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RESUMO

OLIVEIRA, luri Montandon. Aspectos biolégicos do fungo entomopatogénico
Aschersonia sp. cultivado em diferentes meios de cultura. 2008. 47 p.
Dissertacdo (Mestrado em Entomologia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.!

Possibilitar a producdo em grande escala de fungos entomopatogénicos e o seu
uso no controle biolégico de pragas e conhecer algumas caracteristicas sdo
extremamente importantes para a obtencdo de um bom crescimento com alta
conidiogénese. O presente trabalho objetivou avaliar a influéncia de meios de
cultura baseados em fontes protéicas, principalmente provenientes de insetos,
sobre parametros bioldgicos do fungo Aschersonia aleyrodis. Os experimentos
de viabilidade, crescimento radial e conidiogénse foram realizados em seis
meios de cultura: ME, SMAY, SDAY, BDA, BDAGm (BDAGm) e BDA +
Tenebrio sp. (BDAT). A viruléncia deste fungo foi avaliada em Bemisia tabaci
biétipo “B” utilizando-se de trés meios de cultura (BDA, BDAGmM e BDAT). A
viabilidade foi avaliada em meio AA, apds um periodo de incubacao de 24 horas,
enquanto o crescimento vegetativo e a conidiogénese foram avaliados nos
diferentes meios incubados em B.O.D. (26+1°C, 14 horas de fotofase) por 10
dias. Verificou-se maior viabilidade nos meios ME, BDA, BDAGm e BDAT,
com valores equivalentes a 76,3%, 78,4%, 78,7% e 83,3%, respectivamente.
Quanto ao crescimento radial, os melhores valores foram obtidos quando o
fungo foi produzido em meio BDAT, com media de 13,8 cm/coldnia. Este
mesmo meio foi 0 que promoveu 0 maior aumento na conidiogénese,
quantificada em 4,8 x 10° conidios/colénia. O fungo produzido nos meios
BDAGmM e BDAT proporcionou melhores resultados quanto a viruléncia em B.
tabaci, com valores iguais a 80,0% e 85,6% de mortalidade, respectivamente,
sugerindo a influéncia positiva dos componentes provenientes de insetos
adicionados a composi¢do do meio de cultura.

! Orientador: Alcides Moino Junior - UFLA



ABSTRACT

OLIVEIRA, luri Montandon. Biological aspects of the entomopathogenic
fungus Aschersonia sp. cultivated in different culture media. 2008. 47p.
Dissertation (Master degree in Entomology) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.?

To enable the production on a large scale of entomopathogenic fungi and allow
their use in biological control of pests, knowing some characteristics is very
important for achievement of good growth with high sporulation. The goal of
this work was to evaluate the influence of different culture media based in
protein sources, mainly that ones coming from insects, on biological parameters
of the fungus Aschersonia aleyrodis. The viability, radial growth and conidia
production bioassay were developed in six different media: ME, SMAY, SDAY,
BDA, BDAGm (BDAGmM) e BDA + Tenebrio sp. (BDAT). The virulence of this
fungus was evaluated in Bemisia tabaci biotype “B” using up three culture
media (BDA, BDAGm e BDAT). The viability was evaluated in Water-Agar
after a time incubation of 24 hours, while the vegetative growth and conidia
production were evaluated on different media incubated in B.O.D. (26£1°C, 14
hours of fotofase) for ten days. There was a higher viability in ME, BDA,
BDAGmM e BDAT media, with equivalent values to 76.3, 78.4, 78.7 e 83.3%;
respectively. For the radial growth, the best values were obtained when the
fungus was produced in BDAT, with 13.8 cm/colony. This was the same media
that promoted the largest increase in conidiogenesis, quantified in 4.8 x 10°
conidia/colony. The fungus produced in media BDAGm and BDAT provided
better results on the virulence in B. Tabaci, with values equal to 80.0 and 85.6%
of mortality, respectively, suggesting the positive influence of the components
from insects added the composition of the culture medium.

2 Advisor: Alcides Moino Junior



1 INTRODUCAO

Devido a grande diversidade de cultivares e climas nos quais os citrus se
desenvolvem, talvez esta seja uma das culturas com maior area de distribuicéo
que vai desde &reas com clima tropical e subtropical a areas de clima temperado
ao redor do mundo. Consequientemente, uma grande variedade de organismos-
praga é relatada para os citros (Dolinski & Lacey, 2007).

Uma familia que merece destaque como praga, devido & atual situacéo na
qual se encontra é a Aleyrodidae, na qual se concentram pragas chave de muitas
culturas em regides tropicais e subtropicais, além de ocorrerem em areas de
cultivo protegido em regides de clima temperado (Brown et al., 1995). Entre
estas se destacam as moscas-brancas, Aleurothrixus floccosus (Mask., 1895)
(HEMIPTERA: ALEYRODIDAE), as mosca-negra-dos-citros, Aleurocanthus
woglumi (Ashby, 1915) (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) (Gallo et al., 2002;
Dolinski & Lacey, 2007). Sdo relatadas cerca de 30 espécies de moscas-branca e
de moscas-negra-dos-citros atacando citros ao redor de todo o mundo (Smith &
Pena, 2002, citado por Dolinski & Lacey, 2007).

Muitas caracteristicas biolégicas, incluindo o multivoltismo, grande
variedade de hospedeiros, habilidade migratéria, altas taxas reprodutivas,
tolerdncia a altas temperaturas, possibilidade de ser vetor de ma grande
variedade de virus fitopatogénicos e a facilidade de desenvolver resisténcia a
varias classes de inseticidas sustentam o potencial para se tornarem pragas e tém
contribuido para dificultar o desenvolvimento de sistemas de manejo
sustentaveis (Gerling & Mayer, 1996, citado por Naranjo, 2001).

A principal forma de controle dessas pragas é o uso de inseticidas & base
de moléculas orgénicas e inorganicas. Os estudos sobre controle biolégico de

insetos considerados pragas de importancia econdémica foram intensificados a



partir do momento em que se observou que 0 uso continuo e indiscriminado dos
inseticidas acarretava problemas de resisténcia de insetos aos produtos quimicos,
contaminacdo direta e indireta do ambiente, desequilibrio ecoldgico e presenca
de residuos em alimentos. Sendo assim, uma alternativa para o controle dessas
pragas € o uso de microrganismos, particularmente os virus, as bactérias e 0s
fungos (Azevedo & Messias, 1985; Alves, 1998).

Estudos indicam que os fungos sdo os principais causadores das doencas
de insetos. Cerca de 80% das doencas de insetos tém como agentes etioldgicos
os fungos pertencentes a 90 géneros e mais de 700 espécies. Além disso, uma
das principais vantagens no controle microbiano de insetos por fungos é a
grande variabilidade genética desses entomopatdgenos. Portanto, com técnicas
apropriadas de bioensaios é possivel selecionar isolados de fungos mais
virulentos, especificos ou ndo, com caracteristicas adequadas para serem
utilizados como inseticidas microbianos visando ao controle do maior nimero
possivel de pragas de culturas econémicas (Alves, 1998).

Aschersonia aleyrodis Webber (1897) é um fungo que, segundo Browning
& McCoy (1994), citados por Alves (1998), constitui um dos agentes mais
importantes que atuam no controle natural de pragas de citros. Ataca
cochonilhas e aleirodideos na fase de conidios de coloracdo avermelhada que
recobrem todo o corpo do inseto, sendo comumente observado em epizootias
naturais.

A producdo de conidios e a viruléncia dos fungos podem ser afetadas por
diversos fatores, tais como umidade relativa, temperatura, isolado selecionado,
hospedeiro, tempo e a composicdo do meio de cultura (Alves, 1998). Portanto,
sendo o meio de cultura um determinante de diversos caracteres, o principal
objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento, a conidiogénese e a viruléncia
de um isolado de Aschersonia sp. sobre adultos de Bemisia tabaci (Gennadius,

1889), cultivado em diferentes meios de cultura.



