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BIOLOGICAL CONTROL

Interagdao de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. e o Parasitéide Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov)
(Hymenoptera: Eulophidae) sobre Larvas da Traga-das-Cruciferas, Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae)
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Interaction of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and the Parasitoid
Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) (Hymenoptera: Eulophidae) with Larvae of Diamondback Moth, Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae)

ABSTRACT - Chemical insecticides are broadly applied to control diamondback moth, Plutella
xylostella (L.). Diamondback moth is a major pest of cruciferous worldwide, and resistance of this
pest to insecticide has been often reported. Thus, this research investigated the interactions among
the fungi Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., and the larval-
pupal parasitoid Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) before and after application of the fungi on DBM
larvae offered to the parasitoid. The experiment was carried out at 26 + 1°C, 75 + 5% RH and 12h
photophase using a completely randomized design, with eight treatments with six replications each.
The isolates E9 of M. anisopliae and ESALQ 447 of B. bassiana, were used at the concentration of
107 conidia ml!. The results showed that M. anisopliae and B. bassiana reduced the parasitism of P
xylostella by O. sokolowskii. Additive effects were found on the mortality of P. xylostella with the
different combinations among the fungi and parasitoid, except for the treatment B. bassiana inoculated
24h before exposition of the larvae to O. sokolowskii. The isolates were more efficacious when applied
after exposition of the larvae to the parasitoid. The efficiency of O. sokolowskii was negatively
influenced by the presence of the fungi, mainly when the fungi were applied 24h before diamondback’s
larvae were exposed to the parasitoid. The association of the fungi with the parasitoid presents potential
to be tested in field. The use of these natural enemies in the integrated management of P. xylostella
may economically improve the cabbage productive system, especially for organic farming.

KEY WORDS: Entomopathogenic fungus, biological control, parasitoid

RESUMO - Inseticidas quimicos sdo amplamente usados para o controle da traga-das-cruciferas, Plutella
xylostella (L.). Esta é considerada a principal praga das cruciferas em todo o mundo e o surgimento de
resisténcia de P. xylostella tem sido freqlientemente relatado. Este trabalho investigou as diferentes
interagdes dos fungos Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. ¢ Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.
com o parasitdide de larva-pupa Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) sobre larvas de P. xylostella. O
experimento foi conduzido a temperatura de 26 + 1°C, UR de 75 £ 5% e fotofase de 12h, empregando-
se delineamento inteiramente casualizado, constando de oito tratamentos com seis repetigdes cada.
Foram utilizados os isolados E9 de M. anisopliae e ESALQ 447 de B. bassiana, na concentragdo de 107
conidios ml'. Os resultados mostram que M. anisopliae ¢ B. bassiana reduziram o parasitismo de P,
xylostella por O. sokolowskii . Por outro lado, efeitos aditivos no controle de P. xylostella foram
evidenciados nas diferentes combinagdes dos fungos com o parasitéide, exceto para B. bassiana quando
pulverizado 24h antes da exposi¢do a O. sokolowskii. Os fungos M. anisopliae ¢ B. bassiana foram
mais eficientes quando aplicados apds a exposi¢ao das larvas ao parasitoide, e a eficiéncia de O. sokolowskii
foi influenciada negativamente pela presenca dos fungos independente da combinagdo. A associacdo
dos fungos com o parasitdide apresentam potencial para serem testados em campo, objetivando o controle
de P, xylostella bem como favorecer economicamente o sistema produtivo das brassicas.
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A traga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) ¢
considerada a principal praga em todas as regides produtoras
de brassicas no mundo, ocasionando elevadas perdas em
plantios comerciais dessas culturas (Castelo Branco &
Gatehouse 2001).

