EDSON DE OLIVEIRA

INTERACAO ENTOMOPATOGENICA DE Cladosporium sp. A Brevicoryne brassicae
Linnaeus,1758 (Homoptera: Aphididae) EM COUVE ( Brassica oleracea) NA REGIAO DE
LAVRAS-MG. -

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras como parte das exigéncias
do Curso de Pés-graduagio em Agronomia,
drea de concentragdo em Fitossanidade, Sub-
area de concentragdo em Fitopatologia, para
obtencdo do titulo de “Mestre”,

Orientador

Prof. HILARIO ANTONIO DE CASTRO

LAVRAS ;
MINAS GERAIS - BRASIL
1996



riatendimento
03


FICHA CATALOGRAFIC@_. PREPARADA PELA SECAO DE CLASSIFICACAO
E CATALOGACAO DA BIBLIOTECA CENTRAL DA UFLA

Oliveira, Edson de
Interag@o entomopatogénica de Cladosporium sp. A Brevicoryne

brassicae Linnaeus, 1758 (Homoptera: Aphididae) em couve (Brassica
oleracea) na Regido de Lavras-MG. / Edson de Oliveira. - - Lavras :
UFLA, 1996.

44 p. ¢ il

Orientador : Hilario Antonio de Castro.
Dissertacao (Mestrado) - UFLA.
Bibliografia.

1. Couve - Pulgdo. 2. Praga agricola. 3. Fungo Cladosporium.
4. Entomopatogenicidade. 5. Brevicoryne brassicae. 6. Interag@o.
I. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD-635.349752




EDSON DE OLIVEIRA

INTERACAO ENTOMOPATOGENICA DE Cladosporium sp. A Brevicoryne brassicae
Linnaeus,1758 (Homoptera: Aphididae) EM COUVE ( Brassica oleracea) NA REGIAO DE
LAVRAS-MG.

Dissertacdo apresentada 4 Universidade
Federal de Lavras como parte das exigéncias
do Curso de Pos-graduacio em Agronomia,
drea de concentragdo em Fitossanidade, Sub-
drea de concentragio em Fitopatologia, para
obtencdo do titulo de “Mestre”.

APROVADA: 30 de agosto de 1996

(=S A
Prof. César FreipeCarvalho Prof. Marjo Sobral de Abreu
’ il 2. A .

Prof. Hilirio Antdnio de Castro
(Orientador)



Ao meu pai, Everardo de Oliveira
A minha mie, Maria N. de Oliveira
Aos meus irmios, Elson, Nelson, Nélia e Delcio
A Risia P. Santos

OFERECO

Aos meus pais, Maria e Everardo Oliveira

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras, em especial ao Departamento de Fitossanidade, pela
oportunidade concedida para a realizagio deste curso;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico ( CNPq) pela concessio da
bolsa de estudos;

Ao professor Hildrio Antonio de Castro, pela orientaggo, compreensio € amizade;

Aos professores José Antdnio R. Cabral e Manoel Passos de Castro pela amizade e apoio;

A professora Vanda Helena Paes Bueno, pela co-orientagio;

Ao professor Mario Sobral de Abreu pela amizade e colaboragio;

Ao professor César Freire Carvalho pela colaboragiio;

A professora Anténia Filgueira dos Reis pela compreensio;

Aos funcionarios do Departamento de Fitossanidade da UFLA, em especial a Eloisa, Psida, Ana,
Cleber, Eliana, Lisiane, Carlos, Antonio Carlos, Maria de Lourdes, Augusto, Nazaré e Cleuza.

Aos colegas de pos-graduagdo Eduardo, Jamilson, Leonardo (Varginha), Adriane, Alex, Daniel
Gamarra, Luiz e Gilma Chitarra, Jodo, Jorge, e aos demais colegas pelo convivio e amizade;

A todos aqueles que direta e indiretamente contribuiram para a realizagdo deste trabalho.



SUMARIO

....................................................................................

....................................................................................

....................................................................................

...................................................................................

....................................................................................

2.3 Efeito do ambiente sobre o patogeno, o hospedeiro e a interagao ...........................

2.4 Referéncias Bibliograficas ......

3 Associagio de Cladosporium

Aphididae) em couve na regido de Lavras-MG e caracterizagio dos isolados do

...................................................................................

sp. a Brevicoryne brassicae L.1758 (Homoptera:

....................................................................................

....................................................................................

....................................................................................

....................................................................................

....................................................................................

....................................................................................

....................................................................................

W 00 3 W W

12
12
13
14
15
15
15
15



..........................................................................................

..........................................................................................

..........................................................................................

3.3.1 Associagdo do Cladosporium sp. com o pulgdo da couve .............coovverovrveenno..

3.3.2 Caracterizagdo dos isolados de Cladosporium sp. .............oceooeeveereveerereserer.

3.3.2.1 Caracteres MOMOIOZICOS ........cvovuiuverereceeieestieeeet e e e

3.3.2.2 Crescimento micelial “in VILTO™ ..........oo.ooomeureeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

3.3.2.3 Produgio de esporos..

..........................................................................................

3.4 CONCIUSTES ......cooevivieieeeceeeeeee ettt

.........................................................................................

..........................................................................................

..........................................................................................

..........................................................................................

..........................................................................................

4.2.1 Patogenicidade de Cladosporium sp. & Brevicoryne brassicae ...

4.2.1.1 Em condigdes de 1aboratorio ...................ocoo.eemeeememeeeeereeeeeeeee oo,

4.2.1.2 Em condi¢des de casa

4.3 Resultados e Discussdo ...

de vegetagdo .........ccoeoeieiieieie e

..........................................................................................

4.3.2 Patogenicidade em condicdes de casa de vegetagdio ..............oovevueverreevreereron

4.4 COMCIUSTES ......c.oovvrrtieececeieee e e eee e e

.........................................................................................

5 CONSIDERAGOES FINAIS ......ooovooeeeooeoeeoeooeoeeoeoeoeoeoeeeeee oo

5.1 Referéncias Bibliograficas

..........................................................................................

15
16
16
16
17
17
20
24
25
26

28
28
29
30
31
32
32
34
35
35
37
40
40

42
43



RESUMO

OLIVEIRA, Edson de. Imteracio entomopatogénica de Cladosporium sp. a Brevicoryne
brassicae Linnaeus, 1758 ( Homoptera: Aphididae) em couve ( Brassica oleracea) na regido
de Lavras - MG. Lavras, UFLA, 1996. ( Dissertagio - Mestrado em Fitossanidade)*.

Desde de 1986 tem sido observado alta intensidade de afideos ( Brevicoryne brassicae
Linnaeus, 1758 ) “parasitados” pelo fungo Cladosporium sp. na cultura da couve ( Brassica
oleracea ) na regifio de Lavras, MG. A partir de julho de 1993, passou-se a visitar mensalmente
hortas caseiras e comerciais no intuito de se verificar a associagio do Cladosporium com os
afideos e obter isolados do fungo para estudds de patogenicidade. Os isolados foram estudados “in
vitro”, a fim de verificar variagio do fungo. Até julho de 1995, as visitas a campo confirmaram a
ocorréncia de Cladosporium em todos os meses do ano, com excegdo de dezembro e janeiro. Os
estudos “in vitro”, onde se avaliou os caracteres culturais e reprodutivos dos isolados, revelaram
variagio entre os isolados e no proprio isolado quando cultivado nos meios de cultura
CENOURA, M3 e BDA. O crescimento micelial, considerando 10 dias apos o plantio nos meios
de cultura, revelou efeito significativo entre os isolados, os meios e a interagdo destes fatores.
Entre os isolados de Cladosporium , o CB-05 (Cladosporium de Brevicoryne) e CB-13, foram os
que apresentaram o maior ¢ menor didmetro médio respectivamente. J4 em relagio aos meios, o
CENOURA, foi o que proporcionou, em média, o maior didmetro. Quanto a esporulagdo,
observou-se também efeito significativo entre os isolados, os meios de cultura e interagdo entre
estes fatores. O isolado CB-13 foi o que produziu o maior nimero de conidios/mi.

Orientador: Hilario Antonio de Castro. Membros da banca: César Freire Carvalho e Mirio Sobral
de Abreu.



Este efeito inverso, quando comparado ao pardmetro diimetro médio da coldnia, foi observado
também em relagdo ao meio CENOURA, que proporcionou a produgio de um menor nimero de
conidios. Em contrapartida o meio M3, foi onde produziu um maior nimero de conidios/ml. Em
relagdo a entomopatogenicidade do fungo Cladosporium sp. ao pulgdo da couve Brevicoryne
brassicac , procedeu-se inoculagbes sucessivas com uma suspensio de esporos a uma
concentragdo de 10’ conidios/ml em condicdes de laboratério e casa de vegetagdo. Avaliou-se a
porcentagem de mortalidade, colonizagdo e em algumas situagdes a multiplicagio dos pulgdes,
apds a inoculagdo. Os resultados obtidos, mostraram que o fungo Cladosporium sp. ndo foi
patogénico ao pulgio Brevicoryne brassicae , nos ensaios envolvendo a patogenicidade em
condigSes de casa de vegetacio e mesmo em laboratério, com excegiio de quando se utilizou de
metodologias que proporcionavam uma saturagdo de umidade.