Assim, este trabalho poderd trazer maior entendimento acerca da
influéncia direta dos componentes do meio de cultura sobre algumas
caracteristicas do fungo Aschersonia sp. E, nesse sentido, é importante
correlacionar a composicdo do meio de cultura sobre alguns caracteres
(viabilidade de conidios, crescimento radial, producdo de conidios e viruléncia)
e, conseqlientemente, contribuir para o desenvolvimento de novas metodologias
de manipulacdo deste fungo, a fim de viabilizar a utilizacdo do mesmo em

programas de manejo integrado de pragas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Controle microbiano de insetos

Os produtores, preocupados com as exigéncias do mercado interno e
externo por produtos de alta qualidade, langam mé&o do uso de produtos
quimicos para o controle de pragas, causando danos ecolégicos, prejudicando o
solo e deixando residuos nos alimentos, quando aplicados de maneira
indiscriminada (Chenarki et al., 2001).

Apo6s algumas décadas, o grande interesse foi a utilizacdo de pesticidas
quimicos, diminuindo bastante a demanda por agentes de controle bioldgico.
Entretanto, este interesse foi retomado em 1960 (Evans & Hywel-Jones, 1990).
O controle bioldgico de insetos praga é uma maneira muito mais segura de
manter as populacBes em equilibrio, limitando a rapida multiplicacdo destes, ndo
causando dano algum aos organismos ndo-alvo e ao solo (Alves, 1998).

O uso de microrganismos para o controle de insetos-praga ndo é novo e
vem sendo empregado em grande escala, principalmente apds os anos 1970,
devido a problemas advindos da utilizacdo dos inseticidas quimicos. Assim,
virus, fungos e bactérias sdo empregados com sucesso no controle de diversos
tipos de pragas e outros varios sdo pesquisados para futura utilizagdo (Melo &
Azevedo, 1998).

A utilizagdo de microrganismos entomopatogénicos para o controle de
pragas ndo é uma area de conhecimento recente, mas tomou grande impulso,
principalmente apds a proibi¢do do uso de inseticidas organoclorados e também
em decorréncia do estabelecimento do manejo integrado de pragas (MIP) como
pratica racional no controle de insetos-praga (Moino Jr., 2000).

A utilizacdo de microrganismos para o controle de insetos apresenta

diversas vantagens, tais como: (1) protege a biodiversidade, agindo no



ecossistema; (2) ndo causa desequilibrio, pois 0s entomopatogenos sdo
especificos, ndo afetando organismos ndo-alvo, como os polinizadores, mas
agindo com grande poder patogénico nos organismos alvo; (3) ndo deixa
residuos em alimentos, agua ou solo, mesmo em doses elevadas; (4) aumenta o
lucro do produtor, pois tem maior duracdo sem a necessidade de uma nova
aplicacdo, afetando as geracBes seguintes, diminuindo a oviposicdo, a
viabilidade dos ovos e aumentando a sensibilidade da populacdo a outros
agentes bioldgicos e quimicos; eles podem ser empregados juntamente com
inseticidas seletivos em subdosagens visando a acéo sinérgica e, portanto, um
controle mais rapido e eficaz da praga, sem os inconvenientes das superdosagens
dos inseticidas quimicos; (5) os insetos dificilmente se tornardo resistentes aos
patdgenos e (6) ndo necessita de matéria-prima, como o petroleo, para serem
produzidos. Entretanto, fatores como o planejamento das aplicacdes,
respeitando-se o periodo de incubagdo do patdgeno, de modo que o inseto possa
ser eliminado antes de prejudicar economicamente a cultura, e a necessidade de
um conhecimento tecnoldgico, as vezes de dificil implementacéo, especialmente
pelo nivel cultural do agricultor, podem ser encarados como desvantagens
(Alves, 1998).

As técnicas de producdo massal desses controladores bioldgicos, a
otimizagdo dos processos de aplicacdo e o melhoramento genético dos
microrganismos empregados, tornando-os mais eficientes, vém sendo

desenvolvidos em laboratérios de todo o mundo (Leite et al., 2003).

2.2 Fungos entomopatogénicos
Juntamente com predadores e parasitoides, varios entomopatégenos séo
encontrados causando doencas em individuos da familia Aleyrodidae por todo o
mundo. Muitos fungos estdo sendo considerados para o controle biolégico

(Lacey et al., 1996). Para selecionar fungos patogénicos para o controle de



aleirodideos é necessario selecionar isolados que combinem as melhores
caracteristicas possiveis para matar o inseto alvo. Uma das caracteristicas € a
boa producdo massal, bem como a alta conidiogénese em meios de cultura
artificiais (Moore & Prior, 1993; Prior, 1992, citados por Meekes et al., 2002).
Muitos fungos, tais como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Paecilomyces
fumosoroseus (Wize) Brown & Smith e Lecanicillium lecanii (Zimm.) Gams &
Zare, tém sido desenvolvidos como produtos comerciais (Bolckmans et al.,
1995) (Knauf and Wright, 1994; Ravensberg et al., 1990, citados por Meekes et
al., 2002). Pesquisas anteriores indicaram que A. aleyrodis também é um
promissor agente de controle devido a sua tolerancia a umidades relativas
inferiores a 50% e a sua longa persisténcia em superficies foliares (Fransen,
1995).

Avancos na qualidade dos micoinseticidas abrirdo nichos antes néo
vislumbrados. A presséo crescente da sociedade por alimentos mais saudaveis, a
conscientizacdo de profissionais do setor agropecuério brasileiro quanto as
adversidades causadas pelo uso abusivo de agrotoxicos e quanto a necessidade
de inclusdo do controle biol6gico em estratégias de manejo de resisténcia de
insetos-praga, a implantagéo de legislagfes cada vez mais restritivas ao emprego
de produtos quimicos e a expansdo da agricultura organica e do cultivo
protegido, entre outros fatores, provavelmente, reverterdo, nos préximos anos,
em demanda consideravelmente maior do que a atualmente observada. Resta,
entdo, as biofabricas investir no aumento de produtividade e na constante
melhoria de seus produtos (Faria & Magalhaes, 2001).

Diferentemente das bactérias e virus entomopatogénicos que invadem o
hospedeiro através do aparelho bucal (ingestdo), os fungos possuem a
capacidade de penetrar ativamente pelo tegumento, devido a uma acdo
combinada de pressdo mecéanica e acdo de enzimas e, apds a penetragdo,

proliferam na hemocele e, em seguida, produzem toxinas. Tais eventos podem



culminar com a morte do animal. Assim, a produgdo de enzimas e toxinas € um
importante fator de viruléncia de um fungo entomopatogénico (Alves, 1998).

O processo de infeccdo de fungos em seus hospedeiros ocorre em fases
sucessivas de germinacdo, diferenciacdo, penetracdo, colonizagdo, reproducao e
disseminacdo (Schrank et al., 1993). Inicialmente, encontrando condic¢des
favoraveis de umidade e temperatura, o fungo forma um tubo germinativo; na
extremidade deste tubo forma-se uma dilatacdo, denominada apressorio, cuja
porcdo inferior apresentara uma saliéncia (grampo de penetracéo), a qual penetra
no tegumento do inseto. Na penetracdo estdo envolvidos dois processos
principais: um fisico (pela pressdo da hifa que rompe areas membranosas ou
esclerosadas) e um quimico (resultante da elaboracdo de enzimas que facilitam a
pressdo mecanica). A hifa que penetra sofre engrossamento e se ramifica
inicialmente no tegumento e, posteriormente, na cavidade geral (Hemocele); a
partir de entdo, formam-se pequenas colénias do fungo (Alves, 1998).

Durante a penetragdo da cuticula, componentes cuticulares devem ser
hidrolisados pelas enzimas produzidas e liberadas pelo fungo, que incluem
proteases, quitinases e lipases. Quando essas enzimas conseguem promover uma
abertura na cuticula do inseto hospedeiro, uma saliéncia conhecida como
grampo de penetragdo € introduzida, iniciando a infestacdo da hemocele do
inseto (Shimizu et al., 1992).

Devido ao modo de infec¢do do fungo, que se da principalmente atraves
da cuticula, a utilizagdo de fungos é uma solugdo viavel como agente de controle
de insetos sugadores, entre eles os da ordem Hemiptera (Alves, 1998; Dolinski
& Lacey, 2007).