A utiliza¢do de inseticidas ¢ a pratica de controle mais
adotada pelos produtores de brassicas, porém restrigoes estao
sendo feitas a alguns inseticidas por contribuirem para
poluicdo ambiental e por apresentar alta toxicidade ao
homem (Castelo Branco et al. 2003, Pereira et al. 2004).
Por outro lado, o agroecossistema das brassicas apresenta
um amplo complexo de inimigos naturais, dentre eles fungos
entomopatogénicos (Riethmacher et al. 1992, Pell et al.
1993) e, himenopteros parasitoides (Talekar & Hu 1996,
Kfir 1997, Mahmood et al. 2004), cuja capacidade de
parasitismo torna-se bastante reduzida, devido ao elevado
nimero de aplicagdes de inseticidas de amplo espectro
(Talekar & Shelton 1993).

Entre os inimigos naturais de P. xylostella o parasitdide
Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) vem sendo constatado
em varias regides produtoras de brassicas (Ferronato 1984,
Castelo Branco & Medeiros 2001, Mahmood et al. 2004).
Destacam-se também os fungos entomopatogénicos cuja a¢ao
natural e¢/ou através de aplicagdes inundativas ou
inoculativas representam importante alternativa para a
reducdo populacional de P. xylostella (Riethmacher et al.
1992, Masuda 2000, Silva et al. 2003).

Interacdes entre agentes de controle microbiano e
organismos ndo-alvo podem acontecer através da infecgio
direta, porém esses efeitos podem ser evitados ou
minimizados através da selecdo cuidadosa de patogenos
especificos (Goettel & Hajek 2001). Neste contexto, diversas
pesquisas comprovam a ocorréncia de interacdes sinérgicas
que demonstram a possibilidade de coexisténcia desses
agentes dentro de um mesmo ambiente (Folegatti et al. 1990,
Fuentes-Contreras & Niemeyer 2000, Stolz et al. 2002),
contudo intera¢des antagdnicas entre entomopatdogenos e
parasitdides também podem ocorrer. Desta forma, estudos
desenvolvidos por Furlong & Pell (2000) com o fungo
Zoophthora radicans (Brefeld) sobre o parasitdide de P.
xylostella, Diadegma semiclausum (Hellén), constataram
que os adultos do parasitdéide sdo susceptiveis ao fungo.
Igualmente Lord (2001), verificou que a exposi¢do de
Cephalonomia tarsalis (Ashmead) parasitoide de
Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus), ao fungo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. apds aplicagdes de 100 mg e 500 mg
de conidios/kg de trigo resultaram em 52,7% e 68,6% de
mortalidade respectivamente.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar em
laboratorio a interagdo de isolados dos fungos Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok., B. bassiana e o parasitdide O.
sokolowskii sobre P. xylostella com intuito de associar os
fungos e o parasitoide no controle da traga-das-cruciferas.

Material e Métodos
Os experimentos foram realizados nos Laboratoérios de

Patologia ¢ Biologia de Insetos da Area de Fitossanidade,
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural
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de Pernambuco (UFRPE), em Recife, PE.

Obtencao e criaciio de P, xylostella. Os insetos foram obtidos
da criacdo estoque do Laboratdrio de Biologia de Insetos, da
UFRPE, originarios de plantios de brassicas do municipio de
Gravata, PE, criados em folhas de Brassica oleracea var.
achephala DC. cv. Manteiga, de acordo com os procedimentos
recomendados por Barros & Vendramim (1999).

Obtencio e criacdo de O. sokolowskii. Os parasitoéides
foram provenientes de larvas e pupas de P. xylostella,
coletadas em plantios de brassicas no municipio de Cha
Grande, PE, e criados em larvas da traga-das-cruciferas
provenientes da criacdo estoque, a 26 + 2°C, UR 70 + 10%
e 12h de fotofase. A multiplicacdo de O. sokolowskii em
laboratorio baseou-se no confinamento de larvas de P.
xylostella de 3° instar em pedagos de folhas de couve
Manteiga, previamente lavadas em agua corrente e dispostas
verticalmente em gaiolas plasticas circulares (12,5 x 13 x
14 cm) através de alfinetes situado na tampa. As gaiolas
continham aberturas vedadas com tecido tipo voil para
permitir a troca de ar. Posteriormente, fémeas de O.
sokolowskii, com um dia de idade ¢ previamente acasaladas
por 24h foram introduzidas nas gaiolas e alimentadas com
goticulas de mel puro. Diariamente, verificou-se a
necessidade da reposi¢do dos substratos alimentares para
os insetos e quando as larvas atingiam a fase de pupa eram
transferidas individualmente para ‘células’ de placas de
Elisa, cobertas com filme plastico de PVC transparente. Apds
a emergéncia, os adultos da praga ou do parasitdide eram
coletados e removidos para sua respectiva gaiola de criagdo.

