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RESUMO

LORENCETTI, Grasielle A. T. EFEITO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS E
PRODUTOS NATURAIS SOBRE Thaumastocoris peregrinus CARPINTERO & DELLAPE
(HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE) E INDUC;AO DE RESISTENCIA EM
PLANTAS. 2013. 70 f. Dissertacdo, (Mestrado em Agronomia) — Programa de P6s-Graduacéo
em Agronomia (area de Concentracdo: Producédo vegetal). Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana. Pato Branco, 2013.

O percevejo bronzeado, Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), € um inseto-praga de origem australiana, que ataca espécies do género
Eucalyptus em vérios paises. No Brasil, sua ocorréncia foi relatada em 2008 do Rio Grande
do Sul e em junho de 2012 foi registrada ocorréncia na regido sudoeste do Parana. Também
foram encontrados insetos possivelmente sendo atacados pelo fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana em campo. Apos procedimentos de isolamento e identificacdo, o fungo
foi armazenado e denominado UTFPR 01. Com a verificacdo do potencial de controle de B.
bassiana sobre T. peregrinus , realizou-se estudo sobre a patogenicidade de isolados nédo
comerciais, oriundos do Instituto Biologico de Campinas (IBCB 75, IBCB 210, IBCB 254) e
a possibilidade de uso do fungo Isaria sp. (IBCB 367), comparando-os com o UTFPR 01.
Solugdes com 1,0 x 10° conidios.mL™ foram aplicada sobre folhas de Eucalyptus
camaldulensis e mantidas em frascos de vidro vedados com filme plastico recebendo 13
insetos adultos. As avaliagGes ocorreram até o quinto dia retirando os insetos mortos que
foram colocados em camara Umida para extrusdao do patégeno. Também foram testados os
produtos: Orobor®, Topneem, Rotenat, Rotenat CE, Baicao, Compostonat, Pironat, Assist,
Extrato de Alho e Calda Bordalesa sobre a mortalidade de T. peregrinus . Folhas de E.
camaldulensis foram mergulhadas em solucdo diluida dos produtos, nas doses recomendadas
pelos fabricantes. Apos secagem o substrato foi transferido para tubos de vidro contendo 10
insetos adultos de T. peregrinus e mantidos durante cinco dias a temperatura de 26 + 2°C,
U.R. de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas. A avaliacdo foi feita diariamente retirando-se os
insetos mortos. Os melhores resultados foram obtidos com os produtos Topneem, Rotenat,
Rotenat CE e Compostonat. Estes produtos foram avaliados quanto a sua provavel acdo na
inducdo de resisténcia nas plantas de Eucalyptus. Utilizou- se cotilédones de soja como
planta indicadora e o indutor padrdo quitosana a 1% como testemunha “branca”. Avaliou-se 0
teor de fitoalexina gliceolina, proteinas e a atividade da FAL (fenilalanina aménia-liase).
Como resultados induziram a producdo de fitoalexinas e atividade da FAL os produtos
Topneem e o Rotenat CE. Em relacdo ao teor de proteinas ndo correu diferenca estatistica
entre os tratamentos. Apresentaram efeito sobre a mortalidade de T. peregrinus os fungos B.
bassiana e Isaria sp. bem como os produtos Topneem e Rotenat CE, 0s quais também
apresentaram potencial na inducdo de resisténcia em plantas.

Palavras- chave: Percevejo bronzeado; Controle alternativo, inducéo de resisténcia



ABSTRACT

LORENCETTI, Grasielle A. T. EFFECT ENTOMOPATHOGENIC FUNGI AND NATURAL
PRODUCTS ON Thaumastocoris peregrinus CARPENTER & DELLAPE (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE) AND INDUCTION OF RESISTANCE IN PLANTS. 2013. 70 f.
Dissertation (MSc in Agronomy) - Graduate Program in Agronomy (Area of Concentration:
Crop). Federal Technological University of Parana. Pato Branco, 2013.

The bronzed bug Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), is an insect pest of Australian origin, attacking Eucalyptus species in
several countries. In Brazil, its occurrence was reported in 2008 in Rio Grande do Sul and in
June 2012 was recorded occurrence in the southwest region of Parana. Also found were
possibly being attacked by insects entomopathogenic fungus Beauveria bassiana in the field.
After isolation and identification procedures, the fungus was stored and called UTFPR 01.
With verification of the potential control B. bassiana against T. peregrinus , a study was
conducted on the pathogenicity of isolates non-commercial, from the Biological Institute of
Campinas (IBCB 75, IBCB 210 and IBCB 254) and the possibility of using the fungus Isaria
sp. (IBCB 367), comparing them with UTFPR 01. Solutions with 1.0 x 10° conidia mL™ were
applied to leaves of Eucalyptus camaldulensis and maintained in glass bottles closed with
plastic film 13 receiving adult insects. Assessments occurred until the fifth day removing dead
insects were placed in a moist chamber for extrusion of the pathogen. We also tested products:
Orobor ®, Topneem, Rotenat, Rotenat CE Baicao, Compostonat, Pironat, Assist Extract,
Garlic and Lime Bordeaux on mortality of T. peregrinus . Sheets E. camaldulensis leaves
were dipped in dilute solution products, in doses recommended by the manufacturers. After
drying, the substrate was transferred to glass tubes containing 10 adult insects of T. peregrinus
and maintained for 5 days at 26 + 2 ° C, RH 70 + 10% and photoperiod of 14 hours. The
evaluation was done daily by removing the dead insects. The best results were obtained with
the products Topneem, Rotenat, Rotenat CE and Compostonat. The best results were obtained
with the products Topneem, Rotenat, Rotenat CE and Compostonat. These products have been
assessed for their likely action in the induction of resistance in Eucalyptus. It was used as an
indicator of soybean cotyledons of induced resistance and the inductor pattern 1% chitosan as
witness "white". We evaluated the phytoalexin glyceollin content, protein and activity of PAL
(phenylalanine ammonia lyase). As results induced phytoalexin and activity of PAL the
products Topneem and Rotenat CE. Regarding protein content did not run statistical
difference between treatments. Had an effect on mortality of T. peregrinus fungi B. bassiana
and Isaria sp. and products Topneem and Rotenat CE, which also showed potential to induce
resistance in plants.

Keywords: bronzed bug; alternative control, induction of resistance.
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1. INTRODUCAO GERAL

Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), popularmente conhecido como percevejo bronzeado, introduzido no
Brasil em 2008, € um inseto-praga do género Eucalyptus. O nome popular vem do sintoma
associado a injdria que ele causa, sugando a seiva das folhas, que ficam com aspecto
bronzeado (BARBOSA et al., 2009).

Este inseto vem causando preocupacdo ao setor florestal brasileiro, devido a
facilidade de adaptacdo as condi¢@es climaticas e rapida dispersdao (SOLIMAN, 2010). Além
disso, esta praga provocou danos consideraveis nos paises onde foi introduzida. A hipdtese
apresentada por Wilcken et al. (2010) é que a disseminacdo do inseto esta seguindo o tracado
das rodovias, sendo o transporte de madeira de eucalipto o principal veiculo de dispersao.

O género Eucalyptus € nativo da Australia. Sua producdo em escala comercial
teve inicio com o estabelecimento de pequenas plantagdes no sul da Europa e norte da Africa,
na qual sua adaptabilidade estimulou a introducdo em varios paises (LIMA, 1993). No Brasil,
foi introduzido no pais a cerca de 100 anos, e representa atualmente uma das principais fontes
de producdo madeireira, atendendo a diversos segmentos da industria, como papel e celulose,
carvao vegetal, lenha, serrados, compensados e painéis reconstituidos (ABRAF, 2012).

De acordo com a ABRAF (2012), a area ocupada por plantios florestais no Brasil
em 2011, totalizou 6.516.000 ha, sendo 74,8% correspondente a area de plantios de
Eucalyptus. A maior concentracdo de plantios encontram-se nas regides Sul e Sudeste do pais
(73,8%), 0 que se justifica em funcéo da localizacdo das principais unidades industriais dos
segmentos de papel e celulose, painéis de madeira industrializada, siderurgia a carvao vegetal
e madeira mecanicamente processada (ABRAF, 2012).

A cada ano, o setor florestal vem ganhando destaque na economia brasileira.
Novos e importantes investimentos estdo se desenvolvendo em vérias regides, visando suprir
a demanda interna e também com vistas a exportacdo. Somente em 2009, a area plantada no
pais registrou um crescimento 4,4% comparada com o ano anterior (ABRAF, 2010). O ano de
2011 foi eleito pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) como o “Ano Internacional das
Florestas”, destacando a importancia dada ao segmento florestal. Neste mesmo ano o setor de
florestas plantadas representou 3,1% do total das exportacdes do Brasil, empregando 5,0% da
populacdo economicamente ativa no pais (SBS, 2012).

O género Eucalyptus permaneceu praticamente imune ao ataque de insetos por um

longo periodo desde sua introdugdo no pais. No entanto, nos ultimos anos, a produtividade



dos plantios vem sendo prejudicada pela acdo de diversos insetos-praga. A introducdo de
insetos - praga exoticos causa significativos prejuizos a economia pelos danos causados as
florestas, bem como ao ambiente, pois sdo insetos estranhos aos predadores aqui estabelecidos
(GARLET, 2012). De acordo com Wilcken et al. (2010), entre as pragas exdticas recentes de
maior importancia, destacam-se o Psilideo-de-concha, Glycaspis brimblecombei Moore
(Hemiptera: Psyllidae), as vespas Epichrysocharis burwelli Schauff e Leptocybe invasa Fisher
& LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) e o percevejo bronzeado, Thaumastocoris peregrinus
Carpintero & Dellapé (Hemiptera: Thaumastocoridae).

O percevejo bronzeado teve sua presenca registrada no Brasil pela primeira vez
em 2008, no municipio de S& Francisco de Assis, no Rio grande do Sul, sendo
posteriormente registrado em S&o Paulo e no Parana (BARBOSA et al. 2009). Para a regido
sudoeste do Parana sua ocorréncia foi registrada em 2012. Acredita-se que a praga tenha
entrado no pais através de correntes de ar ou pelo transporte de materiais, como lenha e
madeira, originarios da Argentina e Uruguai, onde o inseto foi detectado em 2005 (IPEF,
2010).

De acordo com Barbosa et al. (2009), o inseto adulto apresenta 3 mm de
comprimento, corpo achatado e cor marrom clara. As ninfas sdo claras e véo escurecendo com
0 tempo, 0s ovos sdo pretos, achatados e com a regido central concava, depositados
geralmente nas imperfeicdes ou proximo a nervura central das folhas, ramos e peciolos.
Podem ocorrer de forma isolada ou em grupos.

O aparelho bucal sugador labial confere a T. peregrinus o habito alimentar de
perfurar as folhas e ramos para sugar a seiva, provocando a seca das partes atacadas. Os danos
ocasionados por T. peregrinus sdo o prateamento de folhas, seguido do secamento e queda
(WILCKEN, 2008). De acordo com Noack et al. (2009), quando intensamente infestadas, as
arvores exibem um avermelhamento das folhas, e conforme a infestacdo progride, a copa
inteira fica amarelo- avermelhada e a arvore perde as folhas. As espécies mais suscetiveis ao
ataque do inseto na Africa do Sul sdo Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus tereticornis,
sendo Eucalyptus grandis, Eucalyptus paniculata, Eucalyptus robusta e Eucalyptus saligna,
pouco suscetiveis (JACOBS; NESER, 2005).

Na Australia, em areas urbanas, o controle de T. peregrinus € realizado atraves de
um inseticida sistémico (Imidacloprid), injetado no tronco das arvores (NOACK et al., 2009).
No entanto, o uso em plantios comerciais ndo é recomendado, devido aos possiveis impactos

ambientais e entraves aos processos de certificacdo florestal.



Os inseticidas sistémicos quando aplicados nas folhas, ramos e raizes das plantas,
sdo rapidamente absorvidos e translocados com a seiva para as varias regides das plantas, em
quantidades letais para insetos que se alimentam destas. Os sistémicos também séo aplicados
em sementes, tubérculos e bulbos que, ao germinarem ja apresentam o inseticida circulando
com a seiva (MARICONI, 1977).

A adocédo de medidas de controle menos agressivos pode estar inserida em um
programa de manejo integrado de pragas, no qual diversos métodos sdo empregados de
maneira conjunta, buscando no minimo a reducdo na quantidade de produtos quimicos
utilizados. As empresas certificadas buscam adotar préticas que aumentem a produtividade,
conservando 0 meio ambiente, como 0 manejo integrado de pragas, doencas e plantas
espontaneas, dando preferéncia ao controle biolégico, ao controle cultural e a utilizacdo de
produtos menos toxicos e seletivos a inimigos naturais (FARIA, 2009).