A morte do inseto ocorre devido a fatores como producao de micotoxinas,
mudangas patoldgicas na hemocele, acdo histolitica, bloqueio mecéanico do
aparelho digestivo devido ao crescimento vegetativo e outros danos fisicos em

decorréncia do crescimento do miceélio. Tal evento ocorre de quatro a cinco dias



apos a infeccdo, quando as hifas se desenvolvem invadindo os diversos 6rgédos
internos. Apds o esgotamento dos nutrientes, as hifas se estendem para fora do
corpo do hospedeiro, formando um micélio que recobre a superficie do
tegumento, resultando na mumificacdo. Sob condi¢bes ambientais apropriadas,
ocorre a producdo de conidios, que poderdo ser disseminados pelo vento para
infectar outros insetos (Alves, 1998).

Devido a seguranga atribuida aos fungos entomopatogénicos,
especialmente em relacdo aos animais homeotérmicos (Crawford et al., 1998),
maiores conhecimentos acerca dos fatores de viruléncia permitirdo o
desenvolvimento de novas metodologias de cultivo e aplicacdo, com a finalidade
de elevar as taxas de mortalidade associadas aos mesmos e reduzir a utilizacdo
de controladores quimicos, diretamente nocivos tanto para 0s animais quanto

para o0 ambiente.

2.3 Aschersonia aleyrodis Webber

O género Aschersonia é conhecido por causar severa epizootia em
moscas-brancas (Aleyrodidae) e em alguns coccideos nas regides tropicais e
subtropicais (Meekes et al., 2000). As espécies que atacam moscas-brancas
infectam, principalmente, o estagio imaturo. Embora seja considerado um dos
géneros mais estudados para o controle de insetos (Alves, 1998) e cerca de 23
espécies tenham sido descritas em moscas-brancas, pouco se conhece sobre sua
efetividade no controle de aleirodideos (Meekes et al., 2002).

A. aleyrodis foi um dos primeiros fungos utilizados no controle bioldgico
de insetos pragas na América do Norte. O sucesso no seu uso em culturas de
citrus na Florida ja é relatado desde 1900, guando citros com conidios de A.
aleyrodis foram introduzidos em culturas de citros a fim de iniciar epizootias na
populagdo de moscas-branca (Berger, 1921 e Fawcett, 1936 citados por Liu et
al., 2006).



A. aleyrodis é um fungo que segundo Browning & McCoy (1994), citado
por Alves (1998), constitui um dos agentes mais importantes que atuam no
controle natural de pragas de citros. Atacam cochonilhas e moscas-brancas na
fase conidial. Na fase ascdgena, é Hypocrella (Ascomycetes) e ocorre sobre
coccideos. Os conidios sdo hialinos, fusodides unicelaulares, originados em
picnidios formados na cavidade de um estroma hemisférico de coloracdo
avermelhada que recobre todo o corpo do inseto. E considerado o maior inimigo
natural das moscas-branca Dialeurodes citri Ashmead (HEMIPTERA,
ALEYRODIDAE) e Dialeurodes citrifolii (Morgan) (HEMIPTERA,;
ALEYRODIDAE), em diferentes regides do pais. E muito comum ser observado
em epizootias naturais.

Na Bulgaria, na China, no Japdo e na Unido Soviética, A. aleyrodis foi
utilizado contra moscas-branca em casas de vegetagdo. O fungo foi
desenvolvido comercialmente pela Koppert Biological Systems, na Holanda,
como um biopesticida adequado para aplicacdo em estufas (Evans & Hywel-
Jones, 1990).

No entanto, permanecem alguns obstaculos: espécies de Aschersonia
apresentam culturas de crescimento lento e nem todas as fases de vida do
hospedeiro pode ser atacado (Ramakers & Samson 1984 citado por Liu et al.
2006). Estudos recentes sobre conidiogénese, germinacgdo, e patogenicidade
permitiram melhor compreensdo da biologia de A. aleyrodis, a fim de
desenvolver ainda mais este promissor agente no controle bioldgico (Meekes et
al., 2002).

2.4 Fatores que influenciam a viruléncia
Vérios fatores de patogenicidade estdo envolvidos na colonizacdo do
hospedeiro pelos fungos, tornando esse mecanismo bastante complexo. Dentre

estes fatores, esta a producédo de toxinas e de exoenzimas. Na maioria dos casos,



a infeccdo do inseto inicia-se com a deposi¢do de conidios sobre a cuticula e ou
penetracdo mecanica (Heale et al., 1989; Lecuona et al., 1991).

Na superficie do conidio, ainda ndo germinado, foi detectada a presenca
de enzimas que tém efeito de adesdo, na aquisi¢ao preliminar de nutrientes e que
também causam modifica¢des superficiais nas camadas externas da cuticula do
hospedeiro (St. Leger et al., 1989). O conidio € o propagulo mais adequado para
uso no controle bioldgico, ja que é a mais resistente as condices adversas do
ambiente, podendo ser preservado por um tempo relativamente longo (Abreu et
al., 1983 citados por Leite et al., 2003). Além disso, os conidios sdo hidréfobos,
0 que favorece a sua adesdo na cuticula do hospedeiro (Boucias et al., 1988).

Apbs a infeccdo via tegumento, dependendo da presenca de nutrientes
(glicose, quitina, nitrogénio, entre outros), o fungo germina de 12 a 18 horas. A
penetracdo tegumentar ocorre devido a acdo mecénica e enzimética (Alves,
1998).

As enzimas, dentre elas as quitinases, sdo liberadas pelo tubo germinativo,
que tem fundamental importancia na degradacdo da cuticula do inseto,
favorecendo o processo nutricional entre o fungo e o hospedeiro. A produgéo de
enzimas pelos fungos tem sido estudada com vérias finalidades. Uma delas é
correlaciona-la com os processos de especificidade, patogenicidade e viruléncia
(Alves, 1998).

Paris & Segretaim (1978), citados por Alves (1998), relataram que a
viruléncia de B. bassiana estava relacionada a producdo de lipases, 0 que
facilitaria a selecdo de racas com essas caracteristicas. As lipases sdo
responsaveis pelo fracionamento dos lipideos (6leos e gorduras) existentes na
superficie dos insetos, para posterior metabolizacdo pelos microrganismos. Os
alcanos da camada de lipideos da epicuticula podem ser utilizados como fonte de
nutrientes para os estagios iniciais de desenvolvimento dos fungos (St. Leger et
al., 1988).

10



Gupta et al., (1992) analisaram a producdo de proteases por B. bassiana e
relataram a importancia de estudar vérios isolados, ja que as diferengas
quantitativas na producdo de proteases por diferentes isolados podem influenciar
diretamente a viruléncia do fungo. A importancia de analisar a variabilidade
entre isolados quanto a producéo de proteases é refor¢ada pelos dados de Leal et
al. (1997), os quais demonstraram variacdo significativa na seqiéncia de
nucleotideos do gene PR1, que codifica para sintese de enzimas especificas,
entre diferentes isolados de fungos entomopatogénicos.

A composicdo do meio tem uma estreita relagdo com o custo e a qualidade
do fungo produzido, pois pode influenciar o tipo, o formato e a quantidade de
propagulo produzido, além da sua estabilidade ap6s secagem e de sua
agressividade, medida em termos de viruléncia e patogenicidade. Portanto, no
desenvolvimento de um meio de cultura, é importante selecionar um meio
definido ou semidefinido que proporcione uma boa producdo da forma desejada
do fungo, variando os componentes do meio, analisando o impacto na produgéo,
viruléncia, capacidade de suportar processos de secagem e estabilidade do
patdgeno (Jackson, 1997).

Um meio de cultura deve possuir, basicamente, uma fonte de carbono
(amido, glicose, sacarose, dextrose e diversos outros agucares) e nitrogénio
(extrato de soja e outros subprodutos vegetais, extrato de levedura e peptona ou
até mesmo acido casamino), sais minerais e alguns fatores de crescimento (Leite
etal., 2003).

A utilizacdo de meios so6lidos, por ndo precisar de tecnologias mais
aprimoradas, é a forma mais comum na producdo de fungos entomopatogénicos,
inclusive em escala comercial. Neste tipo de substrato, o crescimento e a
conidiogénese do fungo se dao sobre o substrato solidificado pela presenca do
agar, por exemplo, ou de outros agentes solidificantes (Moino Jr., 2000). Essa

forma de producdo de fungos tem sido utilizada para a manutencao rotineira de
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isolados e a producdo em pequena escala de conidios, visando estudos de
laboratério, bem como para a producdo em média e grande escala, visando testes
de campo e comercializacdo. O fungo é produzido na superficie do meio solido,
dentro de diferentes recipientes, conforme o objetivo e a escala da producdo
(Leite et al., 2003).

