PATOGENICIDADE DE Verticillium lecanii AO PULGAO-DO-PINUS!
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RESUMO - Avaliou-se a patogenicidade do isolado IBCB 473 de Verticillium lecanii no pulgao-do-pinus Cinara
atlantica (Hemiptera, Aphididae), inseto-praga em plantios de Pinus spp. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des por tratamento e cada repeti¢do constituida de uma
placa de Petri (9 cm de didmetro) contendo 10 ninfas. Foram testadas suspensdes de in6culo nas concentragdes
de 1,0 “10% 0,5 “107; 1,0 “ 107; 0,5 “ 10%; e 1,0 “ 10® conidios/mL, pulverizando-se 1 mL sobre as ninfas.
Como tratamento-testemunha, utilizou-se dgua esterilizada. As placas de Petri foram mantidas em cidmara
climatizadaa25 £ 1 °C, 70 £ 10% de UR e fotofase de 12 horas. As avaliacdes foram realizadas diariamente,
anotando-se a mortalidade dos individuos de cada tratamento. A dose mais eficiente foi de 1,0 x 10% conidios/
mL, causando mortalidade de 86,0% apés cinco dias da pulverizagdo. Os valores de TL, das concentragdes
utilizadas foram de 5,82; 5,24; 4,60; 4,34; e 3,83 dias, respectivamente.

Palavras-chave: Fungo entomopatogénico, controle biolégico, praga florestal.

PATHOGENICITY OF Verticillium lecanii TO PINE APHID

ABSTRACT — The objective of this work was to evaluate the pathogenicity of the entomopathogenic fungus
Verticillium lecanii isolate IBCB 473 to the aphid Cinara atlantica (Hemiptera: Aphididae), insect pest in
Pinus spp plantations. The trials were conduced in a completely randomized design, treatments with 5 repetitions,
and each repetition consisting of one Petri dish (9 cm of diameter) containing 10 nymphs. Suspensions adjusted
to concentrations of 1,0 “10°% 0,5 “107; 1,0 "107; 0,5 "10%e 1,0 ~ 10° conidia/mL were tested by spraying
ImL over the nymphs. Sterilized water was used as control treatment. The Petri dishes were maintained at
25+£1°C, 70£10% RH and 12-hour photophase. The evaluations were carried out daily, recording the
individual mortality of each treatment. The best concentration was 1,0 x 10% conidia/mL with mortality of
86,0% after five days. LT50f0r each concentration was 5,82; 5,24; 4,60; 4,34 and 3,83 days, respectively.

Key Words: entomopathogenic fungi, biological control, forest pest.

1.INTRODUCAO as florestais (DREES, 1993). As plantas atacadas, que
podem ser mudas ou arvores de 20 anos, apresentam
descoloracido (clorose) e deformacao das aciculas,
devido a picada de alimentagdo, ocorrendo a sua queda

A area plantada com Pinus aumentou rapidamente
nas dltimas duas décadas na América do Sul. Atual-

mente, O Brasil dlsp()e de aproximadamente dois milhdes prematura e redugao no desenvolvimento da p]anta
de hectares plantados com Pinus (SBS, 1998). (OTTATI, 1999; PENTEADO et al., 2000).
Muitos pulgdes sdo pragas conhecidas em are- No Brasil, detectou-se pela primeira vez a ocorréncia
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de afideos do género Cinara, representado pelas espécies
C. pinivora (WILSON, 1919) (Hemiptera: Aphididae),
em 1996, infestando plantios de Pinus elliottii Engelm.
e Pinus taeda Linn. nos municipios de Cambara do
Sul (RS) e Lages (SC) (IEDE et al., 1998).

Os agentes de controle biolégico vém ganhan-
do destaque no controle de insetos-praga da agricultura
e da floresta. Nas tltimas duas décadas, pesquisas
foram publicadas sobre a relacio entre agrotéxicos
e casos de mutagdo, cincer e outras doencas em humanos,
danos em animais selvagens e toxicidade as plantas
(KHACHATOURIANS, 1986).