Obtencio e producido dos fungos. Foram utilizados os
isolados E9 de M. anisopliae e ESALQ 447 de B. bassiana
obtidos da colegdo do Laboratério de Patologia de Insetos
da Area de Fitossanidade da UFRPE. A selegdo dos fungos
foi baseada em Silva et al. (2003) que verificaram em
laboratério maior patogenicidade dos mesmos a P. xylostella.
Estes foram revigorados em lagartas de 3° instar de Diatraea
saccharalis (Fabricius). Por ocasiao dos bioensaios, os
fungos foram repicados em BDA + A (batata-dextrose-agar
+ sulfato de estreptomicina) e, apos sete dias, o isolado de
M. anisopliae foi novamente repicado em BDA + A, e o
isolado de B. bassiana em meio completo (MC) e incubados
em camara climatizada tipo B.O.D. a 26 + 1°C ¢ fotofase de
12h, onde permaneceram por dez dias.

Viabilidade dos fungos. A viabilidade dos conidios de B.
bassiana e M. anisopliae utilizados nos experimentos foram
superiores a 95%.

Interacio entre os fungos, traca-das-cruciferas e o
parasitoide. As suspensoes fingicas foram obtidas mediante
adicdo de 15 ml de agua destilada esterilizada mais
espalhante adesivo Tween® 80 a 0,01% (ADE + E), em placas
contendo meio de cultura e o fungo e, aferidas mediante
quantificagdo em camara de Neubauer com o auxilio de um
microscopio optico, sendo posteriormente ajustadas para 107
conidios ml.
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O experimento foi efetuado em delineamento
inteiramente casualizado, constando de oito tratamentos com
seis repeticdes, a saber: Exposicao das larvas de P, xylostella
ao parasitoide e 24h depois pulverizacdo com os fungos [O.
sokolowskii + M. anisopliae (O.s.+ M.a.) e O. sokolowskii
+ B. bassiana (O.s. + B.b.)]; pulverizagdo com os fungos ¢
24h depois exposi¢do das larvas de P. xylostella ao
parasitoide [M. anisopliae + O. sokolowskii (M.a + O.s.) e
B. bassiana + O. sokolowskii (B.b + O.s.)]; pulverizagao
com fungos [M. anisopliae (M.a.) e B. bassiana (B.D.)];
pulverizagdo das larvas de P. xylostella com ADE + E ¢
exposi¢do ao parasitdide (O. sokolowskii); e a testemunha.

Larvas de P. xylostella no 3° instar foram pulverizadas
com 2 ml da suspensdo fungica na concentragdo de 107
conidios ml!' em cada tratamento, com auxilio de um micro-
atomizador marca Paasche “VL”. Posteriormente, foram
transferidas com auxilio de um pincel de cerdas finas para
pedacos retangulares (6 x 5 cm) de folhas de couve Manteiga,
previamente lavadas em agua corrente e fixadas
verticalmente em potes plasticos circulares (6,5 cm de
diametro x 7,5 cm de altura) através de alfinete fixado na
tampa. A troca de ar era realizada através de duas aberturas
laterais (2,5 cm de didmetro), as quais eram vedadas com
tecido tipo voil.