A conidiogénese em substratos solidos é vantajosa, pois a maioria dos
fungos, naturalmente, realiza este processo em substratos solidos, além de ser
facilmente mantido em laboratério. Geralmente, os conidios produzidos dessa
maneira tendem a ser mais tolerantes a dissecacdes e mais estaveis em ambientes
secos, comparados aqueles produzidos em meio liquido (Jackson, 1997).

O sucesso no uso do meio solido para a producdo de fungos
entomopatogénicos deve-se tanto ao mercado existente para o produto em locais
com elevado desenvolvimento tecnoldgico quanto ao mercado baseado em
baixos custos operacionais, como é o caso da producdo em paises considerados
de terceiro mundo (Jackson, 1997).

Os conidios sdo os principais veiculos para dispersdo, transmissdo e
persisténcia de fungos entomopatogénicos. Para que os conidios iniciem a
infeccdo, eles devem entrar em contato com a cuticula do inseto, germinar e,
entdo, realizar a penetragdo (James, 2001).

Para um controle efetivo, os conidios, que sdo as unidades infectantes,
devem possuir alta viabilidade (isto €, alta habilidade para germinar) e viruléncia
contra o inseto praga a ser controlado. Os efeitos de diversos fatores ambientais,
incluindo temperatura, umidade, luz e concentracdo de gases na estabilidade de
conidios entomopatogénicos, vém sendo constantemente examinados. Assim
como a viabilidade, a viruléncia do conidio deve ser mantida, mesmo ap6s erto
periodo de estocagem do fungo, para que ela seja considerado um agente de

controle microbiano efetivo (Daoust & Roberts, 1982).
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A germinagdo do conidio ¢ um fator de grande importancia na
determinagdo da viruléncia de um fungo entomopatogénico. Drummond et al.
(1987) demonstraram que isolados de L. lecanii mais virulentos germinaram
mais rapido na superficie do inseto que isolados pouco virulentos. Em diversos
experimentos com diferentes espécies de fungos, a utilizacdo de conidios ja
germinada induziu a uma taxa de mortalidade maior e infeccdo mais rapida do
gue conidios ndo-geminados.

Experimentos baseados na determinacdo da viabilidade de conidios
sofrem algumas dificuldades e limitacdes, tais como a dificuldade na
diferenciacdo de conidios ndo-germinados entre vivos e mortos; o tempo e o
trabalho requeridos para um véalido e completo estudo; a influéncia dos efeitos
ambientais e substratos na germinacdo (Firstencel et al., 1990).

Previamente aos bioensaios com fungos entomopatogénicos, torna-se
necessario o teste de viabilidade, que é feito, em geral, utilizando-se meio
batata-dextrose-4gar (BDA) ou agar-4gua (AA). Dependendo do meio em que
germinam, diferentes isolados de uma mesma espécie podem se comportar de

maneira diferente quanto a germinagéo (Francisco et al., 2003).

2.5 A familia Aleyrodidae Westwood 1840

A familia Aleyrodidae, a qual pertencem a mosca-branca e a mosca-
negra-dos-citros, inclui 166 géneros e 1.551 espécies, divididas em duas
subfamilias viventes (Aleurodicinae e Aleyrodinae) e uma féssil (Bernaeinae). A
classificacdo genérica dos insetos desta familia é baseada em estruturas do
quarto instar larval, também chamada de “pupéario”, e ndo em estruturas de
adultos (Evans, 2007). Uma grande vantagem dessa identificacdo é que os
pupérios sdo sésseis, sendo possivel coletar e identificar plantas hospedeiras com
insetos. Infelizmente, algumas espécies polifagas variam a aparéncia de seus

pupérios, dependendo da forma da cuticula da planta hospedeira na qual se
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desenvolveram. Esta variagdo tem causado um numero significativo de
identificacfes erradas e, portanto, dedugdes de associacbes com plantas
hospedeiras devem ser feitas com cautela (Mound & Halsey, 1978, citados por
Byrne & Bellows Jr., 1991).

Os aleirodideos estdo amplamente distribuidos geograficamente e vivem
sobre um grande numero de plantas silvestres e ornamentais. Entretanto,
diversas espécies tém sido apontadas como pragas de culturas de importancia
econbmica, por simplesmente sugarem a seiva das plantas, outras por
transmitirem viroses e substancias toxicogénicas, por facilitarem o ataque de
patégenos ou proporcionarem o aparecimento de fumagina sobre seus dejetos
(Cassino & Nascimento, 1999).

Morfologicamente, os aleirodideos sdo semelhantes aos pisilideos, embora
ecologicamente sejam equivalentes, nos trépicos, com afideos, insetos
oportunistas com populagBes transitorias. O aparato bucal é similar ao dos
pisilideos, mas, em contraste com este, a antena possui menos antendmeros e as
asas posteriores menos nervuras (Mound & Halsey, 1978 citado por Byrne &
Bellows Jr., 1991).

2.5.1 Aleurocanthus woglumi Ashby 1915

O género Aleurocanthus pertence a subfamilia Aleyrodinae e apresenta
cerca de 80 espécies, distribuidas por todas as regides do globo, embora apenas a
espécie Aleurocanthus woglumi Ashby, 1915 tenha relatos de ocorréncia em
todas elas (Evans, 2007).

A mosca-negra-dos-citros, A. woglumi, é originaria do Sudoeste da Asia e
encontra-se disseminada em grande parte do mundo (Africa, Américas do Norte,
Central e do Sul). O seu primeiro relato ocorreu na Flérida em 1934, sendo
erradicada com sucesso. Entretanto, em 1976, foi relatada novamente na area de

Lauderdale. Desta vez, a infestagdo ocorreu mais difusa e a sua erradicacdo
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julgada mais dificil, se ndo impossivel. Muitas vespas parasitoides foram
liberadas e duas delas realizaram excelente trabalho no controle da infestacéo.
Entre os hospedeiros preferidos de A. woglumi estdo a manga e os citros. Altas
infestacBes por mais de um ano podem causar rapida deterioracdo das frutiferas.
Esses aleirodideos sdo mais comuns na metade inferior das arvores de citros
(Fasulo & Brooks, 2001).

Em 1999, a Instrucdo Normativa n° 38, do Ministério de Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), apresentou uma lista de pragas
quarentenarias para o Brasil, considerando A. woglumi como uma praga em
potencial, mas ainda ndo presente no pais (Brasil, 1999). Entretanto, em
julho/2001, foi relatada a sua ocorréncia no Pard (Oliveira et al., 2001), sendo,
posteriormente, registrada no Maranhdo em 2003, nas cidades de Boa Vista do
Gurupi, Imperatriz e Bacabal, em pomar de citros com dez anos. Em 2004, ainda
no Maranh&o, novos registros foram feitos em Barra do Corda e em S&o Luis,
em citros e mangueira, verificando-se, naquela ocasido, a presenca de mais de
100 pupérios/folha (Lemos et al., 2006). Em dezembro de 2007, na Instrucéo
Normativa n® 59, foi feita nova lista de pragas quarentenarias (A2), na qual hd o
relato da ocorréncia desta praga nos estados do Amapa, do Amazonas e de
Tocantins (Brasil, 2007).

Em 2008, um laudo do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo confirmou a
ocorréncia dos primeiros focos da mosca-negra-dos-citros em pomares na regido
noroeste do Estado de Sao Paulo (Porto, 2008).

Para 0 estado de Minas Gerais ainda ndo foi relatada a ocorréncia desta
praga, mas, ainda assim, o Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA) desenvolve
acles de prevencdo. Nas Ultimas semanas, a preocupagdo com a mosca-negra
cresceu no pais, devido a identificacdo de focos em Sdo Paulo e em Goids
(Agéncia Minas, 2008).
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O impacto negativo da introducdo da mosca-negra-dos-citros em regifes
produtoras de frutas pode ter consequéncias desastrosas, ndo somente sob o
ponto de vista econdmico, mas, também, o ambiental. Isso se deve aos efeitos
gue as medidas de controle adotadas podem ter sobre 0s recursos naturais quanto
ao dano da praga na flora nativa e, ainda, a sua possivel adaptacdo a outras
espécies comerciais, no momento ndo consideradas hospedeiras (Barbosa &
Paranhos, 2004).