Ha um consenso entre os pesquisadores de diversos paises, onde T. peregrinus ja
foi detectado, de que o controle biologico é uma das principais estratégias a ser utilizada
(BARBOSA et al., 2010). No controle bioldgico, procura-se manter 0s insetos-praga em baixa
populacdo, exigindo monitoramento e acfes antecipadas, possibilitando um controle efetivo,
mas sem efeitos nocivos (LAZZARINI, 2005).

Paises como a Africa do Sul, Chile e Brasil realizaram estudos com vistas a
importacdo do parasitoide de ovos Cleruchoides noackae (Hymenoptera: Mymaridae), dnico
inimigo natural da praga na Australia, na tentativa de efetuar o seu controle (IPEF, 2010).
Apos dois anos de pesquisa, em agosto de 2012, foi realizada a primeira liberagdo no Brasil,
em Paraopeba (MG). Mesmo com condi¢fes climaticas consideradas criticas, durante o
periodo da liberacdo (baixa umidade relativa e alta temperatura), o parasitoide conseguiu
completar seu ciclo biolégico, com novos individuos emergindo em campo. A liberacdo no
estado de Minas Gerais foi escolhida devido a grande ocorréncia do percevejo, e pela maior
facilidade para o transporte dos parasitoides, ja que seu tempo de vida € em torno de apenas 1
a 2 dias (IPEF, 2012).

Outros estudos estdo sendo desenvolvidos na busca de estratégias de controle para
0 inseto. Entre as opcOes destaca-se 0 emprego do controle microbiano, com o uso de fungos
entomopatogénicos e a possibilidade de utilizacdo de produtos naturais.

De acordo com Alves (1998), os fungos entomopatogénicos representam uma
alternativa viavel no controle de varios insetos pragas das culturas, sendo 0s primeiros
patdgenos a serem utilizados no controle microbiano. Os primeiros testes com fungos que

infectam insetos foram realizados no final do século XIX, mas somente um século depois 0s



primeiros resultados praticos comegaram a surgir, havendo atualmente varios inseticidas
bioldgicos a base de fungos (micoinseticidas) comercializados em diferentes paises (FARIA,
2001).

Sua utilizacdo para o controle bioldgico de pragas tem sido estudada ha mais de
100 anos e, devido as crescentes preocupaces com sistemas mais sustentaveis de producéo,
esta ocorrendo um aumento no interesse do desenvolvimento comercial desses patdgenos. No
Brasil, alguns programas de controle ja foram implantados, como o uso de fungos para o
controle da cigarrinha da cana-de-aglcar Mahanarva fimbriolata (ALVES, 1998; ALMEIDA,
2001) e das cigarrinhas-das-pastagens Deois spp. e Zulia entrenaria (Hemiptera: Cercopidae)
(ALVES, 1992), ambos com amplo sucesso no controle destes insetos. Trabalhos para o
controle do percevejo-do-colmo Tibraca limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae)
(MARTINS et al., 2004), do cascudinho de aviario Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae) (ALVES et al., 2004, ROHDE et al., 2006), recomendacdes para
0 uso com gafanhotos (MAGALHAES et al., 2007), e a mosca-branca Bemisia tabaci (Genn.)
(Hemiptera: Aleyrodidae) (POTRICH et al., 2011).

Segundo Alves (1998), os fungos podem atacar as mais diversas fases de
desenvolvimento do inseto, séo altamente virulentos e com penetragédo via tegumento, o que
pode ser uma vantagem quando comparados a outros tipos de entomopatdgenos que penetram
via oral, principalmente no controle de insetos sugadores. Alem disso, os conidios dos fungos
tém alta capacidade de dispersdo horizontal, sendo transportados a grandes distancias por
varios agentes tais como: vento (dispersdo anemofila), insetos (dispersdo entomofila),
passaros (dispersao ornitofila) e agua (disperséo hidroéfila).

O ciclo de infeccdo do fungo inicia-se a partir do contato do propagulo com o
inseto. Em uma reacdo compativel, o reconhecimento e adesdo antecedem a germinacdo do
fungo na cuticula do hospedeiro, seguida de penetracdo e colonizacdo da hemocele (ALVES,
1998). O avanc¢o no processo de infeccao resulta na ruptura da cuticula do inseto, permitindo
o0 crescimento externo do fungo. A morte do inseto ocorre durante a colonizacdo da hemocele
com o rompimento dos processos fisiologicos, pois o fungo ramifica-se colonizando o
hospedeiro, desde os corpos gordurosos, até o sistema nervoso, 0 que provoca a morte devido
a producdo de micotoxinas e ao esgotamento de nutrientes, podendo o hospedeiro também
morrer por inanicdo e obstrucdo interna. Ainda de acordo com este mesmo autor, tem
influéncia direta sobre o processo de infeccdo as condi¢cBes ambientais, como temperatura,
umidade, luz, radiacdo ultravioleta, além das condicGes nutricionais e da suscetibilidade do

hospedeiro.



Entre os fungos entomopatogénicos capazes de causar mortalidade em populacoes
de insetos, tem destaque o fungo Beauveria bassiana Vuill. (Ascomycetes: Clavicipitaceae) e
Isaria sp. (Hypocreales: Clavicipitaceae).

Os fungos do género Isaria sp. podem infectar uma ampla gama de
hospedeiros incluindo Lepidoptera, Diptera, Hemiptera, Coleoptera, Hymenoptera e
Arachnida (ZIMMERMANN, 2008). Sobre hemipteros tem acdo comprovada sobre pérola-
da-terra Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae) (LOPES, 2008), mosca-
branca Bemisia tabaci (Genn.) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Potrich et al., 2011), e Aelia
rostrata Boh. (Hemiptera: Pentatomidae) (MUSTU, 2011).

Ja o fungo B. bassiana, de acordo com Faria (2001), é empregado em escala
comercial em paises como Estados Unidos e México, sendo que volumes consideraveis foram
comercializados no Brasil para o controle de &caros do mamdo e da broca-do-cafe
Hypothenumus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae). Além disso, ja foi utilizado para o
controle de cochonilhas e se mostrou eficiente para controle de cupins e insetos-praga como o
moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus (Germar) (Coleoptera: Curculionidae)
(BATISTA-FILHO, 1991), mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae) (FARIA; WRAIGHT, 2001; POTRICH, 2011), percevejo-castanho-da-raiz,
Scaptocoris carvalhoi Becker (Hemiptera: Cydnidae) (XAVIER; AVILA, 2005). Também é
comercializado como inseticida microbiologico de uso agricola, para o controle de pragas
através da aplicacdo foliar nas culturas de crisantemo, eucalipto, pepino e soja, para diversas
pragas e aplicacdo na parte aérea do caule na cultura de erva-mate (ANVISA, 2012), para o
controle da broca da erva-mate Hedypathes betulinus (BORGES et al., 2010)

No Brasil o uso comercial de B. bassiana ocorre através do inseticida bioldgico
Boveril® WP da Itaforte BioProdutos, Registrado no Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento sob o n® 4902, para o controle do acaro rajado Tetranychus urticae em cultivos
protegidos e para o gorgulho do eucalipto Gonipterus scutellatus Gyllenhal (Coleoptera:
Curculionidae). Para Isaria sp. ndo existe produto registrado.

A ocorréncia natural de ambos os fungos foi registrado sobre varios insetos. Sobre
T. peregrinus, B. bassiana foi relatado no Rio Grande do Sul, em plantios comerciais de
Eucalyptus dunnii (SMANIOTTO et al., 2012).

Em laboratdrio, Soliman et al. (2010) testou o fungo nas concentracdes de 1,0 X
10%, 1,0 x 10° 1,0 x 10°% 1,0 x 10" e 1,0 x 10® conidios.mL™, como uso de um produto
comercial. Para isto, foi utilizado como substrato folhas de E. camaldulensis em placas de

Petri® e ninfas de 3° e 4° instar de T. peregrinus. Foi verificada elevada mortalidade (97,5%)



para a maior concentragdo, demonstrando resultado positivo no controle biolégico do
percevejo bronzeado. Isolados ndo comerciais foram testados por Lorencetti et al. (2011), na
concentragdo 1,0 x 10° conidios.mL™, obtendo mortalidade confirmada de 78,6% para o
melhor isolado. No entanto, estudos quanto a utilizacdo de fungos entomopatogénicos ndo
comerciais e o teste de viruléncia de diferentes isolados ainda apresentam-se como um vasto
campo de estudos no Brasil.

Neste sentido, foram testados isolados de B. bassiana e Isaria sp. para o controle
do T. peregrinus, objetivando verificar o efeitos dos mesmos sobre a patogenicidade deste
inseto-praga.

A atuacdo e permanéncia dos fungos entomopatogénico na natureza, ndo tem
influencia sobre seres vivos considerados benéficos, promovendo a protecdo das plantas e o
equilibrio do ambiente. Espera-se que este fato indique que este fungos, alem de promover o
controle de T. peregrinus deva melhorar as condi¢des e promover o crescimento vegetativo e a
resisténcia das plantas de Eucalipto.

Além do controle bioldgico, o controle alternativo com a utilizagdo de produtos de
origem natural apresentam potencial para a utilizacdo no controle de pragas florestais, e pode
representar uma alternativa promissora para T. peregrinus. Dentre 0s possiveis produtos tem
destaque: Orobor®, Topneem, Rotenat, Rotenat CE, Baicao, Compostonat, Pironat, Assist,
Extrato de Alho e Calda Bordalesa, por serem utilizados na agricultura organica. O extrato da
planta timbd Derris sp. , por exemplo, apresenta atividade inseticida para operarias de Atta
sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) (BUENO, 2008). O d4leo de Nim
(Azadirachta indica A. Juss), apresenta eficacia comprovada para hemipteros como o0s
pulgdes Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758) e Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera:
Aphididae) (CARVALHO, 2008) além de cerca de 400 espécies de insetos (EMBRAPA,
2006).

O uso de produtos naturais vem ganhando espaco juntamente com o aumento da
producdo e valorizacdo dos alimentos organicos, representando uma boa opc¢do para 0 manejo
de pragas e a manutencdo dos organismos benéficos ao ambiente.

Soma-se a isso o fato de muitos produtos naturais apresentarem capacidade de
induzir resisténcia em plantas, atuando no surgimento de mecanismos de defesa. Estes
mecanismos de defesa induzidos podem ser estruturais, como papila, lignificacdo e tilose, ou
bioguimicos, como o acumulo de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). Esta capacidade pode ser comprovada através de testes de

producdo de fitoalexinas (metabdlito secundério), proteinas e FAL (fenilalanina amdénia-
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liase). Os experimentos podem ser realizados em cotilédones de soja e utilizados indutores de
referéncia, como a quitosana, para comparagéo.

Segundo SCHWAN-ESTRADA et al. (2000) a utilizacdo de cotilédones de soja
mostra-se como excelente ferramenta para estudos envolvendo acéo elicitora de moléculas de
origem biética e abidtica, sendo a fitoalexina gliceolina importante meio para demonstrar a
interacdo da planta com fitopatdgenos. O uso da quitosana na agricultura estd tomando
importancia pela sua atividade elicitora sobre uma enorme gama de plantas (MAZARO, 2007)
e possui acdo comprovada, sendo utilizada como um indutor de referéncia em estudos de
inducéo a fitoalexinas (MAZARO, 2008).

No Brasil, a indugdo de resisténcia, segundo Bonaldo (2005), teve inicio na
década de 70 com o Instituto Biolégico de Séo Paulo, com destaque para estudos de inducéo
de resisténcia em cafeeiros contra Hemileia vastatrix, com o uso de diferentes agentes, como
Sacchaomyces cerevisiae, Bacillus thuringiensis uredosporos inativados de H. vastatrix.

De acordo com Martins (1991), vérias substancias quimicas e extratos com
suposta atividade indutora, sdo citados na literatura, além de esporos de fungos ndo
patogénicos, esporos fungicos inativados e extratos vegetais. Trabalhos desenvolvidos com
extrato bruto ou Oleo essencial, obtido a partir de plantas medicinais da flora nativa, tem
indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatdgenos e inducdo de fitoalexinas,
indicando a presenca de compostos com caracteristicas de elicitor (SCHWAN-ESTRADA et
al., 2000). Segundo Sticher et al. (1997), elicitores sdo moléculas capazes de ativar respostas
de defesas nas plantas atuando como indutores de resisténcia.