Quatro fémeas de O. sokolowskii/parcela, com um dia
de idade e previamente acasaladas por 24h foram
introduzidas nos tratamentos com parasitoéide, sendo
alimentadas com goticulas de mel. Cada parcela foi composta
por 10 larvas de P. xylostella no 3° instar, totalizando 480
larvas no experimento. A testemunha foi tratada com ADE
+ E. Em seguida, os potes plasticos foram acondicionados
em camara climatizada tipo B.O.D. a 26 + 1°C, 12h de
fotofase e UR 75 + 5%.

A acgdo dos agentes de controle foi aferida diariamente
por um periodo de 15 dias, observando-se a mortalidade
das larvas e pupas da traga-das-cruciferas, assim como a
emergéncia de adultos de O. sokolowskii das pupas. Tanto
as larvas quanto as pupas mortas foram individualmente
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transferidas para cadmaras umidas e mantidas a temperatura
de 26 + 1°C, 75 + 5% de UR e fotofase de 12h para
confirmagdo do agente causal.

Os parametros avaliados foram: mortalidade total,
correspondente a mortalidade ocasionada pelos fungos,
parasitdoide e morte natural; mortalidade confirmada,
correspondente a mortalidade ocasionada pela colonizagado
dos fungos; porcentagem de parasitismo, referente as pupas
que foram parasitadas por O. sokolowskii; e a reducdo do
parasitismo de P. xylostella pelo parasitéide resultante da
aplicacdo dos fungos M. anisopliae e B. bassiana 24h antes
ou depois da exposi¢do das larvas a O. sokolowskii em
comparagdo com a acdo isolada do parasitdide. Os dados
foram submetidos a analise de variancia empregando-se o
programa Sanest versdo 3.0, ¢ as médias comparadas pelo
teste de Tukey (P = 0,05).

Resultados e Discussao

Interaciio entre os fungos, traca-das-cruciferas e o
parasitéide. A mortalidade total de larvas no 3°instar de P.
xylostella atingiu 96,7% e 93,3%, quando os isolados de
M. anisopliae e B. bassiana respectivamente foram
pulverizados 24h apos a exposigdo das larvas ao parasitoide,
e ndo diferiram entre si (F = 19,91; P = 0,0001). A
mortalidade total da traca-das-cruciferas decorrente da
aplicacdo isolada de M. anisopliae, B. bassiana e exposi¢ao
a O. sokolowskii ou em associagdo, com aplicacao dos fungos
antes do confinamento das larvas com o parasitéide variou
de 41,7% a 70% (Tabela 1).

Efeitos aditivos foram evidenciados quando isolados
e parasitoide foram associados, independente do momento
de pulverizacdo ou exposicdo das larvas ao parasitoide,
exceto para B. bassiana quando pulverizado 24h antes
da exposi¢do das larvas ao parasitdéide, resultando em
apenas 55% na mortalidade de P. xylostella ndo diferindo
(F=19,91; P=0,0001) quando B. bassiana foi pulverizada
isoladamente (Tabela 1). Quando os fungos foram

Tabela 1. Mortalidade (média + EP) de larvas de P. xylostella pulverizadas com M. anisopliae e B. bassiana na
concentragdo de 107 conidios ml! em associagdo com O. sokolowskii em diversas intera¢des dos fungos com o parasitoide.

Temp.: 26 = 1° C; UR: 75 £ 5% e fotofase: 12h.

Tratamentos Mortalidade
Fungos Parasitoide Total

O. sokolowskii + M. anisopliae 71,7+4,77 a 18,3 +£3,07 be 96,7+2,10 a
0. sokolowskii + B. bassiana 65,0+£3,41 ab 21,7+6,00b 933+434a
M. anisopliae + O. sokolowskii 66,7+ 4,34 a 3,3+2,10 be 70,0+ 5,16 b
B. bassiana + O. sokolowskii 46,7+ 5,57 be 6,7+ 3,33 bc 55,0+ 4,28 be
M. anisopliae 41,7+4,01 ¢ — 41,7+4,01 ¢
B. bassiana 55,0 £ 7,63 abc — 56,7+ 7,14 be
0. sokolowskii — 450+5,62a 58,3 +7,43 be
Testemunha — — 13,3+4,34d

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P = 0,05).
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pulverizados 24h depois da exposicdo das larvas ao
parasitoide resultaram nos maiores indices de mortalidade
da praga, demonstrando que a exposicao inicial das larvas
ao parasitoide foi mais eficiente (Tabela 1).