A mosca-negra-dos-citros representa uma ameaca a citricultura brasileira
por ser uma praga gquarentendria de alerta maximo (Batista et al., 2002; Lemos et
al., 2006), uma vez que sdo desconhecidas as formas de controle. Até 2004,
ainda ndo existiam recomendacdo oficial e registro, no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil, de produtos inseticidas para o
controle dessa praga (Lemos et al., 2004). Entretanto, varios inseticidas foram
testados para o seu controle, tais como monocrotofés, oxydemeton-metil,
fosfamidon e dimetoato, que sdo os mais usados (Barbosa & Paranhos, 2004).

A mosca-negra ataca mais de 300 espécies de plantas (Nguyen & Hamon,
1993), tendo como hospedeiros principais citros, caju e abacate. Porém, em
elevada densidade populacional, os adultos se dispersam para outras plantas
hospedeiras, como roseiras, macieiras, cafeeiros, mangueiras, figueiras,
mangueiras, goiabeiras, bananeiras, videiras, mamoeiros, pereiras, marmeleiros
e romdzeiras (Oliveira et al., 2001).

Tanto os adultos como as formas imaturas da mosca-negra causam danos,
pois se alimentam de grande quantidade de seiva, deixando a planta debilitada,
levando-a ao murchamento e, em muitos casos, a morte. Além disso, eliminam
uma excre¢do agucarada, induzindo o aparecimento de fungos sapréfitos que,
por serem escuros, formam a chamada fumagina que, em grande quantidade,
reveste folhas, frutos e ramos, reduzindo a fotossintese, impedindo a respiracdo

da planta e diminuindo o nivel de nitrogénio nas folhas. Em elevada quantidade,
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a fumagina interfere na formacdo dos frutos, reduzindo seu valor comercial. Os
prejuizos podem variar de 20% a 80% na producdo (Oliveira et al., 2001;
Barbosa & Paranhos, 2004).

A mosca-negra ocorre durante todo o ano, entretanto, a sua reproducdo é
baixa nos meses mais frios e chuvosos (Barbosa & Paranhos, 2004). Os ovos,
que sdo alongados e de coloragcdo branco-cremosa, sdo depositados em espiral na
face abaxial das folhas, em grupos de 35 a 50. As fémeas pdem, em média, 100
ovos durante seu ciclo de vida. A eclosdo das ninfas ocorre em 4 a 12 dias,
dependendo do clima (Oliveira et al., 2001; Lemos et al., 2006). As ninfas
recém-eclodidas sdo claras e também achatadas, mas, em pouco tempo, tornam-
se escuras. No primeiro instar sdo bastante ativas, com seis pernas, movem-se
por um curto periodo de tempo e, depois, inserem as pegas bucais nas folhas e
comeca, entdo, a sugar a seiva elaborada. O quarto e ultimo instar é denominado
pupario, que é brilhante e circundado por secrecdo cerosa branca, com grandes
cerdas dorsais (Barbosa & Paranhos, 2004). O adulto é preto, com tons cinza-
azulados; a fémea mede 1,24 mm e 0 macho 0,99 mm de comprimento (Nguyen
& Hamon, 1993). O ciclo bioldgico, em condi¢des naturais, varia de 54 a 103
dias, com quatro geracbes ao ano (Martinez, 1983). A fecundidade e a
sobrevivéncia de A. woglumi estdo diretamente relacionadas com a planta
hospedeira e seu desenvolvimento é favorecido por temperaturas entre 28° e
32°C e umidade relativa do ar elevada, entre 70% e 80% (Barbosa & Paranhos,
2004).

O inseto é capaz de voar até 187 metros em 24 horas. A disseminacao da
praga pode também ocorrer por meio de folhas infestadas, carregadas pelo vento
(Barbosa & Paranhos, 2004).

Trabalhos recentes foram desenvolvidos pela agronoma Maércia Reis Pena,
na Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em parceria com a Escola

Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), da USP, avaliando o ciclo de

17



desenvolvimento de A. woglumi e o uso do fungo Aschersonia sp., tendo sido
obtidos bons resultados quanto ao controle da mosca-negra em condic¢des de
laboratério (Agéncia USP, 2008).

2.5.2  Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)

Estimam-se, na familia Aleyrodidae, mais de 1.200 espécies descritas,
sendo 37 reconhecidas como pertencentes ao género Bemisia (Mound & Halsey,
1978, citados por Byrne & Bellows Jr., 1991).

Em geral, atingiam pequenas popula¢des, até o inicio da década de 1970,
guando ocorreram niveis alarmantes destes insetos no norte do Parana e sul de
S&o Paulo, devido, principalmente, ao aumento do plantio de soja, que também é
hospedeiro para este inseto (Gallo et al., 2002).

Atualmente, B. tabaci (Gennadius) é um complexo com varios biotipos e
tem como hospedeiros diferentes espécies de plantas de importancia econdmica,
plantas ornamentais e plantas daninhas (Brown et al., 1995). Entre elas, merece
destaque B. tabaci (Gennadius) bi6tipo "B", por ser cosmopolita e polifaga,
traduzindo-se em sério problema para uma vasta gama de culturas de
importancia econdémica e ornamental, tanto pelos danos causados de forma
direta, por meio da succdo de seiva, quanto pela transmissdo de geminivirus
(Caballero, 1993). Além disso, é altamente resistente aos inseticidas
tradicionalmente utilizados no controle de moscas brancas, sendo responsavel
por prejuizos que giram em torno de alguns bilhdes de délares/ano, bem como
por indices de desemprego no campo superiores a 30%. E considerada uma das
principais pragas do século XX (Ferreira & Avidos, 1998).

A importancia de B. tabaci tem aumentado e isso tem sido associado a
introducdo e dispersdo do bidtipo “B”, em varios paises das Américas e da
Europa. O biodtipo “B” diferencia-se do bidtipo “A” por apresentar maior

fecundidade, maior nimero de hospedeiros, resisténcia a varios inseticidas e
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capacidade de induzir anomalias fisioldgicas as plantas, tais como o prateamento
das folhas de cucurbiticeas e 0 amadurecimento irregular de frutos do tomateiro,
gue sdo anomalias ndo causadas por nenhum outro biétipo (Brown et al., 1995).

A primeira constatacdo da mosca branca, B. tabaci bidtipo B (=Bemisia
argentifolii), no Brasil, foi feita no estado de So Paulo, no inicio dos anos 1990.
Naquela ocasido, surtos populacionais do inseto foram observados em plantas
ornamentais, principalmente poinsétia (Euphorbia pulcherrima) e crisintemo
(Chrysanthemum morifolium) e em lavouras de tomate (Lycopersicon
esculentum) e de abobora (Cucurbita moschata), causando as anomalias
conhecidas como amadurecimento irregular dos frutos do tomateiro e folha
prateada da aboboreira (Lourencdo & Nagai, 1994).

No verdo de 1997/98, surtos populacionais de B. tabaci biotipo B foram
observados no norte do estado de S&o Paulo, nos municipios de Guaira e
Migueldpolis, importante polo agricola com agricultura diversificada e irrigada e
uma das poucas areas paulistas onde ainda ndo haviam sido observadas
infestacdes do inseto.

As moscas-brancas, ao se alimentarem no floema, causam danos diretos e
indiretos as plantas. Como dano direto ocorre a suc¢do de seiva, que influencia
no desenvolvimento da planta, afetando seu crescimento, sua capacidade de
producdo e a qualidade do produto final, sejam frutos ou folhagens. Outro dano
importante é a producdo do honeydew que, ao se depositar sobre as folhas e
frutos, serve como substrato para o desenvolvimento de fungos de coloracdo
preta do género Capnodium, que formam a fumagina e encobre as partes verdes
da planta, diminuindo a érea fotossintética e a qualidade dos frutos (Norman et
al., 1996).

S&o insetos pequenos, de Imm de comprimento, que apresentam seus dois
pares de asas cobertos por uma pulveruléncia branca. Os ovos sdo colocados nas

faces inferiores das plantas, dos quais eclodem ninfas, que j& iniciam a succéao
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foliar, movimentando-se apenas no inicio, fixando-se de maneira semelhante as
cochonilhas. O ciclo completo dura cerca de 15 dias, sendo a longevidade das
fémeas algo em torno de 18 dias. O bidtipo “B” deste inseto pode colocar, em
média, 300 ovos/dia (Gallo et al., 2002).