Determinadas caracteristicas, como esporulacao
e germinacao rapida, permitem que o processo de infeccao
seja completado em poucas horas, com grande pro-
ducido de conidios, os quais maximizam a dispersao
dos patégenos. Os fungos agentes microbianos sao
de extrema importancia para o controle de algumas pragas
que apresentam alta capacidade reprodutiva e ciclo
de vida reduzido (MILNER, 1997).

Verticillium lecanii (Deuteromicotina: Hyphomyce-
tes) (Zimm.) Viegas € um patdgeno utilizado no con-
trole de artrépodes. O espectro de espécies que ele
ataca é amplo e inclui insetos homoépteros (afideos,
coccideos e aleirodideos), entre outros grupos (STE-
ENBERG e HUMBER, 1999). Seus produtos comerci-
ais estao disponiveis na Europa: Mycotal (contra alei-
rodideos e tripes) e Vertalec (contra afideos). No Brasil
este fungo ainda ndo foi formulado para comerciali-
zagdo. Mycotal € um p6 molhével que foi utilizado no
controle de Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera:
Aleyrodidae) e Frankliniella occidentalis (Thisanop-
tera: Thripidae), resultando, respectivamente, na redugao
de 90 e 60% da populacgido dessas pragas, apds apli-
cagdes semanais do produto em plantacdes de pepi-
no e tomate na Holanda (Van der SCHAAF et al., 1990;
ROVESTTI etal., 1997).

Os danos causados por pulgdes sdo considera-
velmente reduzidos pelas epizootias naturais de doencas
fingicas, que podem ser consideradas como compo-
nentes eficientes do controle biolégico natural, prin-
cipalmente em altas densidades populacionais da praga
e quando existem condi¢des ambientais convenien-
tes (MILNER, 1997). O fungo entomopatogénico V.
lecanii foi registrado pela primeira vez atacando C.
pinivora em P. elliottii em Lages, SC (PENTEADO
etal.,2001) e C. atlantica (Hemiptera: Aphididae),
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atacando P. taeda em Nova Campina, SP (OLIVEIRA
et al., 2002).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a
patogenicidade do isolado IBCB 473 do fungo
entomopatogénico V. lecanii ao pulgdao-do-pinus C.
atlantica, em condi¢des de laboratdrio.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Con-
trole Biol6gico do Instituto Bioldgico, sediado em
Campinas, SP. Foi utilizado o fungo entomopatogé-
nico V. lecanii isolado IBCB 473 sobre ninfas de C.
atlantica. As ninfas, provenientes de coletas reali-
zadas em dreas reflorestadas com essa espécie arbo-
rea, pertencentes a Orsa Papel e Celulose S/A, loca-
lizadas nos municipios de Buri e Nova Campina, SP,
foram trazidas em caixas térmicas contendo pontei-
ros de P. taeda até o laboratério. Os pulgdes foram
colocados sobre um ponteiro de P. taeda medindo 8
cm de comprimento envolvido nas extremidades por
um pedaco de algodao umedecido com dgua e acon-
dicionados no interior de placas de Petri, mantendo-
se, assim, as condi¢des ideais para que o inseto € o
fungo se desenvolvessem. O experimento foi condu-
zido com cinco repeti¢des por tratamento, sendo cada
repeticdo constituida de uma placa de Petri com 10
insetos, perfazendo um total de 50 insetos por trata-
mento, em delineamento experimental inteiramente
casualizado.

Para a realizacdo do bioensaio, o isolado IBCB
473 de V. lecanii (isolado de C. atlantica proveni-
ente de Nova Campina, SP), foi multiplicado por meio
de semeadura até a obtencdo de culturas puras em
placas cheias (conidiogénese), com al¢a de platina e
posterior espalhamento com al¢a de Drigalsky, em placas
de Petri (9 cm de didmetro) contendo meio completo
(MC), descrito por Alves et al. (1998).

Ap6s arepicagem, as placas foram transferidas
para incubagdo em cAmara B.O.D. a 251 °C e foto-
fase de 12 horas, por um periodo de oito dias. Pos-
teriormente, foram armazenadas em geladeira (4 °C)
até a utilizac@o nos experimentos. Apds esse perio-
do, os conidios foram retirados por meio de raspa-
gem com alca metdlica e utilizados nas suspensodes.

