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Entomopathogenic Fungi Selection to Control Oligonychus yothersi (McGregor) (Acari: Tetranychidae) in
Paraguay Tea Crops (Ilex paraguariensis St. Hill.)

ABSTRACT - The virulence of strains of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae and Paecilomyces fumosoroseus was evaluated on Oligonychus yothersi (McGregor) in
laboratory. The bioassays for strain selection and determination of LD50 and LT50 were elaborated with
leaf disks of Paraguay tea infested with 10 adult females of the mite. Groups of five disks were sprayed
with 1 ml of the suspension standardized in 1.0x107 conidia per ml (50 mites per treatment) of each strain.
After that, the disks were maintained floating in distilled water in plastic boxes (3 cm diameter and 1.5 cm
height), in environmental chamber (temperature: 25 ± 1ºC; RH: 71 ± 10% and 12h photophase). Five days
after the inoculation the total mortality was evaluated, and the dead mites were transferred to humid
chamber. Six days after death, the sporulation in the cadavers was examined under an optical microscope.
B. bassiana presented great potential as a microbial control agent, and can be incorporated in integrated
pest management of the Paraguay tea red mite, O. yothersi. The B. bassiana strains UEL02, UEL08,
UEL10, UEL50, CG082, CG166, CG375, CG424 and CG481, were the most virulent, with corrected and
confirmed mortality higher than 70% and estimated value of CL50 varying between 1.9x106 and 6.0x107

conidia per ml and TL50 varying between 3.3 and 4.3 days.
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RESUMO - A virulência de isolados dos fungos entomopatogênicos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae e Paecilomyces fumosoroseus foi avaliada sobre Oligonychus yothersi (McGregor) em
laboratório. Os bioensaios de seleção e de determinação de CL50 e TL50 foram realizados com discos
foliares de erva-mate previamente infestados com 10 fêmeas adultas do ácaro. Para cada isolado um
conjunto de cinco discos foram pulverizado com 1 ml da suspensão padronizada em 1,0x107 conídios/ml
(50 ácaros por tratamento). Após pulverizados os discos foram mantidos flutuando em água destilada
em caixas plásticas (3 cm diâmetro e 1,5 cm altura), em câmara tipo B.O.D. (temperatura: 25 ± 1oC; UR: 70
± 10% e fotofase de 12h). A mortalidade total foi avaliada cinco dias após a inoculação. Os ácaros
mortos foram transferidos para câmara úmida para confirmação de mortalidade, sendo examinados sob
microscópio ocular seis dias após a morte. O fungo B. bassiana apresentou grande potencial como
agente de controle microbiano, podendo ser incorporado em programas de manejo integrado do ácaro
vermelho da erva-mate, O. yothersi. Os isolados de B. bassiana UEL02, UEL08, UEL10, UEL50, CG082,
CG166, CG375, CG424 e CG481 foram os mais virulentos. Eles apresentaram mortalidades corrigida e
confirmada superiores a 70% e valores estimados de CL50 variando entre 1,9x106 e 6,0x107 conídios/ml e
de TL50 variando entre 3,3 e 4,3 dias.

PALAVRAS-CHAVE: Ácaro vermelho, bioacaricida, patogenicidade, virulência

A erva-mate Ilex paraguariensis St. Hill. é uma cultura
agrícola de grande importância sócio-econômica em toda a
Região Sul do Brasil (Anuário Brasileiro da Erva-Mate 1999,

2000). Dentre suas principais aplicações industriais destacam-
se a produção de bebidas (chimarrão, tereré, chá mate),
refrigerantes e na elaboração de produtos como corante
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natural, conservante alimentar, medicamentos, produtos de
higiene, cosméticos e produtos de despoluição ambiental. A
exportação desses produtos é feita para vários países da
América Latina, Estados Unidos, Europa e Oriente Médio
(Rücker & Mazuchowski 1995, Ahrens 2000).

A erva-mate apresenta uma ampla gama de artrópodos
fitófagos associados, resultantes de um processo de co-
evolução (Iede & Machado 1989). Contudo, algumas espécies
de insetos e ácaros têm comprometido substancialmente a
produção, principalmente como reflexo das mudanças no
processo de exploração provocadas pela implementação de
sistemas de monocultivo (De Coll & Saini 1992), bem como
do uso de produtos fitossanitários não registrados e/ou
recomendados para a cultura (Alves et al. 2000).