Palavras chaves: Brevicoryne brassicae; pulgio; entomopatogenicidade; Cladosporium sp.



ABSTRACT

Oliveira, Edson de.Enthomopathogenic interaction of Cladosporium sp. a Brevicoryne
brassicae Linnaeus, 1758 (Homoptera: Aphididae) on cabbage (Brassica oleracea) in the
region of Lavras-MG. Lavras. UFLA, 1996 (Dissertation-Master in Plant Science).

Since 1986, high intensities of aphids (Brevicoryne brassicae, Linnaeus,1758) “parasited”
by the fungus Cladosporium sp. in the cabbage crop (Brassica oleracea) have been found in the
region of Lavras, MG. From July, 1993, home and commercial Kitchen gardens had been begun to
be visited monthly with a view to assessing the association of Cladosporium with aphids and
obtaining isolates of the fungus for pathogenicity research, the isolates were studied “in vitro” in
order to establish variation of the fungus. Until July, 1995, the field visits confirmed the
occurrence of Cladosporium in every month of the year, saving December and January. The “in
vitro” studies, where both cultural and reprodutive features of the isolates were evaluated,
revealed variation among the isolates and with the isolate itself when grown in the culture media
CENOURA, M3 and BDA. Mycelial growth, considering 10 days after planting in the culture
media, showed significant effect among the isolates, the media and the interaction of these factors.
Among the Cladosporium isolates, CB-05 (Cladosporium of Brevicoryne) and CB-13, were the
ones which showed the largest and smallest average diameter, respectively. Concerning the media,
CENOURA, was the one which provided, on the average, the largest diameter. As to sporulation,
a significant effect was also found among the isolates, the culture media and interaction among
these factors. The isolate CB-13 was that which yielded the greatest number of conidia/ml. This

inverse effect, as compared with the parameter average diameter of the colony was observed also
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in relation to the medium CENOURA which provided the production of a decreased number of
conidia. On the other hand , the medium M3, was where an increased number of conidia/ml was
yielded. As regards the enthomopathogenicity of the fungus Cladosporium sp. to the cabbage
aphid Brevicoryne brassicae, successive inoculations were produced with a spore suspension to a
concentration of 10" conidia/ml under laboratory conditions and greenhouse. Were evaluted the
death percentage, colonization and in some situations, the multiplication of aphids after
inoculation. The results obtained showed that the fungus Cladosporium sp. was not pathogenic to
the aphid Brevicoryne brassicae, in the trials involving the pathogenicity under greenhouse
conditions and even in laboratory, saving when methodologies which provided a humidity
saturation were used.

Key words: Brevicoryne brassicae; aphid; enthomopathogenicity; Cladosporium Sp.



1 INTRODUCAO

As brassicas constituem o grupo mais numeroso, em termos de espécies olericolas
ocupando um lugar proeminente na produgdo da regido Centro-Sul ( Séo Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais). Dentre as espécies da familia, encontra-se a couve (Brassica oleracea) que se
destaca por ser de facil cultivo e apreciada por um grande segmento da populagio brasileira
(Filgueira , 1982). ‘

A couve, como todos os cultivos, ¢ acometida por muitas enfermidades e pragas. Entre as
pragas, destaca-se o pulgdo (Brevicoryne brassicae Linnaeus, 1758 - Homoptera: Aphididae),
sendo conhecido mundialmente como inseto praga economicamente importante em bréssicas
(Hugges , 1963). Este pulgdo causa danos aprecidveis a cultura, constituindo grandes coldnias,
que pela sucgdo continua da seiva, promovem o engruvinhamento das folhas prejudicando o
desenvolvimento da planta, além de ser importantes vetores de viroses.

O controle tem sido feito utilizando-se de produtos quimicos e praticas culturais como
arranquio de folhas, esmagamento do inseto e jato de agua dirigido ao inseto.

O controle quimico, generalizado e utilizado de maneira inadequada, causa sérios efeitos
colaterais nos agroecossistemas, traduzindo-se em ressurgéncia das pragas alvo, surtos de pragas
secundarias e aparecimento de populag3es resistentes. Como conseqiiéncia social ha a modificacio
indesejada no ambiente, residuos téxicos nos alimentos e intoxicagiio acidental do homem e dos
animais domésticos (Gravena , 1992).

Como alternativa, tem-se o controle microbiano que representa um ramo do controle
bioldgico e que trata da utilizagio racional dos patogenos, visando a manuteng¢do da populagio
praga em niveis que ndo causem danos econdmicos (Alves , 1986). Segundo este mesmo autor, o
controle bioldgico apresenta especificidade, ou seja, quando se emprega um patdgeno especifico

para o controle de uma determinada praga, o principal alvo atingido é o inseto - praga, ndo sendo



afetado o controle natural executado por parasitos, predadores e patdgenos. Além da
especificidade o controle bioldgico apresenta iniimeras outras vantagens como, capacidade de
multiplicagdo e dispersdo no ambiente através dos individuos da populagfo; além da mortalidade
direta os patogenos podem afetar as geragSes seguintes diminuindo a oviposi¢do, aumentando a
sensibilidade da populagdo a outros agentes bioldgicos e quimicos etc.; apds o estabelecimento do
patégeno em uma determinada drea, a doenga assume cariter enzootico, pode ser empregado
juntamente com inseticidas seletivos em sub-dosagens visando  agdo sinérgica; os patogenos nio
poluem o ambiente, ndo sdo toxicos para os homens e outros animais; dificilmente poderdo se
tornar resistentes aos patogenos. Os patdgenos de insetos existem na natureza como uma forma
natural de manter o equilibrio das pragas. Huffaker (1975) citado por Gravena (1992), mencionou
que o controle biol6gico natural nunca é noticiado, é quase ignorado e o invisivel controle que
exerce sobre os insetos nocivos ¢ mais importante do que as introdugdes e criagdes artificiais.
Desta forma, pesquisas deveriam ser direcionadas para o estudo do potencial destes
entomopatogenos, visando um melhor aproveitamento. Os fungos sio os mais importantes no
controle microbiano de insetos, correspondendo com 80% das doencas de insetos, (Alves , 1986).
No caso especifico de afideos , onde os fungos sdo os responsaveis por epizootias, foi observado
por Petch (1932) citado por Hall (1973) a presenca de Cladosporium sp. afetando-os. Em 1986,
foi constatado pela primeira vez no Campus da UFLA, o fungo Cladosporium sp. parasitando o
pulgdo Brevicoryne brassicae (Linnaeus,1758) (Homoptera: Aphididae). Em levantamentos
posteriores, tem sido constatado com frequéncia a presenca deste fungo colonizando este pulgdo.
O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar isolados de Cladosporium sp. e avaliar

sua entomopatogenicidade a B. brassicae em condigdes de laboratério e de casa de vegetagdo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos Entomopatogénicos

O fato de muitos insetos estarem sujeitos a enfermidades foi relatado a muitos séculos
pelos Egipcios e Chineses, em abelhas. Foi registrado por Reaumur (1726) citado por Steinhaus
(1951), a descoberta do primeiro patogeno de inseto, o fungo do género Cordyceps sobre um
noctuideo. Em 1834, Agostino Bassi comprovou a natureza infecciosa de Beauveria bassiana ao
bicho da seda Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae) e sugeriu pela primeira
vez o uso de “microbios” no controle de pragas, o que o levou a receber o titulo de pai da
patologia de insetos. Em 1879 Metchnikoff realizou o primeiro trabalho de pesquisa utilizando o
fungo Metarhizium anisopliae para o controle de larvas do besouro Anisoplia austriaca Herbst
(Coleoptera: Scarabacidae) (Rodrigues, 1984).

Estudos mais profundos a respeito da natureza das diferentes enfermidades dos insetos e
de possiveis agentes causais, assim como muitos conceitos basicos da patologia de insetos,
comegaram a aparecer depois da II Guerra Mundial ( Alves, 1986).

No Brasil, a patologia de insetos teve inicio por volta da década de 20, com referéncia a
patogenos atacando insetos. Alves (1986) referiu a Pestana (1923) como a mais antiga citagdo de
um fungo atacando um inseto, no caso Penicillium anisopliae, como agente promissor no controle
de Tomaspis sp. (Homoptera: Cercopidae).

Cerca de 80 % das doencas dos insetos, tem como agentes etiologicos os fungos
pertencentes a cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies, destacando-se como os mais
importantes os géneros Metarhizium, Beauveria, Nomuraea » Aschersonia e Entomophthora
(Alves, 1986).