A contagem do ndmero de conidios foi feita em
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camara de Neubauer em microscépio 6tico. As sus-
pensdes de conidios foram preparadas a partir da co-
nidiogénese do fungo produzida em meio de cultura
completo (MC) com agua destilada estéril e espalhante
adesivo (Tween 80) a 0,1%.

A inoculacgao de V. lecanii foi feita através da
aspersdo de 1 mL de suspensdo a concentragcao de
1,0 "10% 0,5 “107; 1,0 “107;0,5 " 10%; e 1,0 “ 108 conidios/
mL, sobre o ponteiro contendo os pulgdes. A aplica-
cao foi feita por uma torre de Potter adaptada, com
pressdo de 15 libras/pol?. Os ponteiros foram troca-
dos a cada dois dias. No tratamento-testemunha foi
adicionada dgua esterilizada (1 mL) nos ponteiros de
P. taeda. As placas de Petri contendo os pulgdes foram
vedadas com filme de pvc perfurado e mantidas em
camara climatizada a temperatura de 25+1 °C, 70£10%
de UR com fotofase de 12 horas. O filme de pvc foi
trocado diariamente.

As avaliagdes foram realizadas diariamente,
anotando-se a mortalidade dos individuos de cada
tratamento. Os individuos mortos foram desinfesta-
dos com alcool 70%, hipoclorito de s6dio 30% e agua
destilada. Em seguida, foram colocados em camaras
umidas a 26+1 °C, 70£10% e fotofase de 12 horas, para
confirmacao da mortalidade causada pelo patégeno,
através da observacao do crescimento micelial e
conidiogénese no cadaver.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
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Probit para obtencdo dos valores de TL_ (em dias)

nos diversos tratamentos.

50

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade patogénica do fungo V. lecanii foi
observada através dos tempos letais (TL, ). De maneira
geral, os tempos letais foram decrescentes a medida
que aumentou a concentragao de inéculo (Tabela 1/
Table 1).

Ocorreu diferenca significativa entre as concen-
tragdes testadas, observando-se os valores dos in-
tervalos de confianga obtidos, exceto na dosagem de
0,5 x 108 conidios/mL. A dosagem de 1,0 x 108 coni-
dios/mL de V. lecanii foi a mais eficiente, com TLSO
de 3,83 dias, seguida da dosagem de 0,5 x 10® coni-
dios/mL com TL, de 4,34 dias. Esses dados estéo de
acordo com os observados por Loureiro (2001), que
testou cinco concentragcdes desse fungo sobre as
espécies de pulgdes Aphis gossypii (Hemiptera:
Aphididae) e Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae),
sendo a dosagem de 0,5 x 108 conidios/mL a mais
eficiente, com TLSO de 2,59 dias e a dosagem de 1,0
x 10% conidios/mL com TL, de 2,81 dias. Os dados
obtidos por Hall (1982), em experimentos com pepino
em casa de vegetacao, para controlar A. gossypii, em
que foi utilizada a formulagdo comercial Vertalec, desse
fungo, também foram semelhantes aos encontrados
no presente estudo.

Tabela 1 — Tempos letais medianos (TL, ) em dias, equagdes de regressao linear e valores de x*>obtidos pela andlise de Probit

para Verticillium lecanii

Tables 1 —Mean lethal time (LT ) in days, regression linear equation and x* value obtained by analisys of Probit by Verticillium

lecanii
Concentragado TL,, 1C Equacao x?
(conidios/mL)
1,0 x 10° 5,82 (5,64; 6,00) Y= 2,15 + 3,72.logx 1,11
0,5 x 107 5,24 (4,90; 5,62) Y= 1,85 + 4,37.logx 4,41
1,0 x 107 4,60 (4,25; 4,98) Y= 2,13 + 4,34.1ogx 5,24
0,5 x 108 4,34 (4,09; 4,61) Y= 1,91 + 4,85.1ogx 2,67
1,0 x 108 3,83 (2,34; 3,37) Y= 1,86 + 5,37.logx 5,45