O uso de agentes bidticos como fungos entomopatogénicos e produtos naturais,
inoculados nas plantas hospedeiras, podem representar alternativas viaveis para o controle de
T. peregrinus, bem como promover a protecdo das plantas contra o ataque de patdgenos,
melhorar a nutricdo e evitar a incidéncia de doencas e pragas, atraveés da ativacdo de
mecanismos de defesa. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de fungos
entomopatogénicos e produtos naturais, para o controle de T. peregrinus verificando se 0s

mesmos possuem acdo na inducao de resisténcia de plantas.
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2. CAPITULO I - PRIMEIRO REGISTRO DE Thaumastocoris peregrinus
(HEMIPTERA, THAUMASTOCORIDAE) NA REGIAO SUDOESTE DO PARANA

Comunicacao cientifica submetida em 20 de julho de 2012 — Revista Arquivos do
Instituto Bioldgico (formatado de acordo com esta revista) — Qualis capes B3 em

Ciéncias Agrérias |

2.1 RESUMO:

Em junho de 2012 foi registrada a primeira ocorréncia de Thaumastocoris peregrinus
Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae), conhecido como percevejo
bronzeado, na regido sudoeste do Parana. T. peregrinus foi registrado no municipio de
Realeza (Coordenadas UTM SAD 69: 245000 E 7153682 S), atacando, principalmente,
arvores isoladas de Eucalyptus camaldulensis Dehn (Myrtaceae). Exemplares deste inseto
foram coletados e encaminhados para identificacdo no Laboratorio de Controle Biologico da
UTFPR, campus Dois Vizinhos. O primeiro registro de T. peregrinus no Brasil ocorreu em
2008, no Rio Grande do Sul e desde entdo este inseto-praga vem se disseminando por varios
estados de forma extremamente rapida, representando uma séria ameaca aos plantios de

Eucalyptus em todo pais.

Palavras- chave: Percevejo bronzeado, inseto-praga, Eucalyptus

2.2 ABSTRACT:

In June 2012 was the first occurrence of Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellape,
2006 (Hemiptera, Thaumastocoridae), known as bronze bug, in the southwestern region of
Parand. T. peregrinus was recorded in the city of Realeza (SAD 69 Coordinates UTM:
245000 E 7153682 S), attacking mainly isolated trees of Eucalyptus camaldulensis Dehn
(Myrtaceae). Specimens of this insect were collected and sent for identification. The first
record of T. peregrinus in Brazil occurred in 2008 and since then this insect pest has spread
through several states very rapidly, posing a serious threat to Eucalyptus plantations

throughout the country.

Keywords: Bronze bug, insect pest, Eucalyptus.
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O género Eucalyptus é nativo da Australia e atualmente representa uma das
principais fontes de produgdo madeireira no Brasil. Durante muitos anos as espécies
cultivadas desse género permaneceram praticamente imunes ao ataque de pragas. No entanto,
este quadro vem sofrendo alteracGes, em especial, devido a ocorréncia de um inseto
conhecido como percevejo bronzeado.

Este inseto, pertencente ao género Thaumastocoris, possui cinco espécies
conhecidas, sendo que Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dallapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae) € a Unica espécie detectada fora da Australia (CARPINTERO; DELLAPE,
2006). O inseto adulto apresenta cerca de 3 mm de comprimento, corpo achatado e cor
marrom clara. Na cabeca ha a presenca de placas mandibulares desenvolvidas, auséncia de
pulvilo nos tarsos e a genitalia do macho € assimétrica. Os ovos sdo pretos, achatados, com a
regido central concava. As ninfas sdo claras e vao escurecendo com o tempo. Cada fémea
coloca em média 60 ovos (JACOBS; NESER, 2005; CARPINTERO; DELLAPE, 2006;
WILCKEN et al., 2010). A duracdo do periodo embrionario dos ovos é de cerca de seis dias. A
fase ninfal, que tem cinco instares, tem duracdo de até 16 dias. A longevidade dos adultos
varia de 14 a 42 dias. (SOLIMAN, 2010).

T. peregrinus é um inseto que se alimenta da seiva das folhas de algumas
espécies de Eucalyptus. As folhas inicialmente sofrem um prateamento, passando para tons de
marrom e vermelho, o que confere a arvore um aspecto bronzeado. Este processo diminui a
taxa de fotossintese da planta, culminando com o secamento e a queda das folhas, com
consequente prejuizo ao seu desenvolvimento (JACOBS; NESER, 2005). Além disso, este
processo fragiliza a planta, propiciando a entrada de agentes fitopatogénicos.

De origem australiana, o inseto esta disseminado em varios locais no mundo.
Na Africa do Sul, sua ocorréncia foi relatada em 2005, atacando as espécies Eucalyptus
camaldulensis, Eucalyptus tereticornis e o hibrido E. camaldulensis x Eucalyptus grandis
(JACOBS; NESER, 2005). Nas Ameéricas, o primeiro registro foi feito na Argentina, atacando
E. camaldulensis, E. tereticornis e Eucalyptus viminalis, no ano de 2005 (CARPINTERO;
DELLAPE, 2006) e, posteriormente, no Uruguai, em janeiro de 2008 (MARTINEZ;
BIANCHI, 2010). No Brasil, a ocorréncia deste inseto foi relatada pela primeira vez em maio
de 2008, no estado do Rio Grande do Sul, municipio de Sdo Francisco de Assis, atacando
clones hibridos de E. grandis x Eucalyptus urophylla. Em menos de um ano foi encontrado
em mais nove municipios deste estado (WILCKEN et al., 2010). Em dezembro de 2008, foi
confirmado em Belo Horizonte, Minas Gerais, e em julho de 2009, em Linhares, Espirito

Santo. J& em outubro de 2009, T. peregrinus foi registrado no estado do Rio de Janeiro, e em
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Mato Grosso do Sul. Neste mesmo ano a praga ja estava disseminada em 74 municipios do
estado de S&o Paulo e foi registrado o primeiro foco no Parana, proximo & cidade de Curitiba
(BARBOSA, 2010). No Brasil, acredita-se que a praga tenha entrado através de correntes de
ar ou pelo transporte de materiais como mudas de eucalipto, lenha e madeira, originarios da
Argentina e Uruguai (WILCKEN et al. 2010). Em setembro de 2011, ocorreu 0 primeiro
registro para a Europa, com danos severos sobre plantios de Eucalyptus na Itélia
(LAUDONIA; SASSO 2012).

InfestacOes deste inseto podem reduzir a producdo de madeira, embora ainda
ndo existam dados quantificados. Além disso, ndo se encontrou um método de controle
efetivo para a praga. O controle quimico é realizado em pequena escala na Australia, porém
torna-se inviavel face a dimensdo e os processos de certificacdo florestal que norteiam
plantios comerciais. Alguns estudos contemplam o uso do controle biolégico, com
predadores, parasitoides e fungos entomopatogénicos.

Até 0 ano de 2012, a regido sudoeste do Parana, que engloba 42 municipios e
tem uma extensao de 17.102.750 km2 (AMSOP, 2012), ndo havia constatado a ocorréncia de
T. peregrinus. Em junho de 2012, no entanto, foi detectado infestacdo de T. peregrinus no
municipio de Realeza, em uma propriedade rural as margens da PR — 182, (Coordenadas
UTM SAD 69: 245000 E 7153682 S, altitude: 396 metros). O foco de infestacdo sdo arvores
isoladas de E. camaldulensis, plantadas a, aproximadamente, cinco anos. Algumas arvores
apresentavam sintomas de ataque avancado, com secamento e queda de folhas. De acordo
com NOACK; COVIELLA (2006), quando fortemente infestadas, as folhas exibem um
prateamento e avermelhamento (Fig. 2.1), e conforme a infestacdo progride, a copa inteira
fica amarelo-avermelhada e a arvore perde as folhas. Este fato acarreta direta e indiretamente
na producéo de Eucalyptus, visto que o plantio deste representa grande potencial para a regido
sudoeste do estado do Parand, impulsionado em grande parte pela demanda por madeira para
energia pelos setores avicola e industrial.

No mesmo local ainda foram encontrados insetos atacando Eucalyptus dunnii e
E. grandis, em menor intensidade. Os insetos encontravam-se distribuido por todo o
hospedeiro, com presenca de sintomas, insetos e ovos em toda a arvore embora, como
sugerem JACOBS; NESER (2005), a maior énfase de infestacdo seja a copa das arvores.
Exemplares do inseto, ovos e ramos das arvores atacadas foram coletadas do terco inferior das
arvores, armazenados em sacos plasticos e levados para o Laboratério de Controle Biologico

da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos, para identificacdo
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dos insetos in natura. Exemplares foram fixados em alcool 70% para observacdo detalhada
com auxilio de microscépio estereoscopico Tecnival® (Fig. 2.2).

Observou-se que ap0ds as chuvas e frentes frias que ocorreram em junho de
2012 na regido sudoeste, em média 172 mm, contra 71 mm més anterior (SEAB, 2013) houve
reducdo na infestacdo de Eucalyptus por T. peregrinus. Embora outros pontos de ataque néao
tenham sido encontrados na regido, acOes devem priorizar 0 monitoramento, manejo e

orientacdo ao plantio de espécies de Eucalyptus resistentes ao ataque.

Figura 2.1 Prateamento inicial das folhas em Eucalyptus spp (a e b). Folha de E.
camaldulensis com sintomas de bronzeamento (c). UTFPR, Dois Vizinhos - PR,
jun. 2012.

Figura 2.2 Ovos de T. peregrinus (a). Ninfa de T. peregrinus (b). Adulto de T. peregrinus
observado em microscopio estereoscopico (¢). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, jun.
2012.

A espécie E. camaldulensis é considerada de grande importancia e alta
resisténcia ao déficit hidrico. De acordo com ANGELI et al. (2005), E. camaldulensis, E.
tereticornis, E. grandis, comp&em o grupo das 12 principais espécies utilizadas para plantio
comercial no Brasil. No entanto, WILCKEN (2008) classificou E. camaldulensis como uma

espécie condenada, devido a alta incidéncia de pragas, como o psilideo-de-concha (Glycaspis
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brimblecombei Moore (Hemiptera: Psyllidae) e gorgulho-do-eucalipto (Gonipterus scutellatus
Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae), além do percevejo bronzeado, o que pode
comprometer a atividade florestal no Brasil. JACOBS; NESER (2005), descreveram as
espécies E. camaldulensis e E. tereticornis, entre 0s mais suscetiveis ao ataque de T.
peregrinus na Africa do Sul, sendo que a espécie Eucalyptus citriodora (atual Corymbia
citriodora) foi considerada imune ao ataque. No Brasil, E. camaldulensis, E. viminalis, E.
grandis, Eucalyptus terecticornis, Eucalyptus smithii, E. grandis X E. camaldulensis e E.
grandis X Eucalyptus urophylla foram indicadas como as espécies mais susceptiveis a danos
pelo inseto (WILCKEN et al., 2009). MENEZES et al. (2011) testando a preferéncia
alimentar de T. peregrinus sobre 15 espécies de Eucalyptus, em laboratério, confirmou a
preferéncia deste inseto pela espécie E. camaldulensis, porém ndo descartando a possibilidade
de ataque a C. citriodora.

O registro de novas regides com ocorréncia de T. peregrinus sobre diversas
espécies de Eucalyptus evidenciam a capacidade de dispersdo e adaptacdo deste inseto. A
divulgacdo das informacgdes sobre novos registros servem de alerta para a necessidade de
melhores estratégias de protecdo e manejo desta praga, como a implementacdo de medidas
fitossanitarias, campanhas informativas, e uso de espécies menos suscetiveis ao ataque de

insetos- pragas.
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3. CAPITULO Il - OCORRENCIA NATURAL DE Beauveria bassiana (BALS. CRIV.)
VUILL. 1912 (ASCOMYCETES: CLAVICIPITACEAE) SOBRE Thaumastocoris
peregrinus (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE)

Comunicacao cientifica submetida em 02 de maio de 2013 — Revista Ciéncia
Florestal (formatado de acordo com esta revista) — Qualis capes B1 em Ciéncias

Agrarias |

3.1 RESUMO

Exemplares de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae), inseto-
praga do género Eucalyptus, foram encontrados mortos em um plantio Eucalyptus grandis no
municipio de Realeza, regido sudoeste do estado do Parana, Brasil, com a presenca de micelio
branco sobre o corpo, supostamente provocado por um fungo entomopatogénico. Foram
realizados procedimentos para isolamento (em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar) e
identificacdo do patdgeno, sendo que a relacdo entre o micro-organismo e o inseto foi
estabelecida atraves do postulado de Koch. A partir de procedimento padréo, foi identificado o
fungo Beauveria bassiana. Em laboratorio foi realizado teste de patogenicidade, e 0 mesmo
causou mortalidade confirmada em 72,2 % dos insetos, na concentracdo de 1,0 x 108
conidios.mL-1, apos seis dias de inoculagdo. Assim verificou-se que B. bassiana infecta
naturalmente T. peregrinus, com ocorréncia espontanea no estado do Parana.