Como exemplo de controle bem sucedido de insetos com fungos entomopatogénicos, em

culturas de importéncia econmica no Brasil s8o mencionados Anticarsia gemmnatalis Hubner,



1818 (Homoptera: Noctuidae) e Pseudoplusia includens (walker) (Lepidoptera: Noctuidae) em
soja e infectados pelos fungos Nomuraea rileyi e Beauveria; este é também capaz de causar
doengas em Coleoptera, Hemiptera e Homoptera. Foi também constatado por Alves (1986) na
cultura da cana-de-agucar o fungo Metarhizium anisopliae que atua tanto em ninfas como em
adultos da cigarrinha da raiz Mahanarva fimbriolata Stal, 1854 (Homoptera: Cercopidae) desde
que seja utilizado uma cepa previamente selecionada. Carvalho (1987) citado por Reis (1991),
afirmou que para a regifio Nordeste do Brasil a utilizagdo do fungo M. anisopliae, para o controle
da cigarrinha da folha Mahanarva posticata Stal, 1855 (Homoptera: Cercopidae), quando
aplicado dentro das normas técnicas, constitui a solugiio mais vidvel sob o ponto de vista técnico,
econdémico e ambiental.

Gustafsom (1971) citado por Hall (1973) afirmou que patogenos de afideos sdo limitados a
certos grupos de fungos entomopatogénicos e que a falta de informagdes da suscetibilidade dos
afideos a outros tipos de patogenos que ndo sejam fungos, seria quando muito, de extensdo
limitada na supressdo total da populagdo de afideos.

Segundo Hall (1973), os mais importantes fungos causadores de doengas em afideos
pertencem ao género Entomophthora. Entre as espécies mais comuns, sdo reconhecidas treze que
ocorrem em afideos em condigdes naturais, salientando-se: E. aphidis, E. atrosperna, E.
coronata, E. exitialis, E. fresenii, E. layeniformis, E. obscura, E. occidentalis, E. sphaerosperma,
E. thaxteriana, e E. virulenta. Destes, E. coronata e E. aphidis foram registrados atacando B.
brassicae.

Lézzari (1985) constatou em um levantamento de inimigos naturais dos afideos de cereais
na cultura de cevada, no Municipio da Lapa, Parani, nos meses de julho e outubro de 1977, que
entre os inimigos naturais encontrados, o fungo Enfomophthora sobressaiu no que diz respeito a
suprimir populagio de afideos, infectando 21,2 % da populagdo de Metopolophium dirhodum
Walk, 1848 (Homoptera: Aphididae) e 18,5 % em Sitobion avenae Fabr., 1775 (Homoptera:
Aphididae).

Silvie e Papierok (1991) observaram epizootias causadas por Entomophthora fresenii em
populacdes de Aphis gossypii Glover, 1876 (Homoptera: Aphididae) nos anos de 1986 e 1987 em
vérias localidades do Sul do Chad, principalmente nos meses de Agosto - Setembro, com taxas de
infecgdo algumas vezes excedendo a 70 %.



Lowe (1968) avaliando a incidéncia de parasitismo e doenga em populagdo de B. brassicae
na Nova Zelindia nos anos de 1961 e 1962, observou uma predomindncia do fungo
Entomophthora aphidis e que a maior incidéncia da doen¢a coincidia com o pico populacional da
praga, correspondendo com uma infecgdo média de 32,9 e 30,3 % aos anos de 1961 e 1962
respectivamente, provocando uma significativa redugiio na populagio da praga.

Feng e Nowiersi (1992) objetivando estabelecer padrdes de amostragem de fungos sobre
afideos de cereais, em trigo, no Sudoeste do estado do Idaho ( EUA) nos anos de 1988-1989,
observaram epizootias filngicas sobre estes insetos. O fungo Pandora neoaphidis foi o mais
eficiente na redugdo dos afideos Diuraphis noxia (Homoptera: Aphididae) e Metopolophium
dirhodum Walk, 1848 (Homoptera: Aphididae) com uma infecgio de 85-95 %, seguido pelos
fungos Conidiobolus sp. com 8-9 % e Entomophthora chronaphidis com 7 %.

Feng, Johnson e Halbert (1991) realizaram um levantamento no estado de Montana
(EUA), no ano de 1990, em culturas de pequenos cereais, no intuito de relacionar os fungos
entomopatogénicos envolvidos com os afideos Diuraphis noxia, Metopolophium dirhodum e
Rhopalosiphum maidis Fitch, 1856 (Homoptera: Aphididae). Como resultado dos 292 cadéveres
de afideos analisados, verificou-se que os principais fungos com as suas respectivas porcentagens
de infecgéo foram: Pandora neoaphidis 45,9 %, Conidiobolus obscurus 31,8 % e Entomophthora
planchoniana 21,6 %.

Segundo Hall e Burges (1979) citados por Hall (1985), investigando a suscetibilidade de
varios afideos em casa de vegetacdo na Inglaterra, onde estes sdo mais problematicos a
crisintemo, concluiram que se torna aparente que Verticillium lecanii possui uma capacidade
notavel em controlar certos afideos. Em ordem decrescente de suscetibilidade foi verificado:
Myzus persicae Sulzer, 1776 (Homoptera: Aphididae), Brachycaudus helichrysi (Anuraphis
helichrysi Kaltenbach, 1843 (Homoptera: Aphididae) , Aphis gossypii e Aphis fabae Scopoli,
1763 (Homoptera: Aphididae). Entretanto, o controle do pulgio marrom do crisintemo
Macrosiphoniella samborni tem sido variavel.

De acordo com Hall e Papierok (1982) citado por Hall (1985), aplicagdes do produto
comercial, Vertalec, a base de isolados do fungo Verticilium lecanii tem sido usada com grande
sucesso em cultura comercial de crisintemo na Inglaterra, para o controle de vérias espécies de
afideos.



De acordo com Azevedo e Messias (1985), embora cada fungo e cada inseto hospedeiro
possam apresentar caracteristicas proprias na instalagdo e desenvolvimento da micose, geraimente
tudo comega com o esporo do fungo entrando em contato com a cuticula do inseto. Encontrando
ai condigdes favoraveis, o esporo germina e emite o apressorio, que forga a cuticula e nela
penetra. Alves (1986) salientou que na penetragio estdo envolvidos processos fisicos, devido a
pressdo da hifa que rompe as areas membranosas, e quimicos, resultantes da liberagio de enzimas
(proteases, lipases e quitinases) que facilitam a penetragio mecanica.

Na colonizagdo, as hifas sofrem um engrossamento e se ramificam inicialmente no
tegumento e posteriormente na cavidade geral do corpo e nos diversos Orgdos na seguinte
seqiiéncia: corpos gordurosos, sistemas digestivos, tubos de Malpighi, sistema nervoso, misculos
e traquéias. O tempo para coloniza¢io do inseto pode variar de 76 a 120 horas dependendo do
patdgeno, hospedeiro e das condigGes ambientais (Alves, 1986). Roberts (1981) observou que a
morte de insetos ocorre devido a produgéo de toxinas , bloqueio mecénico do aparelho digestivo
em fungdo do crescimento vegetativo e destrui¢io generalizada dos tecidos devido a secregdo de
enzimas.

Um dos principais métodos de disseminagio de patogenos € através da prépria
movimentagio do inseto. Os hospedeiros infectados podem distribuir os patogenos mediante seus
ovos, dejecdo fecal, regurgitacdo e, depois de mortos, seus corpos desintegrados podem depositar
os patdgenos no habitat do inseto (Tanada, 1968).

No manejo integrado de pragas, os entomopatogenos tem sido apontados como alternativa
viavel para diminuir o emprego de inseticidas. Suas caracteristicas vantajosas de especificidade e
de seguranca para o homem e outras formas de vida e sua compatibilidade com outros
entomopatdgenos e inseticidas em doses reduzidas, muitas vezes com efeito sinérgico, estimulam
as pesquisas para utilizagdo como inseticida microbiano, complementando a agdo de parasitas e
predadores (Quintela, 1986).

Nos ultimos 20 anos surgiram resultados satisfatorios na patologia ¢ no controle
microbiano de insetos. Alves (1986) informou que os fungos entomopatogénicos devem fazer
parte de um conjunto de medidas atuando em harmonia com um ambiente que seja capaz de
reduzir a populagdo de insetos-praga. Segundo este mesmo autor, os entomopatogenos podem
ser utilizados no manejo integrado de pragas, aproveitando ao maximo as enfermidades que



ocorrem naturalmente, ou pela introducéio de entomopatogenos em dreas onde existem populagdes

de pragas, como fatores de mortalidade.