Especificamente para ácaros fitófagos da erva-mate,
Santana et al. (1997) encontraram, em levantamentos
realizados nas principais regiões produtoras do Sul do Brasil,
as espécies: Polyphagotarsonemus latus (Banks),
conhecido como ácaro branco, Dichopelmus notus (Keifer),
também conhecido como microácaro ou ácaro-do-bronzeado
da erva-mate e Oligonychus yothersi (McGregor)
denominado popularmente de ácaro-vermelho da erva-mate.
Essas mesmas espécies foram relatadas por De Coll & Saini
(1992) em regiões produtoras da cultura na Argentina. Vieira
Neto & Chiaradia (1999), Penteado (1995) e Penteado et al.
(2000) registraram como principais danos à cultura da erva-
mate o ataque, geralmente em reboleiras, das brotações
causando bronzeamento ou prateado das folhas, necrose e
encarquilhamento, resultando em queda precoce das folhas
e conseqüentemente afetando a produção.

Em relação à ocorrência de fungos entomopatogênicos
atacando ácaros fitófagos na cultura da erva-mate, não se
tem registro até o momento. Todavia, espécies como
Hirsutella thompsonii, Paecilomyces sp. e Neozygites sp.,
entre outras, são freqüentemente citadas na literatura,
contribuindo para o controle destes em diferentes culturas
de importância agrícola em todo o mundo (Humber et al.
1981, Bartkowski et al. 1988, Correia et al. 1992, Zoebisch
et al. 1992, Van Der Geest et al. 2000). Testes de laboratório
têm demonstrado o potencial dos fungos P. fumosoroseus
(Peña et al. 1996) e Beauveria bassiana (Tamai et al. 1999),
no controle dos ácaros fitófagos como P. latus  e
Tetranychus urticae (Koch), respectivamente.
Especificamente para O. yothersi, Oliveira et al. (2002)
obtiveram resultados promissores ao estudar, em
laboratório, a patogenicidade de isolados do fungo
entomopatogênico B. bassiana.

Visto que a utilização da erva-mate, em muitos produtos,
se faz de forma in natura torna-se importante o
desenvolvimento de estratégias de controle de pragas menos
agressivas para a cultura, visando reduzir os resíduos de
produtos fitossanitários na mesma, bem como para o meio
ambiente. Assim, pesquisas vêm sendo desenvolvidas
visando conhecer a bioecologia destes artrópodos e o
desenvolvimento de estratégias para seu controle.

Neste trabalho foram realizados estudos visando
selecionar isolados de fungos entomopatogênicos com
elevada virulência ao ácaro vermelho O. yothersi, presente
na cultura da erva-mate.

Material e Métodos

Para o desenvolvimento do trabalho, mudas de erva-mate,
provenientes de Ivaí - PR, foram mantidas em telado, no Centro
de Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Estadual de
Londrina (UEL). Destas foram coletadas folhas usadas na
criação de ácaros e nos bioensaios.

Ácaros da espécie O. yothersi foram obtidos em plantação
comercial no Município de Cascavel, PR e mantidos em uma
criação estoque no Laboratório de Controle Microbiano e
Patologia de Insetos, CCA/UEL, sob condições de
temperatura e luminosidade ambiente. Para criação, as folhas
de erva-mate foram mantidas flutuando em água destilada em
placas de Petri de plástico (9 cm de diâmetro) (Oliveira et al.
2001). Esta metodologia possibilitou a manutenção da
turgescência das folhas por mais de 20 dias, o que contribuiu
para o êxito dos bioensaios.

Para a realização dos bioensaios, foram colocados dez
casais de ácaros adultos por folha de erva-mate, mantidas
nas condições descritas anteriormente. Após 48h eles foram
retirados com auxílio de um pincel, deixando-se nas folhas
apenas os ovos, os quais foram mantidos em condições
ambiente por aproximadamente 10 dias, tempo necessário para
que as fêmeas estivessem aptas a acasalar.

Seleção de Isolados. Foram testados 82 isolados de fungos
entomopatogênicos, sendo 64 de B. bassiana, 10 de M.
anisopliae e oito de P. fumosoroseus, provenientes da coleção
do Laboratório de Controle Microbiano e Patologia de Insetos
do Centro de Ciências Agrárias - UEL, os quais estavam
armazenados em tubos Eppendorf a -4oC e foram multiplicados
em placas de Petri contendo meio batata-dextrose-ágar (BDA),
incubadas em câmara tipo B.O.D. à temperatura de 25 ± 1oC,
umidade relativa de 70 ± 10% e fotofase de 12h, por 10 dias
até plena esporulação, sendo os conídios recolhidos em
tubos de fundo chato, para subseqüente utilização.