Palavras - chave: Percevejo bronzeado; fungos entomopatogénicos; Eucalyptus.

3.2 ABSTRACT

Exemplars of Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae), insect pest
of the genus Eucalyptus, were found dead in the Eucalyptus grandis plantation in the city of
Realeza, the southwest region of the state of Parand, Brazil, with white mycelial growth on
the surface of the body. Isolation procedures were performed (in Potato-Dextrose-Agar
culture) and identification of the pathogen, whereas the ratio between the microorganism and
the insect has been established by Koch's postulate. The fungus through standard procedures,
was identified as Beauveria bassiana. In the laboratory testing pathogenicity were performed
and caused mortality confirmed in 72.2% of the insects at the concentration of 1.0 x 108

conidia.mL-1 after six days inoculation. Studies on the selection of isolates should be
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performed and justified by the growing demand of the forest sector in search of control
strategies for this insect pest. Thus, was verified that B. bassiana naturally infects T.
peregrinus, occurring spontaneously in the Parana state.

Keywords: Bronze bug; entomopathogenic fungi; Eucalyptus.

3.3 INTRODUCAO

Entre os insetos-praga que atacam o género Eucalyptus, tem se destacado o percevejo
bronzeado, = Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero &  Dellapé  (Hemiptera:
Thaumastocoridae), pela elevada capacidade de adaptacdo, auséncia de inimigos naturais e
rapida dispersdo em diversas regibes do globo. No Brasil, acredita-se que 0 inseto esteja
sendo disseminado por caminhfes que transportam toras de eucalipto, onde normalmente
observa-se a presenca de T. peregrinus em ramos e folhas (WILCKEN et al., 2010).

O género Thaumastocoris é de origem australiana, e foi relatado na Africa do Sul e
Argentina em 2005, no Uruguai em 2008 e na Europa em 2012 (JACOBS e NESER, 2005;
CARPINTERO e DELLAPE, 2006; MARTINEZ e BIANCHI, 2010; LAUDONIA e SASSO
2012). O primeiro registro no Brasil ocorreu em 2008, com a espécie T. peregrinus no estado
do Rio Grande do Sul (WILCKEN et al., 2010), atingindo o Parand em 2009 (BARBOSA et.
al., 2010), além de varios outros estados. Os danos sdo provocados pelo habito alimentar do
inseto que suga a seiva das folhas. Este processo diminui a taxa de fotossintese da planta,
culminando em secamento e queda das folhas, com conseqiiente prejuizo ao seu
desenvolvimento (JACOBS e NESER, 2005). Tem-se buscado métodos de controle eficientes
para este inseto-praga, com énfase no uso do controle biolégico, com o parasitoide de ovos
Cleruchoides noackae Lin & Huber (Hymenoptera: Mymaridae), inimigo natural originario
da Australia (LIN et al., 2007) e fungos entomopatogénicos (SOLIMAN et al., 2010;
LORENCETTI et al., 2011).

Fungos entomopatogénicos sdo amplamente utilizados no controle de populacbes de
insetos-praga agricolas, por serem naturais do ambiente, tendo destaque Beauveria bassiana
Vuill. (Ascomycetes: Clavicipitaceae). Em campo, B. bassiana pode promover infeccdo em
insetos da ordem Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Diptera, Hymenoptera e Orthoptera
(ALVES, 1998), tem ocorréncia mundial e € comercializado como inseticida para o controle
de pragas em eucalipto, crisaintemo, pepino, soja e erva-mate (ANVISA, 2012), entre outras
culturas agricolas. Sobre hemipteros B. bassiana tem destaque para o controle do percevejo-

do- gréo, Oebalus poecilus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae) (Santos et al., 2002), o pulgéo
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Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae) (ARAUJO JR. et al., 2009), o percevejo
Collaria scenica (Hemiptera: Miridae) (BARBOZA, 2011), a mosca-branca Bemisia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) (FARIA e WRAIGHT, 2001; POTRICH et al., 2011) e
0 percevejo de renda da mandioca Vatiga manihotae (Drake) (Hemiptera: Tingidae) (ALVES
etal., 2012).

Para T. peregrinus, a patogenicidade de B. bassiana foi confirmada em laboratorio
através do produto Boveril® (SOLIMAN et al., 2010) e de alguns isolados ndo comerciais
(LORENCETTI et al., 2011), na concentragdo 1,0 x 10 conidios.mL-1. A ocorréncia natural
deste fungo sobre T. peregrinus foi registrada no Rio Grande do Sul, em plantios comerciais
de Eucalyptus dunnii (SMANIOTTO et al., 2012). No Parand, suspeitou-se da ocorréncia do
fungo em um plantio de Eucalyptus grandis, no municipio de Realeza (Coordenadas UTM
SAD 69: 245000 E 7153682 S), no qual foram encontrados cadaveres deste inseto cobertos
por micélio branco. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar, registrar e testar a

patogenicidade deste isolado em laboratorio.
3.4 MATERIAL E METODOS

Os cadaveres de T. peregrinus foram coletados juntamente com as folhas de E. grandis
nas quais estavam aderidos, e encaminhados ao Laboratério de Controle Bioldgico da
Universidade Tecnologica Federal do Parand, Campus Dois Vizinhos, para identificacdo. A
coleta ocorreu no més de agosto de 2011, ap0Os baixa na infestacdo da praga relacionada
possivelmente as chuvas intensas de junho, com média 172 mm para a regido sudoeste do
Parand (SEAB, 2013). De acordo com Lima (2011), a umidade relativa e a precipitacdo
pluviométrica afetam populacdes de T. peregrinus, em correlacdo inversamente proporcional.

Inicialmente realizou-se a identificacdo do micro-organismo, com base nas
caracteristicas culturais (ALVES, 1998) e chave de identificacdo para os principais géneros de
fungos entomopatogénicos (ALVES, 1998; ALVES et al., 1998a). Posteriormente a relacdo
causal entre o patdgeno e o inseto foi estabelecida através do postulado de Koch (ALVES et
al., 1998b), conforme realizado em trabalhos de ocorréncia natural de B. bassiana sobre
insetos (ALVES et al., 2005; 2012). O isolamento do fungo em culturas puras é necessario
para confirmacdo, em face da inimera populacdo microbiana que, possivelmente, coloniza o
inseto. Os métodos para isolamento foram baseados e adaptados de Alves (1998).

Em laboratério, utilizando material devidamente esterilizado, os insetos foram

desinfectados em alcool 70% e um fragmento do inseto foi transferido para lamina de vidro
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com coloracdo lactofenol azul-de-algoddo para identificagdo em microscépio estereoscopico
Tecnival®. O restante foi acondicionado em superficie de meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA), em placas de Petri® de vidro, vedadas com filme pléstico e mantidas em camara
climatizada tipo B.O.D. (26 + 2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 = 10%), durante oito dias.

Observou-se o crescimento micelial do fungo, bem como de outros agentes
patogénicos. Iniciou-se 0 processo de purificagdo com a transferéncia do fungo de interesse
para 10 novas placas de Petri® contendo meio de cultura BDA. Com uma alca de platina, um
toque foi realizado na superficie do fungo, e dois toques/ pontos foram realizados em cada
nova placa, as quais foram acondicionadas em camara climatizada (26 + 2°C, 14 h de fotofase
e U.R. de 70 = 10%) durante sete dias. Apos a esporulacdo do fungo, as melhores coldnias
foram selecionadas e repicadas em novas placas, conforme procedimento anterior, obtendo o
isolamento completo do fungo.

A comprovacéo da relacdo causal entre o patdgeno e o inseto foi estabelecida através
do postulado de Koch (ALVES et al.,, 1998). Este determina que o0s insetos devam ser
novamente expostos ao patdgeno, a fim de reproduzirem os sintomas. Em conjunto, foi
realizado teste de patogenicidade, obtendo a porcentagem de mortalidade confirmada do
fungo sobre T. peregrinus.

Insetos adultos sadios foram submetidos a ambiente contendo folhas de Eucalyptus
camaldulensis, cortadas a 5 cm do peciolo, mergulhadas em suspensdo do fungo purificado,
na concentracdo de 1,0 x 10°® conidios.mL-1. O excesso de umidade foi retirado com a
exposicdo das folhas a ventilagdo em camara de fluxo laminar vertical. As folhas tiveram 0s
peciolos envoltos por pedacos de algoddao umedecido para preservar a turgidez e foram
oferecidas como unico substrato para alimentacédo dos insetos. Tubos de vidro de fundo chato
esterilizados receberam cada um, uma folha e seis insetos adultos de T. peregrinus, sendo
vedados com plastico filme. Os recipientes permaneceram em camara climatizada tipo
B.O.D., nas condi¢des citadas anteriormente, durante seis dias. Foram realizadas10 repeticdes.
As avaliacGes ocorreram a cada 24 horas, durante cinco dias, retirando-se 0s insetos mortos.

Os cadaveres foram desinfectados externamente, mergulhando por dois segundos em
alcool 70% e, em seguida, em agua destilada esterilizada e acondicionados em camara Umida
para promover a extrusdo do patdgeno. As camaras Umidas foram preparadas em placa de 16
pocos contendo papel filtro esterilizado e Umido, alocadas em bandeja com algodéo
umedecido com agua destilada e esterilizada. A esporulacdo do fungo foi verificada apés trés
a cinco dias. O fungo foi entdo reisolado do hospedeiro e inoculado artificialmente em placas

de Petri® e meio de cultura BDA, ficando em camara climatizada por sete dias, para
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comparacdo das caracteristicas com a amostra coletada. Os esporos reproduzidos foram
raspados e armazenados em frascos tipo “eppendorfs” em freezer a -10°C, recebendo a

denominacdo de isolado UTFPR 01.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs a classificacdo feita com base na morfologia dos conidios, fialides e hifas
utilizando chave dicotdmica (Alves, 1998) e chave de identificagdo para os principais géneros
de fungos entomopatogénicos (Alves et al., 1998a), ficou constatado tratar-se do fungo
entomopatogénico da espécie Beauveria bassiana (Bals. Criv.) Vuill., 1912, cuja classificacdo
taxonémica define: Super-reino: Eukaryota; Reino: Fungi; Divisdo: Ascomycota; Sub
Divisdo: Pezyzomycotina; Classe: Sordariomycetes; Ordem: Hypocreales; Familia:
Cordycipitaceae; Género: Beauveria (ANVISA, 2012; INDEX FUNGORUM, 2013).

No teste de patogenicidade, a mortalidade confirmada em camara umida foi de 72,2 %
dos insetos apds seis dias de inoculacdo do fungo sobre as folhas de E. camaldulensis. A
média do registro de mortalidade esteve abaixo do relatado por Soliman et al. (2010) (97,3%),
para a mesma concentragcdo. No entanto, estes autores utilizaram um produto comercial a base
B. bassiana, o qual se espera maior viruléncia, visto que 0 mesmo ja passou por diversos
parametros de qualidade para entdo ser comercializado. Soma-se a este fator a metodologia
utilizada, com aplicacdo direta sobre os insetos e ndo apenas sobre o substrato, conforme
realizado neste estudo. A aplicacdo sobre o substrato possibilita a inferéncia de que o fungo
possa contaminar partes do inseto que entram em contato no ato do caminhamento ou da
succ¢do da seiva, aproximando do que ocorre em condi¢des de campo.

Ainda no campo, dificilmente a pulverizacdo ira ocorrer sobre 0s insetos e, se ocorrer
sobre estes, ndo serd uniforme. Isolados ndo comerciais de B. bassiana, na mesma
concentracdo utilizada neste teste, provocaram 78,6% de mortalidade confirmada em T.
peregrinus (LORENCETTI et al., 2011), valor este muito proximo ao obtido no presente
trabalho.