2.2 Importincia e bielogia de Brevicoryne brassicae

B. brassicae ¢ conhecido mundialmente como praga economicamente importante em
brassicas (Hugges, 1963). Esse pulgdo causa danos apreciaveis as plantas, alojando-se e
constituindo grandes colonias. Pela sucgdo continua da seiva produzem o engruvinhamento das
folhas, prejudicando o desenvolvimento da planta, além de ser importante vetor de virus. Segundo
Carvalho (1983), os virus do mosaico do nabo e do mosaico da couve-flor sdo os mais difundidos
nas bréassicas cultivadas no Brasil. Pesquisas mostrando as interferéncias sobre a produgio e
produtividade de as viroses nas brassicas, sdo quase inexistentes no Brasil. Acredita-se que em
regiGes temperadas da Europa, na Gri-Bretanha e em outros paises, a queda de produgio
atribuida & infecgio por esses virus possa superar a 65 %, desde que condigdes favoraveis
contribuintes para o agravamento da virose tenham ocorrido desde cedo no ciclo da cultura
suscetivel. Minks e Harrewijn (1987), relatam que, além dos danos pela sucgdo continua de seiva e
transmissdo de virus, os afideos podem prejudicar as culturas, pela introducdo de toxinas, levando
a planta a apresentar algum disturbio fisiologico e também através de suas excregdes (honeydew)
favorecendo assim, o desenvolvimento de fungos saprofitas sobre a superficie da planta, tendo
como conseqiiéncia uma diminui¢@o de sua taxa fotossintética.

Moreira (1925) relatou que a reprodugdo desses insetos é notavel e se processa nas regibes
tropicais unicamente por partenogénese, enquanto que nos climas temperados e frios a reprodugéo
ocorre tanto assexuada como sexuadamente.

A capacidade de proliferaggo dos afideos é grande. Em condigdes normais de temperatura
e umidade, no periodo da primavera e verdo, dio uma geragio a cada 15 dias. Além de poderem
se reproduzir rapidamente, eles sdo viviparos, isto é, em vez da oviposigio j4 diio nascimento a
formas vivas. Acrescenta ainda, que eles se multiplicam sem a presenca dos machos e que as
formas aladas, pelo vGo, atingem grandes distincias se levadas pelo vento (Lepage, Giannotti e
Orlando, 1947).



A principio, os pulgdes se desenvolvem dando somente formas apteros e quando a planta
comega a definhar, e portanto diminuir o alimento aparecem as formas aladas capazes de voar em
busca de outras plantas ( Moreira, 1925).

Paula et al. (1995) estudando aspectos bioldgicos do pulgdo da couve, B. brassicae, a uma
temperatura de 20 + 1° C e fotoperiodo de 12 horas, constataram que a longevidade do mesmo foi
de 33 dias, a fase ninfal teve duragio média de oito dias e a adulta de 24 dias, sendo que o término
da reproducdo se deu no 29° dia. As fémeas que entraram na fase reprodutiva, apresentaram
fertilidade liquida de 42,6 ninfas/fémeas. O tempo médio de geragéo foi de 14 dias , que representa
o periodo médio entre o nascimento das maes e o nascimento das filhas.

2.3 Efeito do ambiente sobre o patégeno, o hospedeiro e a interacio

Segundo Samson e Rombach (1985), Verticillium lecamii cresce e multiplica-se em
temperaturas entre 15 e 25 °C, porém, a umidade deve estar presente pelo menos 10-12 horas por
dia. Sob estas condigGes a epidemia pode ocorrer nas populagdes de afideos e mosca branca. Os
primeiros insetos infectados foram observados 6 a 12 dias depois da pulverizagio. Em condigdes
favoraveis a populagdo de afideos e de mosca branca pode ser suprimida por varios meses
seguindo uma simples aplicagdo do fungo.

Mac Leod (1955) citado por Hagen e Van Den Bosch (1968), informaram que a
precipitagdo tem sido considerado um importante requisito para a indugdio de epizootias. Uma
precipitacio média de 11,2 mm por dia e umidade relativa de 81,2 % foi observada durante um
periodo em que uma epizootia de Entomophthora aphidis surgiu em populagdes de Aphis pisum
(Acyrthosiphon pison Harris - Homoptera: Aphididae).

Pereira e Bueno (1995) avaliando aspectos biologicos do pulgdo da Alfafa, Acyrthosiphon
kondoi Shinji (Homoptera: Aphididae), nas temperaturas de 21 e 27 °C, verificaram um
significante efeito da temperatura no desenvolvimento do inseto. A mortalidade foi maior a 27 °C
sendo o primeiro instar o que apresentou maior porcentual de mortalidade nas duas temperaturas
(40 %), tendo a maior mortalidade ocorrido na fase ninfal, (50 % a 21 °C e 65 % a 27 °C).

Segundo Oliveira (1971) os fatores climaticos exercem influéncia marcante sobre a
populacdo dos afideos. As precipitagdes limitam sua multiplicagio e o periodo seco favorecem seu
crescimento. A umidade relativa parece nio afetar o aumento ou reducdo das populages. A



temperatura, cuja faixa otima € de 26 a 28 °C, influi diretamente na multiplicago ou diminuigéio
de uma populagio.

Deback (1968) afirmou que os fatores ambientais podem incrementar ou diminuir o grau
de infecgdo do fungo no hospedeiro. Araijo (1936) relatou que as condiges climaticas podem
afetar a intensidade de ataque ao pulgdo do algodoeiro, concluindo que a umidade e a sombra
apresentam-se favoraveis, enquanto que o sol intenso, secas prolongadas e chuvas pesadas
caracterizaram-se como agentes de reducdo das populagdes desse inseto.

Bertels (1962) verificou que os fatores climiticos e de alimentagdo, influenciaram a
dinfmica populacional de afideos, onde as chuvas, os ventos e uma alimentagdo insuficiente, sdo
os fatores condicionados & migragdo de pulgdes. Os fatores climaticos e fisicos do ambiente
também podem intervir em parte na distribuigdo dos patogenos. O vento é de importincia
primordial no movimento de hospedeiros infectados e de certos patogenos, segundo observagdes
de Tanada (1968).

Azevedo e Messias (1985) concluiram que larvas, ovos, pupas e adultos podem ser
atacados, mas que para isso acontega € necessario que certas condigdes sejam mantidas. A mais
importante delas ¢ a alta umidade, imprescindivel para germinagio dos esporos. O estado geral do
inseto, a luminosidade e o nimero de esporos que atingem a praga sio também fatores que
influem no sucesso ou no fracasso da instalaggo e desenvolvimento da doenga.

Hagen e Van Den Bosch (1968) observaram que a densidade da populagio de pulgdo
também influencia grandemente no inicio da epizootia por Entomophthora. Segundo Alves
(1986), existe uma certa controvérsia em relagdio a importancia da densidade de hospedeiros.
Porém, a ocorréncia de Entomophthora sp., em populagdes de afideos ¢ muito dependente da
densidade populacional da praga.
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Associaciio de Cladosporium sp. a Brevicoryne brassicae Linnaeus, 1758 (Homoptera:
Aphididae) em couve na regifio de Lavras-MG e caracterizaciio dos isolados do fungo.

OLIVEIRA, E. ; CASTRO, H. A. & CARVALHO, C. F.

RESUMO

O presente trabatho teve como objetivo, verificar a associagio do fungo Cladosporium sp.
com o afideo Brevicoryne brassicae, obter isolados desse fungo e estudar a variagio dos aspectos
culturais e reprodutivos dos mesmos sob os meios de cultura BDA, M3 e CENOURA “in vitro”.
As visitas a campo confirmaram a ocorréncia de Cladosporium em todos os meses do ano com
exce¢do de dezembro e janeiro. Os estudos “in vitro”dos isolados, revelaram variagio morfolégica
entre os isolados e no proprio isolado de Cladosporium, quando cultivados em meio de cultura
diferente. O crescimento micelial, 10 dias apés o plantio nos meios de cultura, revelou efeito
significativo entre os isolados, os meios e a interagdo destes fatores. Entre os isolados de
Cladosporium, o CB-05 (Cladposporium de Brevicoryne) CB-13, foram os que apresentaram o
maior e menor didmetro médio respectivamente. J4 em relagéio aos meios, o CENOURA, foi 0 que
proporcionou em média o maior didmetro. Quanto a esporulagdo, observou-se também efeito
significativo entre os isolados, os meios de cultura e interagio entre estes fatores. O isolado CB-
13 foi o que produziu o maior niimero de conidios/ml. Este efeito inverso, quando comparado ao
parimetro didmetro médio da coldnia, foi observado também em relagio ao meio CENOURA,
que proporcionou um menor niimero de conidios. Em contrapartida o meio M3, foi onde produziu

um maior nimero de conidios/ml.

Palavras chaves: Couve; Brevicoryne brassicae; pulgio;, entomopatogenicidade;
cladosporium sp.



Association of Cladosporium sp. with Brevicoryne brassicae Linnaeus 1758 (Homoptera:
Aphididae) in cabbage in the region of Lavras-MG and characterization of the fungus
isolates.