A mortalidade confirmada pelo fungo em P. xylostella
foi de 71,7% quando M. anisopliae foi pulverizado ap6s o
confinamento das larvas com o parasitoide, e 66,7% antes
do confinamento, diferindo significativamente (F = 19,91;
P =0,0001) e 41,7% quando M. anisopliae foi pulverizado
isoladamente. Em relagdo a B. bassiana a mortalidade
confirmada da traga-das-cruciferas quando pulverizada
isoladamente ou em associacdo com O. sokolowskii variou
de 46,7% a 65% (Tabela 1).

O parasitismo promovido por O. sokolowskii em larvas
de P. xylostella foi de 45%, portanto sendo maior sem
associagdo com os fungos. A associag¢@o do parasitdide com
M. anisopliae e B. bassiana promoveu parasitismo maior
quando a pulverizagdo dos fungos foi realizada apds o
confinamento do parasitdide com as larvas de P. xylostella,
variando de 18,3% a 21,7%, porém quando a pulverizagao
foi feita antes da exposicao de P. xylostella ao parasitoide
promoveu 3,3% de parasitismo quando associado com M.
anisopliae ¢ 6,7% com B. bassiana (Tabela 1).

Nakamura & Noda (2001) e Torres (2004) encontraram
valores similares de parasitismo de P. xylostella por O.
sokolowskii, 44,4% e 42,5% respectivamente. Contudo
Talekar & Hu (1996) verificaram indice de parasitismo de
70,2%, valor superior ao encontrado nesta pesquisa, porém
esses autores utilizaram uma propor¢do de parasitdide
hospedeiro (3:1), diferindo da utilizada neste trabalho (4:10).

A associagdo de O. sokolowskii com os fungos promoveu
a redug@o do parasitismo de P. xylostella em comparagao
com a a¢do isolada do parasitéide (Tabela 1). Quando os
fungos M. anisopliae e B. bassiana foram aplicados 24h
apos o confinamento das larvas com O. sokolowskii
observou-se redugdo de 59% e 51,7% respectivamente. Em
relagdo a aplicagdo dos fungos antes houve redugdo de 92,7%
e 85,1%, M. anisopliae e B. bassiana, respectivamente.
Furlong (2004) verificou que a pulverizagao de larvas de P,
xylostella com B. bassiana na concentragdo de 1 x 10°
conidios ml!' 72h depois de parasitadas por D. semiclausum
impossibilitou a emergéncia do parasitdide. Folegatti &
Alves (1987) constataram que o parasitismo de D.
saccharalis por Cotesia flavipes (Cameron) foi de 25% e
41,6% respectivamente quando as larvas da praga foram
pulverizadas com o isolado PL 43 de M. anisopliae 24 e
72h apos serem expostas ao parasitdide. A pulverizacdo 24h
apos a exposicdo das larvas a C. flavipes promoveu redugdo
de 16,7% na porcentagem de parasitismo de D. saccharalis.

Os resultados obtidos demonstram que os fungos testados
foram mais eficientes quando aplicados apds a exposi¢ao
das larvas ao parasitoide, e que a eficiéncia de O. sokolowskii
foi influenciada negativamente pela presenga dos fungos,
entretanto evidenciou-se a ocorréncia de efeitos aditivos na
associagdo entre os inimigos naturais, sugerindo que a
utilizagdo conjunta apresenta potencial para ser testada em
campo.

A confirmacdo desses resultados em campo pode
favorecer economicamente o sistema produtivo das brassicas
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possibilitando a implementacdo desses inimigos naturais no
manejo integrado de P. xylostella.
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