Neste sentido, a utilizacdo de fungos entomopatogénicos e a sele¢do de isolados de B.
bassiana mais virulentos a T. peregrinus pode representar uma estratégia promissora para o

controle deste inseto-praga.
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3.6 CONCLUSAO

B. bassiana infecta naturalmente T. peregrinus, com ocorréncia espontanea no estado

do Parana, sendo o isolado patogénico também em condi¢des de laboratdrio.
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4. CAPITULO Il - POTENCIAL DE USO DE Beauveria bassiana VUILL. E Isaria sp.
PARA O CONTROLE DE Thaumastocoris peregrinus CARPINTERO & DELLAPE
(HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE)

Comunicacao cientifica submetida em 26 de maio de 2013 — Revista Florestal

(formatado de acordo com esta revista) — Qualis capes B1 em Ciéncias Agrérias |

4.1 RESUMO

A busca por informacOes para o controle de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) em Eucalyptus, concentram-se no uso de técnicas de controle bioldgico,
entre elas, o uso de fungos entomopatogénicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
patogenicidade de isolados de Beauveria bassiana e lIsaria sp. sobre Thaumastocoris
peregrinus em condicbes de laboratorio. Para isto, foram testados quatro isolados de
Beauveria bassiana e um isolado de Isaria sp. na concentragdo de 1,0x10° conidios.mL-1. A
solucéo foi aplicada sobre folhas de Eucalyptus camaldulensis, fornecidas como substrato de
alimentacdo aos insetos, e mantidas em frascos de vidro vedados com filme plastico em
camara climatizada (26 £+ 2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 = 10%). Foram realizadas quatro
repeticdes (frascos) por isolado com 13 insetos adultos por frasco. As avaliagdes foram
realizadas até o quinto dia apds a aplicacdo. Os insetos mortos foram colocados em camara
Umida para a confirmacdo da morte pelo patdgeno. Todos os isolados foram patogénicos a
Thaumastocoris peregrinus. A mortalidade confirmada variou entre 37% e 80,1% para
Beauveria bassiana, e foi de 87% para lIsaria sp apés 10 dias da aplicacdo. O maior
percentual médio de mortalidade diaria (39,9%) ocorreu no quarto dia apds o contato do
inseto com o substrato pulverizado. Os isolados de Beauveria bassiana e de lsaria sp.
avaliados apresentam potencial para o controle de Thaumastocoris peregrinus em laboratorio.

Palavras - chave: Percevejo bronzeado; fungos entomopatogénicos; controle biologico.
4.2 ABSTRACT
The search for informations to control Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:

Thaumastocoridae) in Eucalyptus, focus on the use of biological control techniques, including

the use of entomopathogenic fungi. The objective of this study was evaluated the
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pathogenicity of Beauveria bassiana and Isaria sp. on Thaumastocoris peregrinus, under
laboratory conditions. For this, we tested four isolates of Beauveria bassiana and one isolate
of Isaria sp. concentration of 1.0 x 10® conidia mL™. The solution was applied on leaves of
Eucalyptus camaldulensis, provided as food for the insects substrate, and maintained in glass
bottles sealed with plastic film in a climatic chamber (26 = 2 ° C, 14 h photoperiod and U.R.
70 + 10%). Were performed four replicates (bottles) for isolated with 13 adult insects per
bottle. Each bottle received 13 adult insects. Evaluations were performed until the fifth day
after application. The dead insects were placed in humid chamber for confirmation of death
by pathogen. All isolates were pathogenic to Thaumastocoris peregrinus. The confirmed
mortality ranged between 37% and 80.1% for Beauveria bassiana, and was 87% for Isaria sp.
after 10 days of application. The highest mean percentage of daily mortality (39,9%) occurred
on the fourth day after contact with the substrate insect spray. The isolates of Beauveria
bassiana and lIsaria sp. evaluated presented potential to control Thaumastocoris peregrinus
under laboratory conditions.

Keywords: bronze bug; entomopathogenic fungi; biological control.

4.3 INTRODUCAO

O percevejo bronzeado, Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), € um insetos-praga do género Eucalyptus, de origem australiana, com
notavel dispersao por varios locais do globo na ultima década. Sua ocorréncia foi relatada na
Africa do Sul e Argentina em 2005 (JACOBS e NESER, 2005; CARPINTERO e DELLAPE,
2006), no Uruguai e Brasil em 2008 (MARTINEZ e BIANCHI, 2010; WILCKEN et al.,
2010), e na Europa em 2012 (LAUDONIA e SASSO, 2012).

O controle quimico € realizado em pequena escala em areas urbanas na Austrélia,
através de um inseticida sistémico (Imidacloprid) injetado no tronco das arvores (NOACK,
2009). No entanto, ndo existe um método efetivo recomendado de controle deste inseto-praga
(WILCKEN et al.,, 2010), sobretudo considerando a dimensdo dos plantios, impactos
ambientais e processos de certificacdo florestal. De acordo com Faria (2009), as empresas
certificadas buscam adotar praticas produtivas que conservem o meio ambiente, como o
manejo integrado de pragas, dando preferéncia ao controle biolégico, cultural e a utilizacdo de

produtos menos tdxicos e seletivos a inimigos naturais.
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Neste contexto, 0 emprego do controle biolégico tem se destacado como estratégia de
controle. O parasitoide de ovos Cleruchoides noackae (Hymenoptera: Mymaridae), representa
0 Unico inimigo natural da praga na Australia (LIN et al., 2007) e assim como ocorre com
outras pragas exéticas, a introducdo deste inimigo natural tem mostrado potencial no Brasil
(WILCKEN et al., 2010). No entanto, nos ecossistemas brasileiros, os quais possuem elevada
biodiversidade, espera-se encontrar inimigos naturais nativos, que Sejam capazes de
adaptarem-se e promover o controle de Thaumastocoris peregrinus (SOLIMAN et al., 2010).

Em 2012, foi relatada a ocorréncia do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana
atacando de forma natural exemplares de Thaumastocoris peregrinus no estado do Rio
Grande do Sul (SMANIOTTO et al., 2012). A atuacdo deste fungo em laboratorio ja havia
sido testada por Soliman et al. (2010) com o produto Boveril® e Lorencetti et al. (2011) com
isolados ndo comerciais, causando a mortalidade confirmada de 97,5% e 78,6% dos insetos
respectivamente.

Neste sentido, o controle microbiano, com a utilizacdo de fungos entomopatogénicos,
pode representar uma estratégia promissora. O fungo Beauveria bassiana Vuill.
(Ascomycetes: Clavicipitacea) pode ocorrer, na natureza, em mais de 200 espécies de insetos
e acaros (ALVES, 1998). Da mesma forma, os fungos do género Isaria podem infectar uma
ampla gama de hospedeiros, incluindo Lepidoptera, Diptera, Hemiptera, Coleoptera,
Hymenoptera e Arachnida (ZIMMERMANN, 2008), em diferentes culturas agricolas.

Com relagdo aos hemipteros, Beauveria bassiana promove infeccdo sobre o
percevejo- do- gréo, Oebalus poecilus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae) (SANTOS et al.,
2002), o percevejo-castanho-da-raiz, Scaptocoris carvalhoi Becker (Hemiptera: Cydnidae)
(XAVIER e AVILA, 2005), a mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae) (FARIA e WRAIGHT, 2001; POTRICH et al., 2011), o percevejo Collaria
scenica (Hemiptera: Miridae) (BARBOZA et al., 2011), o percevejo de renda da mandioca
Vatiga manihotae (Drake) (Hemiptera: Tingidae) (ALVES et al., 2012). Entre os insetos-praga
do género Eucalyptus, Beauveria bassiana é recomendado para o gorgulho Gonipterus
scutellatus Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae) (ITAFORTE, 2011).

No que se refere a acdo de Isaria sp. sobre hemipteros tem-se acdo comprovada sobre
a pérola-da-terra Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae) (LOPES et al., 2008),
mosca-branca Bemisia tabaci (Genn.) (Hemiptera: Aleyrodidae) (POTRICH et al., 2011), e
Aelia rostrata Boh. (Hemiptera: Pentatomidae) (MUSTU, 2011).

Diante do exposto verifica-se o potencial de uso de fungos entomopatogénicos para o

controle de hemipteros. Entretanto, no que se refere ao percevejo do bronzeado, tais
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informacbes sdo escassas. Tal fato associado ao fato do referido inseto-praga se configurar
como uma importante praga do eucalipto no Brasil, o controle biolégico com fungos
entomopatogénicos pode representar uma eficaz alternativa de manejo, sem comprometer o
processo de certificacdo florestal. Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar a
patogenicidade de isolados de Beauveria bassiana e Isaria sp. patogénicos a Thaumastocoris

peregrinus em condic6es de laboratorio. .

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Obtencéo, Producédo e Preparacao dos Isolados

O experimento foi realizado no Laboratorio de Controle Bioldgico da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV). Foram utilizados
quatro isolados de Beauveria bassiana: IBCB 75, IBCB 210, IBCB 254 e um isolado de
Isaria sp. IBCB 367, fornecidos pelo Laboratorio de Controle Bioldgico do Instituto
Biologico de Séo Paulo, com sede em Campinas - IBCB e o isolado UTFPR 01, isolado de

Thaumastocoris peregrinus, em campo, na regido sudoeste do Parana (Tabela 1).

Tabela 4.1 — Isolados de Beauveria bassiana e Isaria sp. utilizados no bioensaio e respectiva
origem. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2012.

Isolados Espécie do fungo Hospedeiro original ou Local de origem

substrato
IBCB 75 Beauveria bassiana  Solo Cascavel — PR
IBCB 210 Beauveria bassiana  Solo - soja Ribeirdo Preto — SP
IBCB 254 Beauveria bassiana  Solo Fazenda S&o José — SP

UTFPR 01 Beauveria bassiana  Thaumastocoris peregrinus  Realeza — PR

IBCB 367 Isaria sp. Solo - pastagem Cuiaba — MT

A reativacdo da viruléncia dos isolados foi feita em lagartas de Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), oriundas da criacdo do Laboratério de Controle Bioldgico
da UTFPR, Campus Dois Vizinhos. Insetos de 1° instar foram imersos em uma suspensao de
fungo na concentracdo 1,0 x 10® conidios mL™ e, em seguida transferidos para placas de
Petri® contendo papel filtro e dieta artificial para alimentagdo dos insetos. As placas foram
mantidas em camara climatizada tipo BOD (26 + 2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 = 10%)
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até a morte das lagartas. Com auxilio de uma pinga, os insetos foram transferidos para
camaras Umidas, preparadas em placas de Petri® com papel filtro umedecido, as quais
permaneceram na camara climatizada nas condic6es supracitadas por oito dias para a extruséo
do patdgeno.

Apds a conidiogénese, em camara de fluxo laminar, os esporos do fungo foram
coletados e efetuou-se procedimentos de isolamento em meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA), conforme metodologia descrita (adaptada) de Leite et al., (2003).

Os isolados foram multiplicados através da inoculacdo pelo método de placa cheia,
com auxilio de uma alga de Drygalski. As placas, devidamente identificadas, foram mantidas
em camara climatizada tipo B.O.D. (26 + 2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 £ 10%), durante
oito dias para o desenvolvimento do fungo. Os conidios foram coletados, raspando-se a
superficie do meio de cultura com auxilio de uma espatula e armazenados em frascos de vidro
esterilizados, em freezer, a aproximadamente -4°C, conforme descrito por Alves et al. (1998).

Para a preparacdo das suspensdes, os conidios foram colocados em frascos de vidro
com &gua destilada esterilizada contendo o tenso ativo Tween® 80 (0,01%), vedados e
agitados manualmente durante 5 minutos. Em seguida, os patdgenos foram quantificados em

camara de Neubauer, padronizando as suspensdes na concentragdo de 1,0 x 10 conidios.mL™.
4.4.2 Obtencéo e Manutencédo do Percevejo Bronzeado

Os insetos matrizes de Thaumastocoris peregrinus foram fornecidos pela Embrapa
Florestas- Colombo, Parana e mantidos no Laboratério de Controle Biologico da UTFPR-DV,
em gaiola de vidro revestida por tecido tipo voil.

Para a alimentacdo e oviposicdo dos percevejos foram fornecidos ramos de Eucalyptus
camaldulensis e Eucalyptus benthammi, mantidos em vasos com areia umedecida para
conservar a turgidez das folhas pelo maior tempo possivel. Os ramos foram trocados
semanalmente, ou antes, quando necessario. Foram utilizados nos experimentos somente

insetos adultos, separados manualmente dos demais insetos na gaiola de criacéo.

4.4.3 Avaliacdo da Patogenicidade de Beauveria bassiana e Isaria sp sobre

Thaumastocoris peregrinus

Foram coletadas folhas de E. camaldulensis, proveniente da area de Teste de Uso
Mdltiplo de Eucaliptos (TUME), instalado na UTFPR-DV em dezembro de 2009. Foram
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selecionadas somente folhas sadias e com tamanho e tonalidade aproximadas. Estas foram
recortadas com comprimento de 5 cm a partir do ponto entre o peciolo-base da folha, todas
com largura média superior entre 3,5a 4,0 cm.