Existem, atualmente, cerca de 70 virus transmitidos pela mosca-branca em
todo o mundo, em diferentes culturas e plantas invasoras, segundo Gerling
(1996). O inseto tem alta capacidade de adaptacdo em relacdo a mudancas
climéticas e se multiplica em grande numero de hospedeiros. Assim, esta
combinacdo de caracteristicas possibilita a distribuicdo nas principais culturas
economicamente importantes no mundo. A interacdo virus-vetor é o aspecto
principal de disseminacgdo da praga e a contaminacédo do inseto se da pela picada
e a succdo de seiva em uma planta por, no minimo, 60 minutos, seguidas de um
periodo de adaptacdo do virus no inseto por cerca de 5 horas, para que, entdo, o

inseto inicie a transmissao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material biol6gico

Foi utilizado um isolado de Aschersonia sp., obtido sobre cadaver de A.
woglumi, proveniente da Faculdade de Ciéncias Agrérias da Universidade
Federal no Amazonas (UFAM).

Para a obtencdo do extrato de substancias cuticulares foram utilizados
imaturos de Galleria mellonella (L., 1758) (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) e
de Tenebrio sp. desidratados em estufa, a 80°C, por cerca de duas horas. Apos a
secagem, 0s insetos foram triturados e adicionados a &gua destilada, numa
concentracdo de 10% sobre o volume, que foi posteriormente fervida, em forno
de microondas, por 8 minutos (Neves, 1991, adaptado). Apds a fervura, foram
adicionados os ingredientes que compdem cada meio de cultura, seguindo-se a
esterilizacdo em autoclave, durante 20 minutos, a 121°C, para posterior
utilizacdo nos bioensaios.

O fungo foi inoculado, com o auxilio de uma alca de Drigalski, em cinco
placas com meio BDA (batata-dextrose-agar), sendo incubado em cdmara BOD
(26x1°C, 14 horas de fotofase) por um periodo de 10 dias. Apos esse periodo, 0s
fungos foram raspados do meio de cultura com a utilizacdo de uma pequena
espatula, a fim de se obter in6culo em quantidade necessaria para 0S
experimentos.

Nos bioensaios, foram utilizados insetos adultos de B. tabaci bi6tipo “B”,
criados em vasos com uma planta de couve, Brassica oleracea (L., 1758), em

casa de vegetacdo do Departamento de Entomologia da UFLA.
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3.2 Inoculacéo dos isolados nos meios de cultura
O fungo produzido previamente foi inoculado em placas de Petri contendo
0s meios observados na Tabela 1, cujas composi¢des se encontram no Anexo.
Cada um deles foi considerado um tratamento e, para cada um, foram preparadas
8 placas. As placas foram acondicionadas em cdmara BOD (26+1°C, 14 horas de
fotofase) por um periodo de 12 dias. Apds o décimo segundo dia, o fungo que
estava se desenvolvendo sobre 0 meio de cultura foi raspado e armazenado em

tubos Eppendorfs para posterior montagem dos experimentos.

TABELA 1 Tratamentos utilizados nos experimentos e suas respectivas siglas

Meio de cultura Sigla
Meio para esporulacao ME
Sabouraud maltose agar com extrato de levedura SMAY
Sabouraud dextrose agar com extrato de levedura SDAY
Batata-dextrose-agar BDA
Batata-dextrose-agar + extrato de Galleria mellonella (10%) BDAGmM
Batata-dextrose-agar + extrato de Tenebrio sp. (10%) BDAT

3.3 Bioensaios
3.3.1 Viabilidade dos conidios

Apo6s a producdo do fungo Aschersonia sp. nos diferentes meios de
cultura, o mesmo foi raspado, com o auxilio de uma espétula e a concentracdo de
conidios determinada sob microscépio Optico, em camara de Neubauer, Foram
preparadas suspensdes padronizadas em 10" conidios/mL, em &gua destilada
mais espalhante adesivo (Tween) 0,01%. Foram espalhados 100 pL desta
suspensdo, com auxilio da alca de Drigalski, em cinco placas de Petri, contendo
uma fina camada de meio agar-agua (AA), para cada um dos indculos
provenientes de diferentes meios de cultura. Essas placas foram acondicionadas
em cadmara BOD (26+1°C, 14 horas de fotofase), por 24 horas (Alves, 1998).
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Apos o periodo de incubacdo, os conidios foram observados diretamente
sob microscépio 6ptico, sendo contados pelo menos 450 conidios em cada uma
das placas inoculadas, distinguindo-os entre germinados e ndo germinados. O
procedimento foi repetido trés vezes e os dados expressos em percentual de

conidios germinados.

3.3.2 Crescimento radial das colonias
Os conidios foram inoculados em trés pontos, distintos e eqlidistantes
entre si, na superficie dos meios em estudo, em oito placas de Petri, utilizando-se
de agulha de platina estéril. Estas placas foram posteriormente acondicionadas
em BOD (26+1°C, 14 horas de fotofase), durante 12 dias. Apos esse periodo, foi
avaliado o crescimento radial das colbnias, por meio de duas medicOes

perpendiculares, resultando num didmetro médio.

3.3.3 Conidiogénese
Para avaliar a producdo de conidios nos diferentes meios de cultura, as
colénias que tiveram seu didmetro mensurado foram coletadas com auxilio de
um estilete e colocadas em tubos de fundo chato contendo 10 mL de &gua
destilada com espalhante adesivo (Tween 80) 0,01%. Os conidios foram
desprendidos por meio de agitacdo em vortex e, posteriormente, realizadas
diluicBes sucessivas para a contagem e a quantificacdo em camara de Neubauer.

Os dados foram expressos em namero de conidios por col6nia (Alves, 1998).

3.3.4  Viruléncia sobre Bemisia tabaci
Para este bioensaio foram utilizados apenas trés meios (BDA, BDAGm e
BDAT), pois, apds a analise da producdo de conidios em todos os meios, foram
descartados meios que, aparentemente, seriam boas solucBes para a producgdo

massal de Aschersonia sp., como, por exemplo, 0s meios SMAY e SDAY, que
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apresentaram bons valores de crescimento radial, mas que, por outro lado,
obtiveram producdo quase que insignificante de conidios.

Foram preparadas suspensdes com o fungo produzido nos trés meios
citados acima, utilizando-se agua destilada mais espalhante adesivo (Tween80)
0,01%. Apds a determinacdo da concentracdo de conidios sob microscopio
Optico, com auxilio de uma camara de Neubauer, foram preparadas suspensdes
com concentragdo padronizada em 10%conidios/mL, acrescentando-se é&gua
destilada mais espalhante adesivo.

Em 10 placas de Petri de 18 cm de didmetro, para cada meio de cultura,
foram colocadas folhas de couve aderidas ao meio AA, sobre as quais cerca de
50 adultos de B. tabaci foram dispostos.

Sobre os adultos, utilizando um pulverizador manual e duas bombas a
vacuo, do tipo de aquério, ligadas em seérie, foi aplicado 1 ml da suspenséo
fangica. Para a testemunha, o0 mesmo procedimento foi realizado, aplicando-se
agua destilada mais espalhante adesivo (Tween80) 0,01%.

Apobs a inoculagdo, as placas foram acondicionadas em camara BOD
(26£1°C, 14 horas de fotofase), por um periodo de 12 dias, sendo as avaliagdes
realizadas diariamente.

Os insetos mortos foram, entdo, lavados em &lcool 70% e, depois, em
agua destilada e transferidos para uma camara Umida (placa de Petri, com 7cm
de didmetro, com papel-filtro levemente umedecido), que foi colocada em um
pote plastico fechado contendo espuma umedecida com agua destilada no seu
interior. Estes potes foram, entdo, incubados em cdmara BOD (26+1°C, 14 horas
de fotofase) por até 12 dias, para confirmar o agente causal de mortalidade, por

meio da conidiogénese.
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3.3.5 Analise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados
obtidos analisados estatisticamente, quanto a variancia (teste F) e as médias
comparadas entre si (teste de Scott-Knott), com 5% de significancia, utilizando-

se 0 programa Sisvar (Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Viabilidade dos conidios
Diferencas significativas foram constatadas na viabilidade de conidios, no
qual foram observados dois grupos. No primeiro, apresentam-se os fungos
produzidos em meio SMAY e SDAY, com baixa viabilidade e, no segundo
grupo, encontram-se ME, BDA, BDAGm e BDAT (Tabela 2).