Os conídios dos diferentes isolados foram suspensos,
separadamente, em 10 ml de água destilada + Tween 20
(0,02%). Cada suspensão foi quantificada e padronizada na
concentração de 1x107 conídios/ml.

Para a inoculação dos conídios, discos foliares com 2 cm
de diâmetro, contendo dez fêmeas adultas do ácaro, foram
arranjados em conjuntos de cinco, sobre espuma umedecida
com água destilada dispostas em placas de Petri (9 cm de
diâmetro) sendo cada uma considerada uma repetição.
Pulverizou-se 1ml de cada suspensão já padronizada sobre
placa, utilizando-se um pulverizador Airbrush® acoplado a
um compressor/aspirador Fanen – Diapump®

 regulado para a
pressão de 10 libras/pol2. Após a pulverização, os discos
foram levados à B.O.D. regulada à temperatura de 25±1oC,
umidade relativa de 70 ± 10% e fotofase de 12h, por 1h para
evaporação do excesso de água superficial. Posteriormente,
os discos foram individualizados em recipientes plásticos (3
cm de diâmetro x 1,5 cm de altura).

O conjunto de placas com os discos foi acomodado em
bandejas mantidas em B.O.D., à temperatura de 25 ± 1oC,
umidade relativa de 70 ± 10% e fotofase de 12h. No tratamento
testemunha utilizou-se a mesma metodologia descrita
anteriormente, substituindo-se a suspensão de conídios por
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água destilada estéril + Tween 20 (0,02%).
No quinto dia após a inoculação procedeu-se à avaliação,

transferindo-se os ácaros mortos para câmara úmida para
confirmação da mortalidade pelo fungo. A câmara úmida foi
montada com papel filtro estéril sobre espuma, ambos
umedecidos com água destilada estéril, colocados em placa
de Petri. Estas foram mantidas nas mesmas condições de
temperatura e fotoperíodo descritas anteriormente.

Efetuou-se a avaliação de confirmação de mortalidade
dos ácaros pelo fungo no sexto dia após a transferência para
câmara úmida (11 dias após a inoculação), examinando-se,
sob microscópio estereoscópio os cadáveres dos mesmos.
Em caso de dúvida sobre que tipo de fungo estava presente,
foram preparadas lâminas com os cadáveres que
apresentassem evidências de esporulação, para observação
ao microscópio óptico.

A mortalidade total foi corrigida em relação à mortalidade
da testemunha empregando-se a fórmula de Abbott (Abbott
1925). Devido ao elevado número de isolados testados
inicialmente, utilizou-se como critério para selecionar os
melhores, a porcentagem de mortalidade corrigida e
confirmada ≥ 70%.

Determinação da CL50 e TL50. Para determinação da eficiência,
estimou-se a concentração letal média (CL50) e do tempo letal
médio (TL50) para os melhores isolados selecionados.

No bioensaio para estimativa da CL50 prepararam-se, para
cada isolado selecionado, quatro concentrações: 105, 106, 107

e 108 conídios/ml e testemunha [água destilada esterilizada +
Tween 20 (0,02%)]. Utilizou-se o delineamento experimental
descrito na primeira fase, com igual número de repetições e
metodologia de inoculação, bem como avaliação de
mortalidade total e confirmada.

A partir dos dados de mortalidade confirmada estimou-
se a CL50 empregando-se o Proc Probit do programa estatístico
SAS (SAS Institute 1998).

No bioensaio para estimativa da TL50 prepararam-se, para
cada isolado selecionado, 30 repetições, sendo a suspensão
de cada isolado padronizada na concentração de 1,0x107

conídios/ml. Para o tratamento testemunha utilizou-se água
destilada esterilizada + Tween 20 (0,02%).

A avaliação de mortalidade foi efetuada diariamente até o
6o dia após a inoculação, descartando-se as cinco repetições
avaliadas. Os ácaros mortos foram transferidos para câmara
úmida para confirmação da mortalidade pelo fungo. A
confirmação de mortalidade foi realizada sempre no 6o dia,
contado a partir da transferência dos ácaros para câmara
úmida, observando-se, sob microscópio estereoscópio, os
cadáveres que apresentassem evidências de esporulação.

Optou-se por utilizar a mortalidade confirmada por esta
representar o número de ácaros que realmente foram mortos
pelos patógenos. A partir dos dados de mortalidade confirmada
determinou-se o TL50 empregando-se o Proc Probit, do
programa estatístico SAS (SAS Institute 1998).