* x2 significativo (P<0,05).
* IC= intervalo de confiancga.
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Foi observado um acréscimo nos valores de
mortalidade acumulada confirmada em func¢éo da
concentracdo de conidios e do tempo, sendo os maiores
valores observados a partir do 52dia ap6s a pulve-
rizacdo. A concentracgdo de 1,0 x 10® conidios/mL
proporcionou as ninfas de C. atlantica mortalidade
ao redor de 86% apds cinco dias da infec¢ao (Figura
1/Figure 1). Esses dados sdo concordantes com 0s
de Fournier e Brodeur (1999), que investigaram as espécies
de pulgdes Macrosiphum euphorbiae (Hemiptera:
Aphididae), M. persicae e Nasonovia ribisnigri
(Hemiptera: Aphididae), que atacam alface em casa de
vegetacdo, sendo V. lecanii altamente patogénico nas
trés espécies de pulgdes estudadas em laboratdrio.
Milner e Lutton (1986) obtiveram resultados em 96 horas
apos a inoculagdo de Vertalec em M. persicae, com
uma mortalidade de 94,5%, em experimentos de labo-
ratério com umidade relativa ao redor de 100%.

Dados também semelhantes aos do presente estudo
(Figura 1/Figure 1) foram encontrados por Hall e Burges
(1979), em cultivos de crisantemo em bioensaios de
laboratério. Entretanto, Loureiro (2001) observou que
ap6s oito dias da infecgao em ninfas de A. gossypii
ocorreu mortalidade ao redor de 100% em todas as
concentragdes testadas. Van der Schaaf et al. (1990)
observaram o controle de mosca-branca 7. vapora-
riorum e tripes F. occidentalis com mortalidade de
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aproximadamente de 90 e 60%, em cultivos de tomate
e pepino, ocorrendo pequena diferenca entre as
concentragdes testadas. Nas condicdes de laboraté-
rio, Vertalec controlou todas as espécies de afideos
testadas, e em condi¢des ideais no laboratério pode
chegar a 100% de infecc¢do na populagdo entre qua-
tro e cinco dias (QUINLAN, 1988). Esse mesmo autor
relatou ainda que, em comparag¢do com outros fun-
gos entomopatogénicos, V. lecanii € mais efetivo, mais
barato de ser produzido, infecta tanto os adultos quanto
as larvas de espécies de mosca branca e propaga-se
bem no interior da populacdo de pragas causando
epizootia.

Foi escolhida a mortalidade confirmada como
parametro para se estudar o comportamento da me-
lhor concentracdo devido ao fato de que os fungos,
como agentes de controle biolégico, diferem funda-
mentalmente dos produtos fitossanitarios de nature-
za quimica, pela capacidade de aumento da densida-
de do patégeno por meio da dispersdao do inéculo
secundario, repetindo o ciclo através da populagao
hospedeira (HAJEK e St. LEGAR, 1994). A capacida-
de de colonizacdo do patégeno, superando todos os
agentes competidores presentes no inseto, € a capa-
cidade de esporulagdo sdo fatores determinantes para
disseminacdo do patégeno no ambiente (NEVES, 1998).
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Figura 1 — Mortalidade acumulada e confirmada de Cinara atlantica ap6s a inoculagdo com o fungo entomopatogénico
Verticillium lecanii e incubagdo a25+ 1 °Ce 70 = 10%; com fotofase de 12 horas.
Figure 1 — Cumulative and confirmed mortality of Cinara atlantica after inoculation with entomopathogenic fungus Verticillium
lecanii and incubation at 251 °C, 70 + 10% RH; 12-hour photophase.
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4. CONCLUSOES

A espécie de pulgao C. atlantica é suscetivel ao
fungo entomopatogénico V. lecanii.

A concentragdo de 1,0 x 108 conidios/mL foi a mais
eficiente e provocou efeito letal mais rapidamente que
as demais concentragao testadas.

A concentracao de 1,0x 108 conidios/mL de V. lecanii
causou mortalidade de 86% as ninfas de C. atldnti-
ca.
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