TABELA 2: Viabilidade de conidios de Aschersonia sp. produzidos em
diferentes meios de cultura apds incubacdo por 24 horas em BOD (temperatura
26+1°C, 14 horas de fotofase).

Meios de cultura Viabilidade (%6)"*
SMAY 64,2+4,4a
SDAY 65,614,1a
ME 76,3+6,7b
BDA 78,4+7,4b
BDAGmM 78,7+6,5b
BDAT 83,3+7,6b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia,
pelo teste de Scott-Knott.

2X+EP(X)

Embora Alves (1998) tenha mencionado que a germinacdo pode ser
influenciada pela presenca de nutrientes, como amino&cidos, esterois e hexoses,
entre outros, foi testada a viabilidade do fungo sobre a superficie de um meio de

cultura sem qualquer adi¢do desses compostos.
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Outros nutrientes podem ser acrescentados aos meios de cultivo com o
objetivo de incrementar o crescimento e a conidiogénese dos fungos. O extrato
de levedura é bastante utilizado, por ser excelente fonte de vitaminas do
complexo B, de nitrogénio e de aminoacidos, entre outros (Wenzel et al., 2007).
Estes mesmos autores verificaram que a suplementacdo do meio com extrato de
levedura promove o crescimento e a conidiogénese de alguns isolados do fungo
L. lecani.

Nesse sentido, Boucias et al. (1988), estudando processos iniciais sobre a
infeccdo de fungos entomopatogénicos, reportaram que conidios podem ter
atividades enzimaticas diversas, especialmente sobre carboidratos e proteinas. A
sintese e a secre¢cdo de tais enzimas dependem dos mecanismos de
inducéo/repressao génicos, altamente influenciados pelo meio de cultura em que
0S Mesmos se encontram.

Hallsworth & Magan (1995), testando isolados de Metarhizium anisopliae
(Metsch) Sorok, B. bassiana e Paecilomyces farinosus (Holmsk.) Brown &
Smith, constataram que o crescimento do tubo germinativo ocorreu mais
rapidamente nos conidios que possuiam altas concentragdes intracelulares de
glicerol e eritritol; visto que as concentragdes intracelulares desses componentes
sdo determinadas pelo meio de cultura do fungo, foi possivel a correlacdo do
meio de cultura utilizado com a viabilidade dos conidios pelos autores.

Resultados contraditérios sdo freqlientemente publicados acerca da fase
de germinacdo de conidios. Algumas espécies sdo capazes de germinar
utilizando somente seus proprios nutrientes, enquanto outras necessitam de um
suplemento nutricional exdgeno. Isso demonstra a necessidade de serem
realizados outros experimentos visando constatar a correlacdo direta entre
componentes cuticulares e a viabilidade de conidios, visto que todos os isolados

foram mantidos nas mesmas condi¢Ges (temperatura, fotofase, periodo de
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incubacdo e umidade), desconsiderando, portanto, a interferéncia de algum fator
ambiental sobre tais dados obtidos.

Mansilla & Alvarez (2005a) observaram porcentagens de conidios viaveis
de acordo com o meio no qual o fungo fora produzido, sendo o fungo produzido
em grdos de arroz o Unico a atingir viabilidade superior a 90%. Para 0s outros
meios utilizados, arroz + residuos de soja, farinha de milho + residuos de soja e
trigo moido, os resultados observados foram de 89%, 88% e 69%,

respectivamente.

4.2 Crescimento radial de col6nias

Verificou-se que 0s meios de cultura testados sdo fatores determinantes no
perfil de crescimento do fungo Aschersonia sp., visto que a adicdo de certos
componentes ao meio de cultura aumenta significativamente o didmetro das
colbnias.

Comparando-se os meios de cultura, aquele no qual o fungo apresentou o
maior crescimento radial, apés 12 dias de incubagdo em camara BOD (26+1°C e
14 horas de fotofase), foi 0 meio BDAT, seguido pelos meios SMAY, SDAY e
BDAGmM, mas que ndo apresentaram diferencas entre si. O didmetro das colbnias
de fungos produzidas em meio ME atingiu valores inferiores. Entretanto, o
menor valor quanto ao didmetro médio de col6nias foi obtido a partir da
producdo em BDA (Tabela 3).

Fungos que possuem maior e mais rapido crescimento sdo vantajosos no
controle biologico, pois a infeccdo do hospedeiro torna-se mais rapida e efetiva e
maior crescimento das hifas acarreta maior formacao de metabolitos secundéarios
pelo fungo, dentre os quais as toxinas. Além disso, possibilita a producdo em

larga escala, visando a obtencdo de um produto comercial.
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TABELA 3: Crescimento radial de col6nias do fungo Aschersonia sp. produzido
em diferentes meios de cultura, ap6s 10 dias de incubagdo em BOD (temperatura
26+1°C, 14 horas de fotofase).

Meios de cultura Diametro médio (mm)*?
BDA 9,9+1,3a
ME 11,0+1,3b
BDAGmM 11,9+1,0c
SDAY 11,9+1,7c
SMAY 12,5+1,0c
BDAT 13,8+0,6d

IMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia,
pelo teste de Scott-Knott.

2X+EP(X)

Mansilla & Alvarez (2005b) produziram o fungo A. aleyrodis em
diferentes meios BDA e SDAY e observaram valores de crescimento radial
equivalentes a 9-16 e 9-15 mm, respectivamente, que foram maiores em relacdo
ao valor obtido em ME, com crescimento radial de 5-9 mm. Estes resultados
diferem dos encontrados no presente trabalho, uma vez que o fungo produzido

em meio BDA atingiu valores menores que aquele produzido em ME ou SDAY.

4.3 Conidiogénese
Os meios de cultura SMAY e SDAY produziram, por col6nia, valores
inferiores a 10° conidios (Tabela 4), seguidos pela produgdo das colénias de
Aschersonia sp. cultivadas em meio ME. O fungo cultivado em meio BDA e
meio BDAGmM atingiu valores maiores, mas que nao diferiram entre si. As
col6nias com maior producédo de conidios foram observadas quando o fungo foi

produzido em meio BDAT.

29



O aumento na conidiogénese do fungo Aschersonia sp. pode estar
relacionado com o aumento das fontes de nutrientes proporcionado pela adi¢éo

de Tenebrio sp. ou G. mellonella desidratados ao meio de cultura.

TABELA 4: Numero de conidios do fungo Aschersonia aleyrodis por unidade
de colonia, ap6és 10 dias de incubacdo em BOD (temperatura 26+1°C,

fotoperiodo 14 horas), em diferentes meios de cultura.

Meios de cultura Conidios/colénia (10°)*?
SDAY 0,22+0,13a
SMAY 0,38+0,09a
ME 2,20+0,39b
BDA 3,47+0,76¢C
BDAGmM 4,10+0,96¢c
BDAT 4,80+1,43d

IMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia,
pelo teste de Scott-Knott.

2X+EP(X)

Resultados obtidos por Santoro et al. (2005) indicaram que a presenca de
farinha de crisalida do bicho-da-seda, tanto sozinha quanto combinada ao meio
BDA, aumentou a conidiogénese de B. bassiana. Resultados semelhantes foram
encontrados por Neves (1991), ao adicionar o mesmo composto a batata, para o
fungo Nomuraea rileyi Farlow.

Ao contrario do presente trabalho, Neves (1991) relatou melhor
conidiogénese para 0 meios SMAY, usando como justificativa a diferenca que
existe entre as varias etapas de crescimento. Para o fungo produzido em meio
SMAY, a fase que antecede a formacdo de esporos dura mais tempo que guando

produzida em outros meios, como 0 BDA.
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Mansilla & Alvarez (2005a) também constataram diferentes valores de
producdo de conidios quando o fungo A. aleyrodis foi produzido em diferentes
meios de cultura, tais como SDAY, BDA e ME, observando valores iguais a 10°,
10® e 10° conidios/ml, respectivamente. Estes resultados diferem do presente
trabalho, provavelmente devido ao tempo de producdo, que foi maior no
trabalho de Mansilla & Alvarez (2005a), pois, como mencionado por Neves
(1991), ha diferencas entre as etapas de crescimento. O fungo produzido em
meio SDAY leva mais tempo parar comecar a conidiogénese.