As folhas foram mergulhadas nas suspens@es de conidios preparadas na concentragdo
de 1,0 x 10° conidios.mL™. Para a evaporacéo do excesso de &gua, as folhas foram mantidas
em camara de fluxo laminar por cinco minutos. Em seguida, a base de cada folha foi envolta
por algoddo umedecido com &gua destilada para manter a turgidez das folhas, sendo as
mesmas acondicionadas em frascos de vidro de 2 cm didmetro x 10 cm de altura, vedadas
com plastico filme. Cada frasco constituiu uma repeticdo, recebendo duas folhas e 13 insetos
adultos de Thaumastocoris peregrinus e mantidos em camara climatizada tipo B.O.D. (26 *
2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 £ 10%). Para cada isolado foram preparadas quatro
repeticdes. Na testemunha foi aplicada agua destilada esterilizada contendo o tenso ativo
Tween®80 (0,01%), em volume equivalente aos lotes tratados.

A mortalidade de Thaumastocoris peregrinus foi avaliada diariamente, durante 10
dias. Os insetos mortos foram imersos por cinco segundos em alcool 70%, para desinfeccéo
superficial, e em agua destilada esterilizada. Na seqliéncia foram acondicionados em camara
Umida e mantidos em camara climatizada nas mesmas condicdes citadas anteriormente, por
sete dias, para confirmacdo da mortalidade pelo patdgeno. As camaras Umidas foram
preparadas em placas de 16 pocos contendo papel filtro umedecido e esterilizado,
acondicionadas sobre bandejas com algoddo e agua, fornecendo assim condicdes adequadas
ao desenvolvimento do fungo.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes por tratamento. Os dados foram avaliados e seguiram a normalidade Lilliefors
(p>0,15) e Shapiro-Wilk (p> 0,1091). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade com auxilio do programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que tanto os isolados de Beauveria bassiana quanto o isolado de Isaria
sp. sdo patogénicos a Thaumastocoris peregrinus. A porcentagem de mortalidade confirmada
em camara Umida, de Thaumastocoris peregrinus variou entre 37%, para o isolado IBCB 75,
e 87% para o isolado IBCB 367 (Tabela 2; Figura 1)
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Tabela 4.2 — Porcentagem média (+ EP) de mortalidade confirmada de adultos de
Thaumastocoris peregrinus por Beauveria bassiana e Isaria sp. (26 £ 2°C, 14 h de
fotofase e U.R. de 70 + 10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2012.

ISOLADOS MORTALIDADE CONFIRMADA (%)*
IBCB 75 370+ 11,12b

IBCB 210 753+8,37a

IBCB 254 80,1+8,84a

UTFPR 01 72,5 + 6,39 ab

IBCB 367 87,0+6,47a

P 0,0058

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 4.1 — Infeccdo promovida pelo fungo Beauveria bassiana (a e b) e Isaria sp. (c) sobre

insetos adultos de Thaumastocoris peregrinus, cinco dias ap0s inoculacéo.
UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2012.

Os resultados diferem dos relatados por Soliman et al. (2010) que avaliaram Beauveria
bassiana do produto Boveril® em suspensdo concentrada emulsionavel (SC). De acordo com
estes autores, na concentracdo de 1,0 x 10° conidios.mL™ a mortalidade confirmada foi de
97,5% sobre ninfas de 3° e 4° instar. 1sso deve-se possivelmente ao fato de as ninfas serem
mais suscetiveis a infeccdo pelo fungo, especialmente por ndo possuirem asas recobrindo seu
abdome, assim como os adultos. Franca et al. (2006) testando Beauveria bassiana, sobre o
percevejo predador Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae) obtiveram maior
percentual de mortalidade média para ninfas (49,8 + 5,91%) do que para adultos (12,3 £
3,32%), demonstrando a maior vulnerabilidade dos insetos nos estagios iniciais de

desenvolvimento.
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Além disso, a forma de aplicacdo da suspensdo de fungos sobre o inseto, também é um
fator determinante para a mortalidade. Neste trabalho a aplicacdo ocorreu de forma indireta,
mergulhando as folhas de eucalipto que serviram de substrato aos insetos. Soliman et al.
(2010) realizou pulverizagéo direta sobre Thaumastocoris peregrinus, enquanto Franca et al.
(2006) testando os métodos de pulverizacdo direta e tratamento residual nas folhas, substrato
do Podisus nigrispinus, obteve 59% e 8% de mortalidade confirmada, respectivamente.
Acredita-se que a pulverizacgdo do substrato indique de forma mais efetiva o potencial de agéo
do fungo, uma vez que em campo dificilmente ele serd aplicado diretamente sobre o
hospedeiro.

Em experimento semelhante, Lorencetti et al. (2011) observaram 78,6% de
mortalidade confirmada para isolados ndo comerciais de Beauveria bassiana sobre adultos de
Thaumastocoris peregrinus, na mesma concentracdo e aplicacdo sobre as folhas. Os
resultados corroboram com este estudo.

Quanto a Isaria sp., a mortalidade confirmada em camara imida de Thaumastocoris
peregrinus (87%) diferiu significativamente em relacdo ao isolado de Beauveria bassiana
IBCB 75 (37%), porém ndo diferindo dos demais isolados (Tabela 2).

N&o existem relatos cientificos da utilizacdo de Isaria sp. sobre Thaumastocoris
peregrinus. Sobre outros hemipteros sua atuacdo esta confirmada, porém ndo com tanto
destague como Beauveria bassiana. Para Aelia rostrata Boh. (Hemiptera: Pentatomidae), a
acdo de Beauveria bassiana foi mais efetiva que Isaria sp, pulverizando 2 ml de suspensao
dos fungos na concentracdo de 1,0 x 10® conidios.mL™ diretamente sobre os insetos, com
100% e 70% de mortalidade apds 12 dias de inoculagdo (MUSTU, 2011).

Segundo Alves et al. (1998), os fungos apresentam grande vantagem no controle de
insetos sugadores, pois provocam infeccéo via tegumento, e ndo apenas via oral, como ocorre
com outros entomopatdgenos. Desta forma, a aplicacdo do fungo sobre o substrato, é
suficiente para promover a infeccdo do inseto, uma vez que este, apesar de se alimentar da
seiva interna da folha, necessita se locomover e ovipositar sobre a mesma. Ainda de acordo
com estes autores, os fungos podem promover infeccdo nas diversas fases de desenvolvimento
dos insetos alvo, o que representa vantagem adicional para a utilizacdo deste método de
controle.

Além disso, ndo necessariamente o fungo devera atuar sozinho no controle de
Thaumastocoris peregrinus. A adocdo de medidas de controle podera estar inserida em um
programa de manejo integrado, onde outras estratégicas de controle podem ser empregadas de

maneira conjunta. Para o produto Boveril®, a empresa fabricante mantém uma lista com mais
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de 200 formulagdes testadas e que sdo compativeis com o produto (ITAFORTE, 2011), os
quais podem ser testados a fim de potencializar os resultados.

Quanto ao tempo de mortalidade dos insetos nos tratamentos, independente da
confirmacdo de esporulagdo do fungo em cdmara Umida, observou-se 100% dos insetos
mortos até o quarto dia de avaliagdo para os isolados de Isaria sp (IBCB 367) e Beauveria
bassiana (IBCB 210, IBCB 254 e UTFPR 1). O isolado IBCB 75 promoveu 28,8% de
mortalidade acumulada ate o quarto dia de avaliagédo, e 65,3% no quinto dia, considerado
portanto menos eficiente que os demais. A testemunha registrou 19,2% de mortalidade
acumulada até o quarto dia de avaliacdo e 36,5% ao final do experimento. No quarto dia pds a
inoculacdo do fungo foi observada a maior taxa de mortalidade diaria, com 39,9% do total de
insetos mortos nos tratamentos. No terceiro dia também foi registrada elevada mortalidade,
25,1% de insetos (Figura 2).

100 0
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70 // 4= TESTEMUNHA
60 / == UTFPR 1

50 / // e |BCB 210
:g / / et |BCB 254

=== |BCB 75

20 1 == |BCB 367
10 ~

Percentual de mortalidade acumulada

1 o 2 o 3 o 4 o 5 o
Dias apds a inoculagdo do fungo

Figura 4.2 - Percentual de mortalidade didria acumulada de Thaumastocoris peregrinus nos
tratamentos com isolados de Beauveria bassiana e Isaria sp., mantidos em camara
climatizada tipo B.O.D. (26 + 2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 + 10%). UTFPR,
Dois Vizinhos - PR, 2012.

De acordo com Alves et al. (1998), a germinacdo dos conidios de Beauveria bassiana,
ocorre geralmente ap06s 12 horas da inoculacdo e a colonizacdo apos trés dias, quando o inseto
ja apresenta uma grande quantidade de conidios. No entanto, observou-se que em alguns

casos a mortalidade iniciou a partir do primeiro dia de inoculagdo dos fungos, embora muitos
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estudos tenham revelado mortalidade somente a partir do quinto ou sexto dia para outros
insetos-praga como Aelia rostrata Boh. (Hemiptera: Pentatomidae) (MUSTU, 2011).

Este fato pode ser justificado por Thaumastocoris peregrinus tratar-se de um inseto
muito pequeno, o qual permite que sejam mais rapidos todos os processos, inclusive a
infeccdo pelo fungo. Resultados semelhantes foram obtidos por Loureiro (2001) aplicando
Beauveria bassiana na concentracdo 1,0 x 10° conidios.mL™, sobre o hemiptero Aphis
gossypii Glover (Hemiptera: Aphidae), que apresenta um tamanho inferior a Thaumastocoris
peregrinus, cerca de 1,3 mm. Segundo o autor, o tempo letal foi de 2,39 dias, também com um
consideravel indice de mortalidade no primeiro dia da inoculacdo, expressando a rapida acdo
de infeccéo do fungo sobre insetos com tamanho reduzido (inferior a 5 mm).

Para Beauveria bassiana sobre Thaumastocoris peregrinus o tempo letal médio
(TLso), descrito por Soliman et al. (2010) para a concentracéo 1,0 x 10° conidios.mL™, foi de
2,64 dias, confirmando também elevada mortalidade de insetos logo nos primeiros dias do
contato com o fungo. E importante salientar que entre os objetivos a serem alcangados na
selecdo de isolados estdo a maior mortalidade em curto periodo de tempo e maior mortalidade
em periodos mais prolongados (SANTORO et al., 2007), representando vantagem a acéo
rapida destes patdgenos para o controle de Thaumastocoris peregrinus. A variagdo no tempo
letal envolve ainda outros fatores, como a metodologia utilizada em cada experimento, idade e
tamanho dos insetos, genética dos isolados (ALVES, 1998) e variacdo de umidade dentro de
cada recipiente.

Em laboratorio as condicdes de temperatura e umidade controladas sdo favoraveis ao
estabelecimento da infeccdo. Testes adicionais sdo necessarios para avaliar isolados quanto a
viruléncia e Concentragdo Letal Média (CLsp), incluindo o potencial produtivo (produgéo
massal) para futuros testes em semi-campo e campo. Esse aspecto é de fundamental
importancia no delineamento de uma estratégia eficiente para o controle com utilizacdo de
entomopatogenos, pois os fungos sdo bastante sensiveis a umidade relativa, temperatura e
incidéncia de luz, sendo a metodologia de aplicagdo importante para garantir a eficacia do
controle (ALVES, 1998).

A deteccdo de Thaumastocoris peregrinus no Brasil mostra a vulnerabilidade da
América do Sul a pragas exoticas e a necessidade de investir em medidas fitossanitarias
eficientes e com baixo impacto ambiental. As tentativas de minimizacdo dos prejuizos
causados por Thaumastocoris peregrinus tem levado a busca de alternativas para o controle
deste inseto e a utilizacdo de fungos entomopatogénicos do género Isaria sp. e Beauveria

bassiana, representam uma alternativa promissora.



32

4.6 CONCLUSAO

Os isolados de Beauveria bassiana e Isaria sp. testados promoveram infeccdo sobre
adultos de Thaumastocoris peregrinus, sendo considerados patogénicos a este inseto-praga.
Apresentaram maior eficiéncia os isolados de Isaria sp (IBCB 367) e Beauveria bassiana
(1IBCB 210, IBCB 254 e UTFPR 1).
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5. CAPITULO IV — AVALIACAO DE PRODUTOS NATURAIS SOBRE
Thaumastocoris peregrinus CARPINTERO & DELLAPE (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE) E SOBRE A INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTAS

5.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar o efeito de dez produtos naturais sobre a
mortalidade de Thaumastocorris peregrinus, bem como a capacidade destes produtos em
ativar mecanismos de defesa em plantas. Para os testes de mortalidade dos insetos, folhas de
Eucalyptus camaldulensis foram mergulhadas em solucdo diluida dos produtos, nas doses
recomendadas pelos fabricantes. Apds secar o substrato foi transferido para tubos de vidro
contendo 10 insetos adultos de T. peregrinus e mantidos durante 5 dias a 26 £ 2°C, U.R. de 70
+ 10% e fotofase de 14 horas. A avaliagdo foi feita diariamente retirando-se os insetos
mortos. Os melhores resultados foram obtidos com os produtos Topneem, Rotenat, Rotenat
CE e Compostonat. Estes foram avaliados quanto ao seu potencial de inducdo de mecanismos
de defesa em plantas, quantificando o teor de fitoalexinas gliceolinas, proteinas e a atividade
da FAL (fenilalanina -aménia- liase) em cotilédones de soja. Utilizou-se o indutor padrdo
quitosana a 1% como testemunha “branca”. Os resultados indicam que além da quitosana,
induziram a producao de fitoalexinas e aumento da atividade da FAL os produtos Topneem e
0 Rotenat CE. Em relacdo ao teor de proteinas ndo correu diferenca estatistica entre 0s
tratamentos. Os produtos Rotenat, Compostonat, Rotenat CE e Topneem apresentam efeito
sobre T. peregrinus e Topneem e Rotenat CE séo capazes de induzir mecanismos de defesa em
cotilédones de soja.