ABSTRACT

The present work was intended to verify the association of the fungus Cladosporium sp.
with the aphid Brevicoryne brassicae, obtain isolate of this fungus, study the variation of the
cultural and reprodutive feature of the above -quoted ones under the culture media BDA, M3 and
“in vitro” CENOURA The field visits confirmed the occurrence of Cladosporium in every month
of the year, excepting December and January. The “in vitro” studies of the isolates revealed
morphological variation among the isolates and in the isolate itself of Cladosporium, when grown
in a different culture medium. The mycelial growth, 10 days after planting in the culture media
showed significant effects among the isolates, the media and interaction of these factors. Among
the isolates of Cladosporium, both CB-05 (Cladosporium of Brevicoryne) and CB-13, were the
ones which showed the largest and smallest average diameter, respectively. As regards the media,
CENOURA was the one which showed, on the average, the largest diameter. Concerning
sporulation, a significant effect was also found among the isolates, the culture media and
interaction among these factors. The isolate CB-13 was that which yielded the highest conidium
number/ml. This inverse effect, as compared with the parameter average diameter of colony, was
also noticed in relation to the medium CENOURA, which provided an decreased number of
conidia . On the other hand, the medium M3 was where an increased conidium number/m! was
yielded.

Key worlds: Cabbage, Brevicoryne brassicae; aphid; entomopathogenicity; Cladosporium sp.



Associaciio de Cladosporium sp. a Brevicoryne brassicac Linnaeus, 1758 (Homoptera:
Aphididae) em couve na regifio de Lavras-MG e caracterizaciio dos iselados do fungo.

31 INTRODUCAO

As brassicas, como todos os cultivos, sdo atacadas por muitas enfermidades e pragas.
Entre as pragas se destaca o pulgdo, Brevicoryne brassicae Linnaeus 1758 (Homoptera:
Aphididae), sendo conhecido mundialmente como praga importante (Hugges 1963). Este pulgdo,
além dos danos diretos pela sucgdo continua de seiva, é responsavel pela transmissdo de virus que
podem causar dependendo das condi¢Ges ambientais prejuizos superiores a 65 % (Carvalho,
1983).

Segundo Geest, Samson e Wassink( 1980) o controle quimico através de inseticidas, tem
sido o mais utilizado no controle de afideos. Gravena (1992) relatou que o controle quimico,
utilizado de maneira inadequada, traz efeitos indesejaveis aos agroecossistemas, traduzindo-se em
ressurgéncia das pragas alvo, surtos de pragas secundarias e aparecimento de ragas resistentes.
Como conseqiiéncia social ha a modificagdo indesejada no ambiente, residuos téxicos nos
alimentos e intoxica¢do acidental do homem e dos animais domésticos.

Os fungos entomopatogenos existem na natureza como um meio natural de regulagio das
populagdes de insetos (Alves, 1986). O fungo Cladosporium, de acordo com Gallo et al. (1978),
Ja foi observado em associagdo com alguns insetos-praga. Petch (1932) citado por Hall (1973)
observou este mesmo fungo afetando populagSes de afideos. Em 1986, foi constatado pela
primeira vez no Campus da UFLA, o fungo Cladosporium sp. parasitando o pulgdo Brevicoryne
brassicae (Linnaeus,1758) (Homoptera: Aphididae). Em levantamentos de ocorréncia , tem sido
constatado com frequéncia a presenga deste fungo colonizando este pulgao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a associagdo de Cladosporium sp. com B.
brassicae, obter e caracterizar isolados do fingo “in vitro™.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local das observacoes

A cidade de Lavras, esta situada no Estado de Minas Gerais a 45° de longitude Oeste,
21°14' de latitude Sul e a uma altitude de 918 m (Brasil, 1969). A regido apresenta clima
subtropical moderado Umido. A temperatura média anual varia, de 18 a 20° C. A precipita¢do
média anual varia entre 1400 mm e 1700 mm; seu regime de distribuicio é periddico,
predominando no semestre mais quente. O inverno tem de dois a quatro meses secos com déficit
hidrico pequeno entre 10 e 30 mm anuais. A evapotranspira¢éio anual varia entre 800 e 850 mm.

3.2.2 Avaliacdo da associaciio e obtencio dos Isolados

A partir de julho de 1993, passou-se a visitar mensalmente hortas caseiras e comerciais,
anotando-se em ficha o local, més/ano e outros detathes da associagdo, Cladosporium x
Brevicoryne brassicae, a fim de obter subsidios sobre a ocorréncia do fungo.

Todo material suspeito (Brevicoryne brassicae “parasitado” por Cladosporium), foi
levado para o laboratorio de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde era
efetuado o diagndstico direto e o isolamento em BDA (batata-dextrose-agar) dos fungos presentes
nos pulgdes, utilizando-se de uma cdmara de fluxo laminar e microscopio estereoscopico. Apos o
isolamento e de posse de colonias puras do fungo, procedeu-se observagio em microscopio 6tico
para confirmagdo do género do fungo. A preservagiio foi em tubos inclinados com BDA inclinado
e oleo mineral, recebendo cada isolado a denominagiio de “CB” ( Cladosporium isolado de
Brevicoryne).

3.2.3 Caracterizacdo dos isolados

3.2.3.1 Caracteres culturais

Os isolados de Cladosporium (CB-01, CB-03; CB-04; CB-05; CB-06; CB-10; CB-11;
CB-13; CB-14; CB-15; CB-16; CB-18; CB-20), foram repicados para placas de Petri de 9 cm de



16

didmetro contendo BDA (batata 200 g, dextrose 20 g, agar 20 g). Apds 5 dias discos de micélio
com 7 mm de didmetro foram removidos para o centro de outras placas com os meios de cultura:
BDA ; CENOURA (cenoura 20 g , dextrose 20 g, agar 20 g, dgua destilada q.s.p. 1000 ml); M3
(sacarose 10 g, K,PO4 2 g, Panvit 2 ml, Cloronfenicol 50 ppm, Peptona 6 g, MgSOs x 7H,0 1 g,
agar 20 g agua destilada q.s.p. 1000 ml), na quantidade de 20 ml de meio por placa. As avaliagdes
do crescimento micelial, foram feitas aos dois, cinco e dez dias apds o plantio dos isolados, através
do didmetro médio da colonia. JA a caracterizagio morfoldgica dos isolados (pigmentagdo,
estrutura, borda da colonia e textura) foi realizada aos dez dias apds a implantagio. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado perfazendo um total de 39 tratamentos (3
meios e 13 isolados) e 4 repetigGes por tratamento. As médias foram comparadas pelo teste de

Tuckey ao nivel de 5 % de significancia.

3.2.3.2 Producio de esporos

Os isolados foram repicados para os meios de cultura BDA, M3 e CENOURA, em Placas
de Petri de 9 cm de didmetro, através de discos de micélio BDA (7 mm de didmetro) retirados das
bordas de colonias de S dias de idade, plantado no centro das placas. Aos onze dias apos o plantio,
realizou-se a contagem do mimero médio de conidios por tratamento, através da cidmara de
Neubawer (Hemocitometro).

O delineamento utilizado neste ensaio foi o inteiramente casualizado, com um total de 39
tratamentos (3 meios e 13 isolados) e 3 repeti¢Ges por tratamento. As médias foram comparadas
pelo teste de Tuckey ao nivel de 5 % de significincia.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Associacde do Cladosporium com o pulgio da couve

As visitas a campo, até o més de Julho de 1995, revelaram a presenga do fungo sobre o
afideo em todos os meses do ano, com exce¢dio de dezembro e janeiro, perfazendo um total de 20

ocorréncias. A ndo observagdio do Cladosporium em dezembro e janeiro pode ser consequéncia da
baixa populag@o do inseto nestes meses, como verificado por Sousa (1990), estudando o efeito de
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fatores climaticos sobre Brevicoryne brassicae, observou que os menores picos populacionais
deste pulgdo estava associado a precipitagdo e temperatura altas e que coincide com os meses de
dezembro e janeiro. Como foi também sugerido por Alves (1986), suspeita-se que a auséncia do
fungo nestes meses se deva a uma baixa densidade de pulgbes que é um dos requisitos de
relevincia para que ocorra epizootias. Hugges, (1963) citado por Hagen e Van Den Bosch, (1968)
também observou fato semelhante além de constatar que quando se verificava elevada populagio
de B.brassicae na Australia, verificava-se também ocorréncia de doengas fingicas nos insetos

A constata¢do do fungo Cladosporium associado a outros insetos e mesmo a afideos ja foi
feita por outros autores. Farias e Santos Filho (1987) verificaram Cladosporium infectando a
mosca branca, Aleurothrixus aepim Goeldi, 1886 (Homoptera: Aleyrodidae) em mandioca no
Estado da Bahia, com patogenicidade de até 82 % em infecg@o artificial. Também constatado
atacando naturalmente &caros (Calacarus) em seringais das regides de Aragatuba e Sdo José do
Rio Preto, SP (Batista Filho et al., 1991). Segundo Sudo, Melo e Galina (1995), este fungo ja foi
relatado em associagio com o pulgdo vermelho do tabaco, Myzus nicotianae (Homoptera:
Aphididae) nos estados do Parana e Santa Catarina no ano de 1992. Estes mesmos autores
atribuem a Bitancourt et al. (1935) como os primeiros a fazerem manifestos sobre ocorréncia do
fungo Cladosporium associado com afideos no Brasil.