Os meios SMAY e SDAY, devido a presenca de extrato de levedura e da
peptona, sdo ricos em nitrogénio, semelhante ao meio ME. Entretanto, este ndo
parece ser um componente essencial para a conidiogénese ou, até mesmo,
prejudica este processo para o fungo Aschersonia sp., necessitando de mais
pesquisas para esta comprovacao.

Neves (1991) também relatou uma significativa melhora a conidiogénese
de B. bassiana, quando foram adicionados componentes cuticulares ao meio
BDA.

Mansilla & Alvarez (2005b) também observaram diferencas nas
concentragdes de conidios de A. aleyrodis, quando produzidos em diferentes
meios de cultura, observando concentracbes que variaram entre 1,1 X 10°,
quando produzidos em trigo moido e 4,1 x 10° conidios/mL, quando produzidos
em grdos de arroz.

Como o0s conidios sdo as unidades infectivas dos fungos
entomopatogénicos, a producdo rapida e em grandes gquantidades de conidios,
tanto em meios de cultura artificiais quanto durante o processo de conidiogénese
no cadaver, potencializa o uso de determinado isolado em planos de manejo (Liu
et al., 2003; Arthurs & Thomas, 2001).

Sosa-Gomez & Alves (2000) ressaltam, em seu trabalho, que a producéo

de conidios é um evento multifatorial, dependente da umidade relativa, da
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temperatura, do isolado, do hospedeiro ou da composicdo do meio de cultura e
do tempo.

Os meios de cultura, devido a sua composi¢do, influenciam no
desenvolvimento e na conidiogénese de fungos, de acordo com a necessidade
gue esses microrganismos tém de fontes de carbono, nitrogénio, enxofre, ferro,
sodio, potassio e outros minerais (Leite et al., 2003).

As diferencas de comportamento no crescimento e na producdo de
conidios dos fungos estdo intimamente ligadas a composicdo do meio e a
capacidade de assimilacdo dos nutrientes neles encontrados. A esta informagéo
pode-se adicionar o fato de que alguns meios de cultura, considerados
compostos, possuem a sua composicao quimica ignorada, como, por exemplo,
extratos de carne e levedura (Mayea, 1981, citado por Mansilla & Alvarez,
2005a) e, no caso especifico deste trabalho, extrato de Tenebrio sp. e G.

mellonella.

4.4 Viruléncia
Os trés inbculos testados (produzidos em BDA, BDAGmM e BDAT)
apresentaram atividade patogénica para B. tabaci. Os in6culos produzidos em
meio BDAT e em BDAGmM apresentaram-se mais virulentos que o fungo

produzido em BDA sem a adi¢do de qualquer outro componente (Tabela 5).
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TABELA 5: Mortalidade confirmada de Bemisia tabaci pelo fungo Aschersonia

aleyrodis produzido em diferentes meios de cultura.

Meios de cultura Mortalidade (%)"?
BDA 63,0+4,3a
BDAGmM 80,0+6,3b
BDAT 85,6+4,4b

IMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia,

pelo teste de Scott-Knott.

2>_(¢EP(>_()

A composicdo da cuticula de insetos varia de acordo com a espécie e 0
estagio de vida. Gupta et al. (1992) observaram gue a maneira como o fungo
desempenha as suas funcdes esta ligada especialmente a regulacdo da sintese
enzimatica. Portanto, tais valores relativamente elevados de mortalidade
confirmada para os fungos produzidos em meios contendo insetos podem ser
atribuidos a regulacdo da producdo enzimética, embora pesquisas mais
aprofundadas sejam necessarias para esta confirmagé&o.

Conforme Hajaek & St. Leger (1994), considera-se como pardmetro de
seletividade de fungos valores de mortalidade total maior que 60%,
possibilitando o seu uso em futuros programas de manejo.

Tais resultados diferem dos obtidos por Neves & Alves (1995), que ndo
observaram diferenca significativa quanto a viruléncia de N. rileyi para a lagarta-
da-soja Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE),
quando este foi cultivado em meio acrescido de farinha de crisalida de Bombyx
mori L., 1758 (LEPIDOPTERA: BOMBICIDAE).

Os fungos entomopatogénicos tém sua viruléncia reduzida apos passagens
sucessivas por meios de cultura artificiais. Daoust & Roberts (1982)

demonstraram 0 reestabelecimento e, em alguns casos, um aumento da
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viruléncia de isolados de M. anisopliae, apds passagem por larvas de Culex
pipiens L., 1758 (DIPTERA: CULICIDAE). Tal aumento permaneceu estavel,
mesmo apos algumas inoculacdes em meios de cultura artificiais e novos
experimentos, sendo semelhante ao aqui observado, ap6s a producdo do fungo
em meio enriquecido com cuticula do inseto. Além disso, segundo James (2001),
uma fonte exdgena de nitrogénio estimula um crescimento mais efetivo,
favorecendo a viruléncia do fungo.
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5 CONCLUSOES

Existe efeito da composicdo do meio de cultura sobre os aspectos
bioldgicos do fungo Aschersonia sp.

Os indculos fungicos avaliados apresentam atividade patogénica para
Bemisia tabaci.

A adigdo de componentes cuticulares de insetos tem influéncia positiva

na viruléncia de Aschersonia sp. sobre Bemisia tabaci.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O fungo Aschersonia sp. pode ser considerado um importante agente de
controle biolégico. Porém, ha a necessidade da realizacdo de mais estudos,
principalmente quanto a sua producéo, pois, embora alguns meios testados nesse
trabalho tenham influenciado de maneira positiva a viabilidade, o crescimento, a
conidiogénese e a viruléncia sobre Bemisia tabaci, ainda ndo € possivel,
utilizando-se dessas formas de producdo, realizar o controle biol6gico de pragas,
0 que demanda produgdo em mais larga escala.

Entretanto, os meios BDAGm e BDAT podem ser utilizados como bons
pontos de partida para o desenvolvimento de meios alternativos, sejam eles
liquidos, s6lidos ou biféasicos, dando-se, ainda, preferéncia para 0 meio BDAT,
que € obtido a partir de extratos de um inseto que € de facil manutengdo em
condicOes de laboratério e pode apresentar custo de producdo cerca de cinco
vezes menor que o0 meio BDAGm.

Quanto a manutencgdo deste fungo em condigdes de laboratério, os meios
BDA e ME sdo os mais indicados, principalmente devido a facilidade de

producdo e ao preco relativamente baixo.
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ANEXOS

Meios de cultura

Os meios de cultura foram produzidos com base na composicdo descrita por

Alves et al. (1998).

Batata-dextrose-a4gar (BDA)

Batata para a extragdo de amido 200g
Dextrose 20g
Agar 15¢g
Agua destilada (g.s.p.) 1000mL

As batatas foram picadas e cozidas em agua destilada e, posteriormente,
filtradas. Ao filtrado foram adicionados os componentes restantes do meio, que

foi esterilizado, a 121°C, por 20 minutos.

Sabouraud dextrose agar com extrato de levedura — modificado (SDAY)

Peptona bacteriologica 10g
Dextrose 409
Extrato de levedura- 10g
Agar 159
Agua destilada (g.s.p.) 1000mL
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Sabouraud maltose agar com extrato de levedura — modificado (SMAY)

Peptona bacteriolégica 10g
Maltose- 409
Extrato de levedura 29
Agar 15¢g
Agua destilada (g.s.p.) 1000mL

Meio solido para a produgéo de esporos solido - ME

NaNO, 1,58¢
KH,PO, 0,369
MgSO, X 7 H,0 0,69
Na,HPO, x 7H,0 1,059
KCI 1,09
Dextrose 10g
Agar 20g
Extrato de levedura 59
Agua destilada 1000mL

Apbs o preparo, 0 meio foi esterilizado em autoclave, por 20 minutos, a

121°C.
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Meio solido para a producao de esporos, acrescido de cuticula 10%

Foram preparados 900mL de BDA, adicionando-se 100mL do caldo
formado apos a fervura do extrato de cuticula em agua, seguido de esterilizacao,

por 20 minutos, a 121°C.
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