sobre folha, os tratamentos isolados n&o
diferiram estatisticamente entre si (Tabela 1). Esses resultados indicam que o dleo de mamona
n&o afetou biologicamente o fungo. Entretanto, alguns trabalhos ratificam a incompatibilidade de
fungos com Gleos em teste in vitro, onde o crescimento vegetativo e a esporulacdo de B. bassiana
foram reduzidos na concentracdo de 0,5% de 6leo de nim (Neemseto®). Para Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok., o crescimento vegetativo foi reduzido na concentracgdo de 0,125% e
0 numero e a viabilidade dos conidios produzidos foram reduzidos na concentracdo de 0,5%
(Aradjo Junior et al. 2009). Resultados semelhantes foram encontrados por Dipieri et al. (2005)
utilizando outra formulacio comercial de 6leo emulsionavel de nim (Dalneem®) em B. bassiana.
Avaliado-se as formas de aplicacdo, o 6leo de mamona pulverizado sobre folha com larvas
causou estatisticamente a mesma mortalidade a traga-das-cruciferas que a pulverizagcdo sobre
folha (F1 10 = 3,75; P = 0,0815). Novamente, fica evidenciado a ac¢do por ingestdo do dleo de
mamona sobre P. xylostella e a inexisténcia significativa de acdo por contato (Tabela 1). Araujo
Junior et al. (2009) também ndo obteve diferenca estatistica na mortalidade do pulgéo Lipaphis
erysimi (Kaltenbach) (Hem.: Aphididae) com oleo de nim comparando, para a mesma
concentracdo, a pulverizacdo de discos foliares infestadas com &caros com a imersdo de discos

foliares.
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O isolado ESALQ-447 proporcionou estatisticamente maior mortalidade quando a
pulverizacdo foi feita sobre a folha com larvas (Fy 10 = 13,94; P = 0,0039), sendo 0 mesmo
observado utilizando o tratamento ESALQ-447 mais Oleo (F1 10 = 7,47; P = 0,0211). Esses
resultados evidenciam a importancia que a pulverizagdo em campo atinja a praga. Entretanto, o
tratamento Boveril® PM proporcionou estatisticamente mesma mortalidade nas diferentes formas
de pulverizacdo (F1 10 = 0,06; P = 0,8159). No tratamento Boveril® PM mais 6leo, também néo
houve diferenca significativa entre as formas de pulverizacdo (F; 10 = 0,66; P = 0,4371) (Tabela
1). Com a pulverizagdo do fungo sobre a folha, a larva se contamina ao se locomover sobre ela.
No entanto, com a pulverizagdo do fungo sobre a folha contendo larvas, também ocorre
deposicdo de conidios sobre o corpo das larvas. Assim, Os tratamentos quando pulverizados
sobre folha com larvas tendem a causar maior mortalidade sobre P. xylostella. N&o foi constatada
interacdo significativa entre os tratamentos e as formas de pulverizagdo (Fs, 50 = 2,22; P =
0,0803).

Com relacdo a mortalidade confirmada dos tratamentos com fungo e fungo mais éleo de
mamona nas diferentes formas de pulverizacgdo, ndo foi constatada diferenca significativa para os
tratamentos B. bassiana ou B. bassiana mais 6leo de mamona (Fs 4 = 2,08; P = 0,1175). Esse
resultado indica que a mortalidade de P. xylostella por B. bassiana néo foi afetada pela presenca
de dleo de mamona. Também ndo foi constatada diferenca significativa para as formas de
pulverizacdo (Fy, 40 = 1,89; P = 0,1768). Isso indica que a mortalidade confirmada de P. xylostella
por B. bassiana ndo foi afetada pelas formas de pulverizacdo. Da mesma forma, ndo foi
constatada interagdo entre B. bassina ou B. bassiana mais 6leo de mamona com as formas de
pulverizacdo (Fs, 40 = 0,72; P = 0,5449).

O o6leo de mamona com 1 dia € uma alteranativa para o controle de P. xylostella. No

entanto, as atividades inseticidas desse Oleo sdo instaveis ao longo do tempo. Assim, a
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estabilidade desse inseticida natural deve ser estudada objetivando a manutencdo de suas
atividades inseticidas ao longo do tempo, como também, estudar uma formulacdo que melhore a
miscibilidade do 6leo de mamona em agua. O 6leo de mamona é compativel com B. bassiana,
pois ele ndo afeta a patogenicidade de B. bassiama sobre P. xylostella. Assim, a combinacédo de
0leo de mamona e B. bassiana usado em suspensdo € considera uma tecnologia viavel para o
controle de P. xylostella. Adicionalmente, um produto tendo como principio ativo B. bassiana e
6leo de mamona podera ser formulado, porém desde que a viabilidade e a viruléncia dos conidios
ndo sejam afetadas quando juntos por longo periodo. O 6leo de mamona podera ainda atuar no
campo como protetor dos conidios, tanto a radiacdo quanto a dessecacdo, 0s quais Sd0 0S

principais fatores limitantes da utilizacdo de fungos entomopatogénicos no controle de pragas.
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Tabela 1. Mortalidade corrigida (%) de larvas do segundo instar de Plutella xylostella
provocada por Beauveria bassiana (3 x 10° conidios/mL), 6leo de mamona (2%) (70 dias de
armazenamento) e suas associaces em diferentes formas de pulverizacdo. Temp.: 26 £ 1°C, UR

70 £ 10% e 12h de fotofase.

B. bassiana e/ou 6leo de Formas de pulverizacio®

mamona® Folha com larvas Folha
ESALQ-447 64,5 + 3,46 bc* 329+771c
Boveril® PM 45,0 + 6,41 cd 43,1+ 4,58 bc
Oleo de mamona 31,2+3,85d 17,6 +591¢c
ESALQ-447 + Oleo de mamona 87,6 + 6,35 a* 62,1+6,82 ab
Boveril® PM + Oleo de mamona 81,5+ 3,70 ab 74,4+£795a

"Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
’Médias (+ EP) seguidas de * sdo estatisticamente superiores entre formas de pulverizacéo pelo

teste de Fisher a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Mortalidade corrigida (%) de larvas do segundo instar de Plutella xylostella provocada
por 6leo de mamona (2%) com 1 e 70 dias de armazenamento. Temp.: 26 + 1°C, UR 70 + 10% e
12h de fotofase. Colunas contendo mesma letra ndo diferem pelo teste de Fisher a 5% de

probabilidade.
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