3.3.2 Caracteriz¢iio dos isolados de Cladosporium

3.3.2.1 Caracteres morfolégicos

Os resultados evidenciaram que existem variagdes dos caracteres morfoldgicos intra e inter
isolados quando o fungo foi cultivados nos diversos meios de cultura (Tabelas 1, 2 e 3).

Analisando o comportamento dos isolados em relagdo ao meio BDA, observou-se que CB-
10, CB-15, CB-20 ¢ CB-13 comportaram de forma semelhante. O mesmo ocorrendo com CB-01
€ CB-06, também com CB-03 e CB-11 quanto aos caracteres morfologicos. Ja os isolados CB-04,
CB-05, CB-14, CB-18 e CB-06 tiveram um comportamento totalmente diferenciado.

Em relagio ao meio M3, os isolados CB-01, CB-14 e CB-15, comportaram de forma
semelhante, assim como CB-16 e CB-18; CB-05 e CB-11; CB-13 e CB-10; CB-06 e CB-03,
quando se avaliou os caracteres morfolégicos. O isolado CB-20 diferiu de todos.
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Quanto ao meio CENOURA, observou-se semelhanga entre os isolados CB-13, CB-15 e
CB-20. O mesmo ocorrendo com os isolados CB-01, CB-04, CB-16 ¢ CB-10 e também entre os
isolados CB-11 e CB-05. Entretanto os isolados CB-14, CB-18, CB-06 ¢ CB-03 diferiram entre si
¢ mesmo em relagdo aos demais isolados quanto aos caracteres morfologicos. Pode-se também
observar que os isolados que se comportaram semelhantes num determinado meio, ndo o fizeram
nos outros meios, como verificado também por Correa (1995) e Arias (1995), dificultando assim

tirar conclusdes sobre a taxonomia.

TABELA 1- Caracteres morfoldgicos dos isolados de Cladosporium 10 dias apés a repicagem
para o meio de cultura BDA.

CARACTERES MORFOLOGICOS EM BDA

ISOLADOS  Crescimento  Cor da colénia Cor da borda Micélio Estrias durante
da colonia o crescimento
CB-01; CB-06 Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe Definido com 4
cotonoso regides distintas
CB-03; CB-11 Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe Definido com 3
cotonoso regides distintas
CB-10;CB-15; Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe Definido com 4
CB-20;CB-13 cotonoso regides distintas
CB-04 Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe Definido com 2
n#o cotonoso regiGes distintas
CB-05 Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe Definido com 3
cotonoso regides distintas
CB-14 Simétrico Verde Clara  Verdeclara Compactoe Definido com 5
ndo cotonoso regides distintas
CB-18 Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe Definido com 7
n#o cotonoso regiGes distintas
CB-16 Simétrico Verdeescura Verdeclara Compactoe Definido com 6
n#io cotonoso regides distintas
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TABELA 2- Caracteres morfologicos dos isolados de Cladosporium 10 dias apds a repicagem

para o meio de cultura M3.

CARACTERES MORFOLOGICOS EM M3

ISOLADOS  Crescimento  Cor da colénia Cor daborda Micélio Estrias durante
da colonia O crescimento

CB-01; CB-14 Simétrico Verde escura Verdeclara  Compactoe  Definido com 4
CB-15 ndo cotonoso  regides distintas
CB-16; CB-18 Simétrico Verde clara Verdeclara  Compactoe  Definido com 3
ndo cotonoso regiGes distintas

CB-05;CB-11; Simétrico Verdeclaraa Verdeclara Compactoe  Definido com 5
ndo cotonoso  regides distintas

CB-13;CB-10 Simétrico Verde escura Verdeclara  Compactoe  Definido com 3
cotonoso regides distintas

CB-04 Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe  Definido com 2
ndo cotonoso  regides distintas

CB-06;CB-03 Simétrico Verde Clara  Verdeclara  Compactoe  Definido com 4
ndo cotonoso regides distintas

CB-20 Simétrico Verdeclara  Verdeclara  Compactoe  Definido com 3
ndo cotonoso  regides distintas

Necessario se faz, portanto, langar mdo de outros métodos que possam auxiliar na

identificagdo dos fungos, como por exemplo a caracterizagio isoenzimatica dos isolados, através

de técnica de eletroforese como sugere Stipes, Emert e Brown (1983); Alfenas, Jeng e Hulbes
(1984); Moreira e Alfenas (1985) e Hall (1974).
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TABELA 3-Caracteres morfologicos dos isolados de Cladosporium 10 dias apds a repicagem

para o meio de cultura CENOURA.

CARACTERES MORFOLOGICOS EM CENOURA

ISOLADOS  Crescimento  Cor da coloénia Cor daborda Micélio Estrias durante
da colonia O crescimento
CB-01; CB-04 Simétrico Verde escura Verdeclara  Compactoe  Definido com 6
CB-016,CB-10 cotonoso regides distintas
CB-14 Simétrico Verdeescura Verdeclara  Compactoe  Definido com 4
ndo cotonoso regides distintas
CB-18 Simétrico Verdeescura Verdeclara  Compactoe  Definido com 3
ndo cotonoso  regides distintas
CB-11;CB-05 Simétrico Verdeescura Verdeclara Compactoe  Definido com 4
cotonoso regides distintas
CB-13;CB-15 Simétrico Verdeescura Verdeclara Compactoe  Definido com S
CB-20 ndo cotonoso regides distintas
CB-06 Simétrico Verdeescura Verdeclara  Compactoe  Definido com 2
ndo cotonoso regides distintas
CB-03 Simétrico Verde escura Verdeclara Compactoe  Definido com 5
cotonoso regiGes distintas

3.3.2.2 Crescimento micelial "in vitro"

Aos dois dias apos a implantagio dos isolados nos meios BDA, M3 e CENOURA,
observou-se diferenga significativa entre os isolados e entre os meios de cultura em termos do

didmetro médio de crescimento da col6nia. Ngo foi observado interagio entre isolados e meios de
cultura (Tabela 4).
O isolado CB-15 foi o que apresentou maior crescimento. Os isolados CB-06, CB-10 e

CB-13 significativamente iguais, foram os que cresceram menos. O meio M3 proporcionou maior

crescimento ¢ BDA o menor .
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TABELA 4- Didmetro médio em cm das colonias dos isolados de Cladosporium sp. dois dias
apos a colocagdo nos meios de cultura.

MEIOS DE CULTURA

ISOLADOS BDA CENOURA M3 MEDIA
CB-15 0,50 0,45 0,52 0,49 A
CB-05 0,38 0,51 0,47 0,45 AB
CB-18 0,46 0,36 0,52 0,44 AB
CB-01 0,38 0,40 0,40 0,39 ABC
CB-04 0,32 0,32 0,43 0,35 ABC
CB-16 0,31 0,35 0,38 0,34 ABC
CB-20 0,27 0,33 0,42 0,34 ABC
CB-13 0,20 0,48 0,30 0,32 BC
CB-03 0,23 0,30 0,38 0,30 BC
CB-11 0,22 0,41 0,27 0,30 BC
CB-14 0,20 0,28 0,40 0,29 BC
CB-06 0,21 0,27 0,32 0,26 C
CB-10 0,20 0,25 0,35 0,26 C
MEDIA 0,29 b 0,36 ab 0,39 a

Meédias seguidas de mesma letra maiiiscla nas colunas e minisculas nas linhas nfo diferem significativamente
entre si Tuckey 5 %.

Aos cinco dias apds a colocagdo dos isolados nos meios BDA, M3 ¢ CENOURA,
observou-se variagdo do comportamento observado aos dois dias (Tabela 5). Neste periodo foi
observado interagdo significativa entre isolados e meio, tendo os isolados CB-15, CB-05 e CB-11
apresentado um melhor crescimento em BDA. J4 em relagio a0 meio CENOURA, observou-se
que a maioria dos isolados foram favorecidos quanto ao crescimento médio da colonia, exceto os
isolados CB-20 e CB-13.

Durante a ultima avaliagdo do crescimento micelial, dez dias apds a implantagio dos
isolados de Cladosporium nos meios de cultura, observou-se diferenga significativa do didmetro
médio entre os isolados, entre os meios ¢ também na interagdo destes fatores. O isolado, CB-05

foi 0 que apresentou o melhor crescimento e o0 CB-13 que menos cresceu.