Palavras - chave: Percevejo bronzeado; controle alternativo; indugéo de resisténcia;

5.2 ABSTRACT:

The objective of this study was to test the potential of natural products: Orobor®,
Topneem, Rotenat, Rotenat CE, Baicao, Compostonat, Pironat, Assist, Garlic Extract and
Lime Bordeaux, in control of insect pest of Eucalyptus, Thaumastocoris peregrinus and their
capacity to activate defense mechanisms in plants. For tests of insect mortality leaves of
Eucalyptus camaldulensis were dipped in dilute solution products, in doses recommended by

the manufacturers. After drying, the substrate was transferred to glass tubes containing 10
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adult insects of T. peregrinus and maintained for 5 days at 26 + 2 ° C, U.R. 70 £ 10% and
photoperiod of 14 hours. The evaluation was done daily by removing the dead insects. The
best results were obtained with the products Topneem, Rotenat, Rotenat CE and Compostonat.
These were analyzed in terms of potential to induce resistance in soybean cotyledons to both
quantify the concentration of phytoalexins, protein and activity of PAL (phenylalanine
ammonia lyase). We also used the standard inductor 1% chitosan as witness "white". The
results indicate that addition of chitosan, induced the production of phytoalexins glyceolin
and increased activity of PAL products and Topneem Rotenat CE. In relation to protein
content did not run statistical difference between treatments. The products Rotenat,
Compostonat, Rotenat CE and Topneem have an effect on T. peregrinus and Topneem and
Rotenat CE are able to induce defense mechanisms in soybean cotyledons.

Keywords: bronzed bug; alternative control; induced resistance;

5.3 INTRODUCAO

O percevejo bronzeado, Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), € um inseto que se alimenta da seiva das folhas de varias espécies de
Eucalyptus. Este processo diminui a taxa de fotossintese da planta, culminando com o
secamento e a queda das folhas, com consequente prejuizo ao seu desenvolvimento (JACOBS
e NESER, 2005). Alem disso, este processo pode fragilizar a planta, propiciando a entrada de
outros agentes fitopatogénicos.

Até o0 momento ndo se encontrou um método de controle efetivo para este inseto-
praga. Na Australia, em pequena escala, o controle quimico € realizado através do inseticida
sistémico, chamado de imidacloprid. O uso racional em curto prazo tem efeito positivo com
reducdo significativa nas populacdes de T. peregrinus (NOACK et al., 2009). No entanto, em
uma perspectiva de tempo maior, além de propiciar o surgimento de insetos resistentes, 0s
resultados para a sociedade e para 0 meio ambiente podem se tornar extremamente negativos,
devido a sua toxicidade e efeito quimico residual.

De acordo com Vendramim e Castiglioni (2000), devido a preocupacdo com O
surgimento de resisténcia de pragas aos inseticidas, ocorréncia de danos ambientais,
eliminacdo de organismos benéficos e problemas de intoxicacdo, causados pelas
pulverizacdes frequentes de agrotoxicos, iniciou-se uma busca por novos grupos de produtos

quimicos e inseticidas a base de plantas como alternativas para o controle de pragas.
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Além disso, as empresas vém buscando adotar praticas que aumentam a produtividade
conservando o meio ambiente, utilizando o manejo integrado, e dando preferéncia ao controle
bioldgico, cultural e a utilizagdo de agrotdxicos seletivos e menos toxicos (FARIA, 2009).

Para T. peregrinus tem destaque estudos envolvendo a utilizagdo de fungos
entomopatogénicos (Soliman et al., 2010; Lorencetti et al., 2011) e o parasitdide de ovos
Cleruchoides noackae (Hymenoptera: Mymaridae), Unico inimigo natural da praga na
Austrélia, importado e em estudo no Brasil (IPEF, 2012). O uso de espécies de Eucalyptus
mais resistentes ao ataque também pode ser um fator determinante para o0 manejo da praga,
pois esse inseto prefere algumas espécies de eucalipto e seus hibridos. Entre as espécies mais
suscetiveis estdo E. camaldulensis, E. tereticornis e o hibrido de E. camaldulensis x E.
grandis (JACOBS e NESER, 2005). Foram consideradas por Soliman (2010), entre as
espécies estudadas, as que favorecem o desenvolvimento e reprodugédo de T. peregrinus, E.
urophylla e E. grandis.

Além do controle biologico, pode representar uma alternativa promissora a utilizacéo
de produtos a base de extratos de plantas. Segundo Almeida (2010) a diminuicdo da carga de
agrotoxicos é perceptivel devido ao aumentou da comercializagcdo de inseticidas de origem
vegetal nos ultimos anos, pois sdo de rapida degradacdo e ndo se acumulam ao longo das
cadeias tréficas. Muitos produtos a base de Nim (Azadirachta indica A. Juss) (EMBRAPA,
2006), timbo Derris sp. (BUENO, 2008; ALMEIDA, 2010), e outros de origem botanica sao
amplamente utilizados na agricultura organica, com eficiéncia comprovada para o controle de
varias pragas e doencas. Além disso, testes de compatibilidade de produtos naturais com
fungos entomopatogénicos in vitro mostram que esses produtos promovem grande variacao de
resposta e, dependendo do produto, podem ser observados efeitos deletérios, nulos ou mesmo
sinérgicos sobre esses agentes de controle microbiano (Alves et al., 1998).

O uso de produtos naturais pode permitir a protecdo da planta contra o ataque de
patdgenos, através da ativacdo de mecanismos de defesa. Trabalhos desenvolvidos com
extrato obtido a partir de plantas medicinais da flora nativa tém demonstrado o potencial das
mesmas no controle de fitopatdgenos e inducdo fitoalexinas, indicando a presenca de
compostos com caracteristicas de elicitor (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). De acordo com
Sticher et al. (1997) elicitores sdo moléculas capazes de ativar mecanismos de defesas nas
plantas, e sdo ativados pelo tratamento com agentes bidticos ou abidticos, de natureza
inorganica, organica ou sintética, atuando como indutores de resisténcia. Estes mecanismos de

defesa podem ser estruturais, como papilas, lignificacdes e tiloses, ou bioquimicos, como o
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acumulo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a patogénese (PASCHOLATI; LEITE,
1994).

Em soja, a fitoalexina gliceolina (pterocarpandide) mostra-se importante na interacao
dessa leguminosa com fitopatdgenos, sendo que a utilizacdo de cotilédones de soja mostrou-se
como excelentes ferramentas para estudos envolvendo acéo elicitora de moléculas de origem
bidtica e abidtica (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Produtos naturais sdo usados para o controle de vérias pragas das culturas, ou ainda
como fertilizantes, para melhorar a nutricdo e evitar a incidéncia de doencas e pragas e,
portanto, podem atuar na ativacdo de rotas de defesa, como ativacdo de metabdlitos,
fitoalexinas, proteinas e enzimas como a FAL (fenilalanina aménia - liase). Até o momento
ndo existem relatos sobre o emprego de produtos naturais para o controle de T. peregrinus e
sua provavel atuacdo sobre plantas de Eucalyptus. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
testar os produtos: Orobor®, Topneem, Rotenat, Rotenat CE, Baicao, Compostonat, Pironat,
Assist, Extrato de Alho e Calda Bordalesa sobre a mortalidade de T. peregrinus e a capacidade
de atuacdo destes sobre a inducdo de mecanismos de defesa em plantas, utilizando como

indicador, cotilédones de soja.

5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Obtencao e Manutencdo do Percevejo Bronzeado

O experimento foi realizado no Laboratério de Controle Biologico da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana (Campus Dois Vizinhos) (UTFPR-DV). Os insetos matrizes de
T. peregrinus foram fornecidos pela Embrapa Florestas de Colombo — Parana, mantidos em
gaiola de vidro revestida por tecido tipo voil e alimentados com ramos de Eucalyptus
benthammi e E. camaldulensis. Foram utilizados nos experimentos somente insetos adultos.
As médias foram comparadas pele teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade pelo
programa BioEstat 5.0° (AYRES et al., 2007).

5.4.2 Aplicacdo dos Produtos Naturais

Foram utilizados os produtos: Assist, Baicao, Orobor®, Calda Bordalesa,

Compostonat, Extrato de Alho, Pironat, Rotenat, Rotenat CE e Topneem, nas doses
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recomendadas pelos fabricantes ou descritas na literatura. Na testemunha foi aplicada &gua

destilada esterilizada (tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Produtos naturais avaliados no controle da T. peregrinus em laboratorio.
UTFPR, Dois Vizinhos — P R, 2012.

Nome Produto Uso  Conc. em Empresa
comercial 100mL de fabricante
H.O
Assist Oleo mineral INS 0,1 ml Basf
Baicao Fertilizante foliar mineral misto INS 0,15 ml Natural Rural
Calda Composto de sulfato de cobre (1), INS/  N&o diluir Fabricacéo
Bordalesa cal hidratada ou cal virgem e agua.  FUN/ caseira
BAC/
NEM
Compostonat ~ Oleo de Nim, pimenta-longa, alho, INS 0,1 ml Natural Rural
timbo, geranio e outros extratos
Extrato de Extrato de Alho (Allium sativum) INS 0,3 ml Natural Rural
Alho
Orobor® Oleo da casca da laranja (Citrus INS 0,5ml Agro Domus
sinensis).
Pironat Extrato Pirolenhoso bruto + 100 INS 0,1 ml Natural Rural
substancias quimicas
Rotenat Extrato de timbo (Derris sp.) INS 0,6 ml Natural Rural
Rotenat CE Extrato de timbo (Derris sp.) INS 0,6 ml Natural Rural
Topneem Oleo de nim (Azadirachta indica) e INS/ 1 ml MF Rural
outros compostos FUN/
BAC/
NEM

Testemunha (&gua)

Conc.= Concentracdo Recomendada
INS= Inseticida; FUN=Fungicida; BAC=Bactericida; NEM= Nematicida

Foram realizadas seis repeticdes por tratamento (produto). As diluicbes foram
preparadas em recipientes de vidro tipo Becker, utilizando dgua destilada esterilizada. Foram
selecionadas folhas de E. camaldulensis sadias e com tamanho e tonalidade aproximadas,
recortadas com comprimento de cinco cm a partir do peciolo e a base da folha, todas com

largura média superior entre 3,5 a 4,0 cm. As folhas foram mergulhadas nas solugdes com os
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produtos e apds secarem em camara de fluxo laminar, foram transferidas para tubos de vidro
contendo 10 insetos adultos cada um. Os frascos foram mantidos durante 5 dias a 26 + 2°C,
U.R. de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas (Figura 5.1). A avaliacdo foi feita diariamente

retirando-se 0s insetos mortos.

Figura 5.1 SolucGes de produtos naturais preparado em recipiente tipo Becker (a). Folha de

Eucalyptus camaldulensis, secando apds serem mergulhadas nos produtos (b).
Frascos com folhas e insetos na B.O.D (c¢). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2012.

5.4.3 Inducdo de Fitoalexinas em Cotilédones de Soja

Para os testes de inducdo de resisténcia, foram utilizadas sementes de soja
convencional “COODETEC 2057, semeadas em bandejas pldsticas contendo areia
autoclavada e mantidas em temperatura ambiente (25 + 2°C) por 9 dias para emergéncia das
plantulas. Os cotiledones foram entdo removidos e lavados com agua destilada. Na face
abaxial dos cotilédones foi feito um corte superficial e sobre esse corte, depositou-se 40 pL
dos produtos naturais, nas doses recomendadas pelo fabricante, e &gua destilada na
testemunha.