Resultados e Discussão

Dos fungos entomopatogênicos testados, os isolados
de M. anisopliae e P. fumosoroseus apresentaram valores de

mortalidade confirmada inferiores a 50%. (Fig. 1). Por causa
da baixa virulência, essas duas espécies foram descartadas
dos bioensaios, sendo os esforços concentrados na seleção
de isolados de B. bassiana.

Dos 10 isolados de M. anisopliae testados, 60% causaram
mortalidade confirmada inferior a 29%, o restante (40%)
ocasionaram mortalidade entre 30% e 50%. Para P.
fumosoroseus, sete isolados (87,5%) causaram mortalidade
confirmada inferior a 10% e um isolado (12,5%) ocasionou
20% de mortalidade confirmada (Fig 1).

Para B. bassiana foram testados 64 isolados. Destes 37
isolados (58%) causaram mortalidade confirmada inferior a
50%, 18 isolados (28%) apresentaram mortalidade entre 50 e
69% e apenas nove isolados (14%) ocasionaram mortalidade
confirmada ≥ 70% (Fig. 1).

A partir desses resultados, os isolados com melhor
desempenho (UEL10, CG166, UEL02, UEL50, CG375, CG481,
UEL08, CG424 e CG082) foram utilizados para determinar a
concentração letal média (CL50) e o tempo letal médio (TL50).

Os valores de CL50 para estes isolados variaram entre 1,9x106

e 6,0x107 conídios/ml (Tabela 1). O isolado UEL10 apresentou o
menor valor de CL50 (1,9x106 conídios/ml), seguido por UEL50
e CG166 com 4,3x106 e 6,5x106 conídios/ml, respectivamente.
Os valores de TL50 variaram entre 3,3 e 4,3 dias (Tabela 1), sendo
o isolado UEL10 o que apresentou o menor TL50 (3,3 dias).

Esses resultados foram semelhantes ao relatados por Peña
et al. (1996) que obtiveram para B. bassiana, a CL50 de 1,85x106

conídios/ml e TL50 de 4,7 dias, empregando uma concentração
de 1,0x106 conídios/ml sobre P. latus. Tamai (1997) utilizou
5x108 conídios/ml de B. bassiana e obteve elevada
percentagem de mortalidade do ácaro T. urticae, contudo
não determinou o tempo letal médio para os isolados testados.
Dados sobre a virulência de isolados de fungos
entomopatogênicos estão bem documentados na literatura
em relação a insetos fitófagos, contudo é difícil estabelecer
comparações com os dados aqui apresentados devido à
grande diferença tanto dos artrópodes avaliados quanto nos
protocolos utilizados nos testes.
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Figura 1. Freqüência de distribuição dos isolados dos
fungos entomopatogênicos B. bassiana, M. anisopliae e P.
fumosoroseus em relação à mortalidade confirmada de O.
yothersi.
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A variação de virulência apresentada pelos isolados dos
fungos entomopatogênicos sobre o ácaro O. yothersi
constitui um indicativo da ocorrência natural de
variabilidade genética. O uso de análises bioquímicas e
marcadores moleculares no estudo dos fatores que afetam
a variabilidade genética, tanto inter quanto intraespecifica,
principalmente em relação à produção e atividade
extracelular de enzimas hidrolíticas, foram discutidas por
Bidochka & Khachatourians (1990), St. Leger & Cooper
(1987) e St. Leger et al. (1991, 1992). Estes autores
demonstraram que a expressão de variabilidade na virulência
dos fungos entomopatogênicos está diretamente
relacionada com a composição química da cutícula e os
processos bioquímicos necessários para a formação do tubo
germinativo e conseqüente colonização do hospedeiro.

Tamai (1997) trabalhou com seleção de fungos para o
controle do ácaro T. urticae, utilizando a maioria dos isolados
avaliados neste trabalho. Esse autor também obteve grande
variabilidade na virulência dos fungos e ao final constatou
que os isolados de B. bassiana demonstraram maior potencial
para utilização no controle do ácaro. Desta forma, verifica-se
que o fungo entomopatogênico B. bassiana apresenta melhor
capacidade adaptativa em relação aos ácaros tetraníquideos,
que se deve, provavelmente, à habilidade que os conídios
possuem em reconhecer e produzir enzimas para degradar a
cutícula do hospedeiro. Todavia, é necessário implementar
outros estudos para averiguar a eficiência, bem como definir
estratégias de utilização dos isolados mais virulentos em
condições de campo.
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