TABELA 5- Didgmetro médio em cm das colonias dos Isolados de Cladosporium sp. cinco dias
apds a implantagdo nos meios de cultura

MEIOS DE CULTURA

ISOLADOS BDA CENOURA M3 MEDIA

CB-15 237 a 2,12 ab 2,00 b 2,16 A
A A AB

CB-05 2,05a 1,98 a 2,05a 2,02 AB
AB AB A

CB-18 1,87 ab 1,97 a 1,61 b 1,81 BCDE
BC ABC BC

CB-01 1,97 a 1,98 a 1,81a 1,92 BCD
BC AB AB

CB-04 1,90 a 1,95 a 1,82a 1,89 BCD
BC ABC AB

CB-16 1,96 a 2,03a 2,05a 2,01 ABC
BC AB A

CB-20 1,95a 1,58 b 1,68 ab 1,73 DE
BC C ABC

CB-03 1,96 a 1,88 a 1,86 a 1,90 BCD
BC ABC AB

CB-11 2,08 a 1,90 ab 1,71 b 1,89 BCD
AB ABC ABC

CB-14 1,65 b 1,97 a 1,73 ab 1,78 DE
C ABC ABC

CB-06 1,88 a 1,76 a 1,76 a 1,80 BCDE
BC ABC ABC

CB-10 1,73 a 1,80 a 1,83 a 1,78 CDE
BC ABC AB

CB-13 1,77 a 1,71 a 1,41 b 1,63 E
BC BC C

MEDIA 1,93 a 1,89 a 1,79 b

Meédias seguidas de mesma letra maitiscula nas colunas e mintsculas nas linhas ndo diferem significativamente
entre si Tuckey 5 %.

O meio CENOURA, foi significativamente superior aos meios BDA e M3 (Tabela 6), para
estes fungos, ao contrario dos resultados de Arias (1995) e Almeida (1981), onde o meio BDA,

foi 0 que proporcionou maior crescimento micelial dos organismos estudados pelos autores.
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TABELA 6- Didmetro médio em cm das coldnias dos isolados de Cladosporium sp. dez dias apds
a colocagdo nos meios de cultura

MEIOS DE CULTURA

ISOLADOS BDA CENOURA M3 MEDIA

CB-05 54la 583a 540a 554 A
A A A

CB-16 466 b 533a 525a 508 B
B AB AB

CB-03 471 b 541a 491 ab 5,01 BC
AB AB ABC

CB-15 491 a 501a 4,802 4,90 BCD
AB BC ABCD

CB-10 4,46 a 493 a 460 a 4,66 BCDE
BC BC BCDE

CB-04 4,63 a 471a 423 a 452 DE
BC BCD CDEF

CB-20 431a 4,11a 441a 427 EFG
BC D CDEF

CB-18 3,46 b 475a 3,75 b 3,98 FG
D BCD FG

CB-14 391 b 486a 405 b 427 EFG
CD BC EF

CB-06 431 ab 4,76 a 3,86 b 431 EFG
BC BCD FG

CB-01 4,66 ab 498 a 428 b 4,64 CDE
B BC CDEF

CB-13 345 b 501a 330 b 3,92 FG
D BC G

CB-11 2,08 a 1,90 a 1,71a 1,89 G
AB ABC ABC

MEDIA 422 b 473a 4,19 b

Meédias seguidas de mesma letra maiiiscula nas colunas e minisculas nas linhas nio diferem significativamente

entre si Tuckey 5 %.

A interagdo entre os fatores meio de cultura e isolados de Cladosporium, revelou que o

isolado CB-05 sempre apresentou melhor crescimento, porém houve variagdo naqueles que

cresceram menos, como por exemplo CB-13 e CB-20 em CENOURA.

Apesar dos isolados apresentarem uma certa semelhanga quanto ao crescimento micelial ao

longo das observagbes aos 2, 5 e 10 dias, tornou-se dificil tirar alguma conclusdo sobre

taxonomia.
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3.3.2.3 Produciio de esporos

Constatou-se diferencas significativas entre os isolados, meios ¢ mesmo em relagdo a
interagdo destes fatores quanto a produgéio de conidios. Observou-se que os isolados CB-13 e
CB-10 foram os que produziram maior nimero de conidios/ml, e o isolado CB-05 o que menos
conidios produziu. Em relagdo ao meio de cultura, o maior mimero de conidios foi conseguido
com o meio M3, enquanto que o meio CENOURA foi onde se produziu o menor niimero de
conidios/ml (Tabela 7).

Considerando a interagdo, onde se levou em conta cada meio separadamente em relagdo
aos isolados de Cladosporium sp., observou-se diferenca significativa. Para 0 meio BDA, os
isolados CB-13 e CB-10 produziram maior nimero de conidios/ml. O contrario ocorreu com o
isolado CB-03 que ndo diferenciou significativamente em média do isolado CB-04.¢ CB-06
Quanto ao meio CENOURA, o isolado CB-18 foi o que produziu maior nimero de conidios.
Entretanto, os isolados CB-11, CB-03, CB-06 e CB-05 apresentaram um menor nimero. J4 no
meio M3, o isolado CB-11 e CB-05 foram os que produziram maior ¢ menor mimero de
conidios/ml respectivamente.

Avaliando a interagio dos isolados em relagdo aos meios, observou-se diferengas
significativas, sendo que para a maioria dos isolados, os meios M3 ¢ CENOURA foram os que
proporcionaram maior e menor numeros de conidios/ml respectivamente.

De um modo geral, o meio de cultura M3, favoreceu a esporulagio, provavelmente devido
© mesmo ser mais pobre que os outros meios testados, sendo possivel que o esgotamento de
seus nutrientes tenha induzido uma maior esporulagio ( Barnentt, Timnick e Lilly 1950). O isolado
CB-13 que apresentou o menor crescimento, produziu o maior niimero de conidios/ml, juntamente
com o isolado CB-10. Este efeito inverso foi observado também em relagdo ao meio CENOURA,
que proporcionou um menor nimero médio de conidios/ml.

Quanto a caracterizagio dos isolados baseado na esporulagdo, observou-se que existe
diferenga entre os isolados. No entanto é dificil fazer inferéncia quanto a taxonomia dos isolados,
como ja argumentado.



TABELA 7- Numero médio de conidios/ml (x 10°) produzidos pelos isolados de Cladosporium

sp. nos meios de cultura com onze dias de incubagdo.

MEIOS DE CULTURA

ISOLADOS BDA CENOURA M3 MEDIA

CB-13 340,17 a 81,74 ¢ 301,51 b 241,14 A
A CD AB

CB-10 329,37 a 61,21 ¢ 278,14 b 22291 A
A DEF BC

CB-20 192,70 b 141,69 ¢ 25435 a 196,25 B
B AB C

CB-14 17797 b 11695 ¢ 25095a 181,96 BC
BC BC C

CB-18 190,65 a 160,01 b 130,58 ¢ 160,41 CD
B A E

CB-11 9503 b 14,04 ¢ 323,04 a 144,03 DE
EF G A

CB-15 149,10 a 121,00 b 125,50 ab 131,87 EF
CD B E

CB-01 142,58 b 71,75 ¢ 172,70 a 130,88 EF
CD DE D

CB-16 128,78 b 3445 ¢ 189,45 a 117,56 F
DE FG D

CB-04 6531 b 39,78 b 158,13 a 87,74 G
FG EFG DE

CB-03 4873 b 12,20 ¢ 195,46 a 84,46 G
G G D

CB-06 84,39 b 23,4083 ¢ 125,72 a 77,84 GH
FG G E

CB-05 69,06 a 13,2417 b 86,30 a 56,20 H
B C F

MEDIA 15491 b 69,01 ¢ 199,37 a

Meédias seguidas de mesma letra maiiisculas nas colunas e mimisculas nas linhas ndo diferem significativamente

entre si Tuckey 5 %.

3.4 Conclusdes

O fungo Cladosporium sp. encontrou-se associado ao pulgdo Brevicoryne brassicae L.
1758 (Homoptera: Aphididae) ao longo de todo o ano, com excegéio dos meses de dezembro e

janeiro.
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Os isolados de Cladosporium sp., obtidos da associagdo com a afideo B. brassicae,

mostraram diferentes quanto ao aspecto cultural e reprodutivo.
Considerando a caracterizag@o dos isolados quanto ao crescimento micelial e esporulagdo,

observou-se uma relagdo inversa entre o didgmetro médio da colonia € o nimero médio de

conidios.
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Patogenicidade de Cladosporium sp. ao pulgio da couve, Brevicoryne brassicae Linnaeus,
1758 (Homoptera: Aphididae), em laboratorio e casa de vegetacdo.

OLIVEIRA, E.; CASTRO, H. A. & BUENO, V. H. P.

RESUMO

Objetivando verificar a entomopatogenicidade do fungo Cladosporium sp. ao pulgio
Brevicoryne brassicae, procedeu-se inoculagdes sucessivas com uma suspensio de esporos & uma
concentragdo de 10’ conidios/ml em condigBes de laboratério e casa de vegetacdo. Avaliou-se a
porcentagem de mortalidade, colonizagdio e em alguns casos a multiplicag3o dos insetos apos a
inoculagéo. Os resultados obtidos permitiram concluir que o fungo Cladosporium sp. ndo foi
patogénico ao pulgdo Brevicoryne brassicae, nos ensaios envolvendo a patogenicidade em
condigSes de casa de vegetagdo e mesmo em laboratério, com excegdio de quando se utilizou de

metodologia que proporcionava uma saturagio de umidade.

Palavras chaves: Brevicoryne brassicae; couve; Cladosporium sp.; entomopatogenicidade.