Os cotilédones foram pesados, e colocados em placas de Petri® (4 por placa),
previamente forradas com disco de papel filtro umedecidas com agua destilada. As placas
foram tampadas e mantidas em camara climatizada tipo BOD (26 + 2°C, e 70 £ 10%), sem
presenca de claridade. Apds o periodo de 20 horas, os cotilédones foram pesados e colocados
em copos de plésticos contendo 15 mL de &gua destilada, e submetidos a agitacdo magnética
por 1 hora para a extracdo de gliceolina. A inducdo de fitoalexinas foi avaliada transferido-se
a solucdo para cubeta de vidro e determinando a absorbéncia em espectrofotdmetro, modelo

UV — SP 2000 Spectrum, marca Novatécnica, a 286 nandémetros (Figura 5.2).
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Figura 5.2. A) Aplicacdo do produto sobre cotilédones de soja em placa de Petri®. B)
Agitacdo magnética - extracdo de gliceolina; C) Leitura sendo realizada em
espectrofotometro UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2012.

5.4.4 Quantificacdo de Proteinas

O teor de proteina soluvel foi determinado calorimetricamente pelo método descrito
por Bradford (1976). Para cada tratamento, o material congelado enrolado em papel aluminio
e previamente pesado na quantidade de 0,5 g, foi macerado em um almofariz com 5 ml da
solugédo tampéo Fosfato 0,2 Molar pH 7,5, obtendo assim o extrato enzimatico. O extrato foi
colocado em tubos “eppendorfs” devidamente identificados e centrifugados durante 10
minutos a 12000 rpm e a 4 °C.

Foram retirados 40 pL do extrato sobrenadante e colocados em tubos de ensaio,
adicionando a cada um 460 uL de agua destilada e 2mL do reagente Bio-Rad diluido 1:4. Os
tubos foram agitados em vortex e colocados na cubeta para leitura em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 630 nanémetros (nm) para obter o valor da absorbancia. Os

resultados foram expressos em variacdo de unidades de absorbancia/min/mg de peso fresco.
5.4.5 Atividade da Fenilalanina Aménialiase (FAL)

Para o preparo do extrato, pesou-se 0,5 g de cotilédones de soja tratados com o0s
diferentes produtos naturais que foram transferidos para almofariz de porcelana previamente
gelado. Acrescentou-se 3,0 mL do tampédo de extracdo, a 4 °C, e macerou-se a mistura
completamente. O extrato obtido foi colocado em tubos “eppendorfs” devidamente
identificados. Os tubos foram centrifugados a 12000 rpm por um periodo de 10 minutos a 4
°C. Foram pipetados 200 pL do sobrenadante, colocados em tubos de ensaio, e acrescentando

5 mL do tampéo de extragdo. O tampéo de extracao foi preparado com uma mistura de 22,2 g
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de Tris, 0,37 g de EDTA (&cido etileno- diamono- tetracético), 85,5 g de sacarose, 10 g de
PVP (polivinilpirrolidona) e completado o volume para 1000 mL de agua destilada. O pH foi
ajustado para 8,0 com &cido cloridrico 2,0 N.

A determinacéo da atividade enzimética da FAL foi avaliada com base na diferenga de
absorbancia resultante da conversdo da fenilalanina em acido trans-cinamico (HYODO et al.,
1978). Para isto pipetou-se para tubos de ensaio, 1,5 mL de cada extrato enzimatico da
amostra anterior, acrescentou-se 1,0 mL do tamp&o de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina (49,6
mg/mL) e agua destilada na prova em “branco”. Os tubos de ensaio foram incubados a 40 °C
durante uma hora, interrompendo-se a reacdo com banho de gelo. As amostras foram

transferidas para cubeta de vidro e realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 290 nm.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Mortalidade de T. peregrinus com Uso dos Produtos Naturais

O produto que provocou maior mortalidade foi o Rotenat, com 94,4% no segundo dia
de avaliacdo. Este, no entanto, ndo diferiu dos produtos Compostonat, com 86,7%, Rotenat
CE, com 61,1%, e Topneem, com 52,8% de mortalidade. Os demais produtos ndo diferiram da

testemunha, para o controle de T. peregrinus (tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Porcentagem média (%) (+ Erro Padrdo) de mortalidade de adultos de T.
peregrinus por produtos naturais, 2 dias apos aplicacao (26 + 2°C, 14 h de fotofase
e U.R. de 70 £ 10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2012.

PRODUTOS Mortalidade 2° (%)
Rotenat 94,4 + 5,66 a*
Compostonat 72,2 £15,92 ab
Rotenat CE 61,1 + 11,13 abcd
Topneem 52,8 £ 6,61 abcd
Baicao 38,9 + 10,23 bcde
Assist 30,6 + 6,82 bcde
Calda bordalesa 22,2 + 3,58 cde
Pironat 19,4 + 5,09 de
Extrato de alho 16,7 + 11,27 e
Testemunha 13,9+6,61e
Orobor® 8,3+5,61e

* Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).
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O Rotenat é um inseticida natural composto pelo extrato da planta timbd Derris sp.
rica em rotenona. A rotenona é derivada de raizes, sementes e folhas algumas espécies de
plantas e é comercializado como inseticida. Apresenta atividade inseticida para operéarias de
Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) (BUENO, 2008). Porém teve eficiéncia
baixa para o controle de hemipteros como o psilideo do citrus e eucalipto, Euphalerus
clitoriae (Hemiptera: Psyllidae) (11,6%) na dose recomendada pelo fabricante (ALMEIDA,
2010), diferente do contatado para T. peregrinus.

O 6leo de Nim (Azadirachta indica A. Juss), presente nos produtos Topneem e
Compostonat, apresenta eficAcia comprovada para hemipteros como os pulgbes Brevicoryne
brassicae (Linnaeus, 1758) e Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae)
(CARVALHO, 2008). Estima-se que até 1995, cerca de 400 espécies de insetos foram
relatadas como sensiveis a algum tipo de acdo do Nim (EMBRAPA, 2006). De acordo com a
descricdo do produto, o Topneem sua acdo esta comprovada em trabalhos cientificos sobre
mais de 418 espécies de insetos, incluindo Lepddpteros, Coledpteros, Homdpteros, Dipteros e
Orthopteros. Este produto atua sobre os insetos de diversas maneiras: Ovicida, larvicida e
repelente, provoca o atraso no crescimento, reducdo da fecundidade e fertilidade, inducéo de
deformidades além de possuir acdo nematicida, bactericida e fungicida (EMBRAPA, 2006).
Apesar deste largo campo de atuacdo e dos resultados apresentados nesse estudo, testes
adicionais devem ser realizados com produtos a base de Nim, para avaliar sua eficacia, uma
vez que o Topneem apresenta outros componentes em sua formula, que poderdo ter sido
essenciais para a mortalidade de T. peregrinus.

Em todos os casos, por se tratarem de produtos organicos e biodegradaveis, devemos
considerar a acdo lenta, podendo haver a necessidade de maior nimero de aplicacbes e
avaliacdo por periodos de tempo maior, para obter melhores resultados.

Os produtos que diferiram estatisticamente, Topneem, Rotenat, Rotenat CE e
Compostonat, foram utilizados, nas mesmas doses, para os testes de inducdo de resisténcia em

cotilédones de soja.

5.5.2 Inducdo de Fitoalexinas, Quantificacdo de Proteinas e Atividade da Fenilalanina

Amodnialiase (FAL) em Cotilédones de Soja

Todos os produtos avaliados apresentaram acdo na inducédo das fitoalexinas gliceolinas
em cotilédones de soja e atividade da FAL. No entanto, apenas Topneem e Rotenat CE

diferindo da testemunha. Os produtos Rotenat e Compostonat tiveram agdo na inducdo de
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fitoalexinas, no entanto, ndo diferiram da testemunha pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade (tabela 5.3).

Dentre os tratamentos, a quitosana, utilizada como indutor referéncia, mostrou grande
capacidade de induzir a producgéo de fitoalexinas, sendo superior a todos os preparados. Tal
resultado veio reafirmar sua capacidade de alteragdo no metabolismo das fitoalexinas
(TERRY e JOYCE, 2004), e pode ser utilizado como um indutor de referéncia em estudos de
inducdo a fitoalexinas (MAZARO et al., 2008).

Tabela 5.3 - Absorbancia de fitoalexina gliceolina (Absorb./por grama de peso fresco),
proteinas (mg.g tecido™) e atividade da enzima FAL (mg.g tecido™ ) em

cotilédones de soja pelos diferentes produtos avaliados. UTFPR, Dois Vizinhos -

PR, 2012.

Tratamento Fitoalexinas Proteinas Atividade
enzima FAL

Quitosana 0,35875*a 6,536** ns 6,536 *** gF***
Topneem 0,08375b 6,246 6,2463 ab
Rotenat CE 0,071b 6,233 6,2333 ab
Rotenat 0,0615bc 5,921 5,9216 bc
Compostonat 0,05125hbc 5,303 5,3036 bc
Testemunha 0,023c 5,154 5,1546 ¢
CV (%) 22,83 13,14 33,90

* Valores representam a absorbancia (286 nm)/grama de peso fresco

** Absorbancia (630 nm)/grama de peso fresco

*** Absorbancia (290 nm)/grama de peso fresco

****Medias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (p<0,05).

ns: Sem diferenca significativa da testemunha (Duncan 5%)

Na testemunha, na qual se aplicou agua, ocorreu uma pequena producdo de
fitoalexinas, possivelmente induzidas pela lesdo mecanica realizada nos cotilédones, sendo
que as fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, antimicrobianos, produzidos pela planta em
resposta a estresses fisicos, quimicos ou biolégicos (CAVALCANTI et al., 2005).

Em relacdo ao teor de proteinas ndo correu diferenca estatistica entre os tratamentos.
As alteracdes nas variaveis bioquimicas de macromoléculas, como nas proteinas totais, pode
estar relacionado ao aumento da atividade metabolica das plantulas induzidas, pois os ciclos

metabdlicos estdo integrados e um processo de indugdo de compostos do metabolismo
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secundario pode afetar o metabolismo primério como a sintese de proteinas, fato nédo
observado neste experimento.

O resultado observado para a atividade da FAL foi bastante similar a observada na
ativacdo das fitoalexinas, ou seja, a quitosana apresentou agdo destacavel, bem como o
Topneem e o Rotenat CE diferiram da testemunha. Os produtos Rotenat, Compostonat e
apresentaram potencial de ativagcdo da FAL, no entanto, ndo diferiram estatisticamente da
testemunha.

As vantagens do Nim (Topneem) em relagdo a outras plantas inseticidas séo a
atividade sistémica, a eficiéncia em baixas concentracdes, a baixa toxicidade a mamiferos e a
menor probabilidade de desenvolvimento de resisténcia pela ocorréncia de um complexo de
principios ativos (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000). J& o Rotenat CE tem acgdo
comprovada na bioprotecdo natural nos vegetais e animais, o0 que justifica o efeito observado
pelo produto na inducéo de fitoalexinas.

A atividade da FAL esta relacionada com a resisténcia de plantas a patogenos, é a
enzima chave no primeiro passo da sintese dos fenilpropandides, com participacdo de
fenilalanina e sua conversdo em acido transcinamico, catalisada pela FAL, resultando em
compostos como fitoalexinas (MAZARO et al., 2009).

5.6 CONCLUSOES

As pesquisas in vitro indicam que os produtos Topneem, Rotenat, Rotenat CE e
Compostonat apresentam efeito sobre a mortalidade T. peregrinus e podem constituir
estratégia eficaz para 0 manejo deste inseto-praga.

Topneem e Rotenat CE atuam na inducdo de alguns mecanismos de defesa das
plantas, com ativacdo de fitoalexinas e aumento da atividade da FAL em cotilédones de soja.

Em campo, espera-se resultado similar na inducéo de resisténcia em plantas de Eucalyptus.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O inseto T. peregrinus continua se dispersando sobre plantios de Eucalyptus no
Brasil, e isso fica bem claro com o registro de novas ocorréncias do inseto.

O controle de T. peregrinus com agentes bioldgicos locais representa uma alternativa
promissora, especialmente com o fungo entomopatogénico B. bassiana, o qual se confirma
em campo.

Os isolados de B. bassiana e Isaria sp. testados foram patogénicos a T. peregrinus ,
demonstrando a necessidade de futuros testes de viruléncia em isolados de fungos destes
géneros.

Os produtos Rotenat, Compostonat, Rotenat CE e Topneem apresentam potencial
para o controle de T. peregrinus ;

Os produtos Topneem e Rotenat CE apresentaram potencial na inducdo de
resisténcia, com ativacdo das fitoalexinas gliceolinas e aumento da atividade da FAL em

cotilédones de soja, demonstrando seu potencial efeito sobre plantas de Eucalyptus.
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