Pathogenecity of Cladosporium sp. to the cabbage aphid, Brevicoryne brassicae Linnaeus,
1758 (Homoptera: Aphididae), in laboratory and greenhouse

ABSTRACT

Aiming to verify the enthomopathogenicity of the fungus Cladosporium sp. to the aphid
Brevicoryne brassicae, successive inoculations were proceeded with a spore suspension at a
concentration of 10’ conides/ml under laboratory and greenhouse conditions. The mortality
percentage, colonization and in a few cases the multiplication of insects after inoculation were
evaluated. The results obtained enabled to conclude that the fungus Cladosporium sp. was not
pathogenic to the aphid Brevicoryme brassicae in the trials involving pathogenicity under
greenhouse conditions and even in laboratory, except when the methodology providing a humidity
saturation was employed.

Key words: Brevicoryne brassicae; cabbage; Cladosporium sp., enthomopathogenicity.



Patogenicidade de Cladosporium sp. ao pulgio da couve, Brevicoryne brassicae Linnaeus,
1758 (Homoptera: Aphididae), em laboratério e casa de vegetacio.

4.1 INTRODUCAO

A cultura da couve, Brassica oleracea esta sujeita a uma série de enfermidades e pragas.
Entre as pragas se destaca o pulgdo Brevicoryne brassicae Linnaeus, 1758 (Homoptera:
Aphididae), referida mundialmente como praga importante (Hugges, 1963). Este inseto, além dos
danos diretos pela sucgdo continua de seiva, € responsavel pela transmissdo de intimeros virus que
podem causar prejuizos superiores a 65 %, dependendo das condi¢Ses ambientais (Carvalho,
1983).

O controle quimico através de inseticidas, segundo Geest, Samson e Wassink (1980) e
Lima e Racca Filho (1987) tem sido o mais utilizado no controle de afideos. Gravena (1992) e
Fernandes (1989) entretanto, afirmaram que este tipo de controle se utilizado de maneira
inadequada, traz consequéncias aos agroecossistemas, traduzindo-se em ressurgéncia de insetos-
pragas, surtos de pragas secundarias e aparecimento de insetos resistentes. Como conseqiiéncia
social ha a modificagdo indesejada do ambiente, com acimulo de residuos téxicos nos alimentos e
intoxicagdo acidental do homem e dos animais.

Como alternativa, surge o controle microbiano, onde os fingos sdo os microorganismos
mais importantes no controle de insetos, respondendo por 80 % das doengas de insetos (Alves,
1986). De acordo com Robbs, citado por Gallo et al. (1978), o fungo Cladosporium, foi
observado em associagdo com algumas pragas. Petch (1932) citado por Hall (1973) observou este
mesmo fungo afetando populagdes de afideos. Farias e Santos Filho (1987) relataram a
ocorréncia, infectando a mosca branca (dleurothrixus aepim Goeldi, 1886 (Homoptera:
Aleyrodidae) na cultura da mandioca e Batista Filho et al. (1991), o constataram em associacdo
com éacaros eriofiideo, do género Calacarus (identificacdo feita pelo Dr. Gilberto de Morais -
CNPDA/EMBRAPA) em seringais das regides de Aragatuba e Sdo José do Rio Preto, SP.
Oliveira et al. (1995), verificaram a ocorréncia de Cladosporium sp. associado com o pulgdo B.
brassicae no periodo compreendido entre Julho/93 a Julho/95, em visitas aos Campus da UFLA,

constatando sua presenca durante todos os meses do ano com exce¢do de dezembro e janeiro.
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Nao hé , contudo, informagio cientifica da patogenicidade de Cladosporium sp. ao pulgdo
da couve, justificando a realizagdo do presente trabalho, que teve como objetivo principal avaliar a
patogenicidade deste fungo ao pulgdo da couve, B. brassicae.

4.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em condigtes de casa de vegetacdo e de laboratdrio
no Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal de Lavras(UFLA).

Os pulgbes utilizados nos testes de patogenicidade foram provenientes de plantas de
Couve (Brassica oleracea) cultivadas em “gaiolas”, mantidas para multiplicagdo e manutengéo
dos afideos. Nas “gaiolas”, além das condi¢des favoraveis & sua multiplicago foi evitado
parasitismo ou predagéo.

Os isolados de Cladosporium sp., foram provenientes de material, mantidos em condi¢des
de laboratdrio, em tubos com 6leo mineral, identificados como “CB” (Cladosporium isolado de
Brevicoryne).

Para obtengdo do inoculo, os isolados de Cladosporium foram cultivados em placas de
Petri de 9 cm de didmetro com BDA (batata-dextrose-agar) por 10 dias, em cimara de incubagiio
a 25 + 2° C e fotofase de 12 horas. Foram utilizadas as suspensdes de esporos na concentragio
de 10 esporos /ml, ajustadas com auxilio de um hemocitometro.

As mudas de couve utilizadas nos estudos foram produzidas em casa de vegetagio, e
provenientes de sementes da cultivar “acephala”, utilizando-se bandejas de isopor de 72 células
com 15 cm de profundidade. O substrato utilizado para o plantio era constituido da mistura 1: 1
de casca de arroz carbonizada e plantimax. A condugio das mudas foi feita de acordo com as
necessidades de cada ensaio . Para o plantio das mudas em vasos ou sacos plasticos utilizou-se de
uma mistura de terra, areia e esterco (3:2:1) fumigada com brometo de metila.
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4.2.1 Patogenicidade de Cladosporium sp. & Brevicoryne brassicae

4.2.1.1 Em condi¢des de laboratério

Para avaliagdo da patogenicidade de Cladosporium a B. brassicae a nivel de laboratério,
utilizou-se de trés metodologias, as quais foram denominadas “Gerbox”, “Garrafa” e “Gaiola™.

Na metodologia “Gerbox”, denominagéo em fungfo da utilizagio de um Gerbox que nada
mais é que uma caixa plastica. Folhas destacadas de couve (Brassica oleracea) de mesma idade e
tamanho (5 cm de comprimento), tiveram seus peciolos introduzidos em frascos de vidro de 10 ¢cm
contendo agar-agua a 0,07 % e presos por algoddo envolvidos externamente com parafilme. Dez
adultos de B. brassicae foram colocados por folha com auxilio de um pincel de ponta fina. A
uniformidade das col6nias de pulgdes foi obtida com a retirada das fémeas adultas das folhas
destacadas apos 24 horas. As ninfas, em nimero de dez, trés dias apos a retiradas das fémeas
adultas, foram inoculadas com suspensiio de esporos, utilizando de um pulverizador manual. Em
seguida , as folhas com as ninfas foram acondicionadas em “Gerbox™ (10 x 5cm) contendo papel
de filtro umedecido com 4gua destilada esterilizada, vedadas com um filme de pvc e incubados a
uma temperatura de 25 + 2 °C, 70 % de umidade relativa e uma fotofase de 12 horas até o
momento da avaliago . Neste ensaio, utilizou-se de apenas o isolado CB-11 de Cladosporium. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 7 tratamentos (T1-testemunha sem agua,
T2- testemunha com 4agua, T3- CB-11, T4- CB-11 + sacarose 5 %, T5- CB-11 + sacarose 30 %,
T6-sacarose 5 %, T7- sacarose 30 %), repetidos 6 vezes. Avaliou-se a porcentagem de
mortalidade e colonizagdo dos pulgdes pelo fungo apdés 5 dias da inoculagdo, tempo este
estabelecido em fungio da vida util da folha.

Na metodologia denominada “Garrafa”, recipientes de pvc transparente de refrigerante e
volume de 2 litros foram cortadas transversalmente proximo ao meio, utilizando-se a parte do
fundo como vaso. Apos o plantio de mudas de couve nestes vasos e as plantas atingirem uma
altura de 10cm, procedeu-se a infestagdio com 10 adultos de B. brassicae por planta. Trés dias
apos a infestagdo e com auxilio de um pincel de ponta fina, eliminou-se os adultos e o excesso de
ninfas, deixando-se apenas 20 ninfas por planta. No mesmo dia foi feita a inoculagdo com a
suspensdo de esporos , utilizando-se de um pulverizador manual. Estes vasos foram fechadas com
a outra parte da “garrafe” e mantidos em sala climatizada a 25 + 2 °C, 70 % UR e fotofase de 12
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horas, € apés 7 dias da inoculagdo, tempo este maior em relagdo a avaliagdo da patogenidade
quando se utilizou da metodologia “Gerbox” ja que nessa metodologia “Garrafa” ndo se trata de
folha destacada e sim de uma planta, fez-se a primeira avaliagdo, levando-se em consideragio a
porcentagem de mortalidade e coloniza¢do dos pulgdes pelo fungo. No mesmo dia da primeira
avaliagdo, procedeu-se uma segunda inoculagdo sobre os pulgdes remanecentes e mesmo sobre
ninfas que tinham surgido dos aduldos, utilizando-se também de pulverizador manual e
considerando as mesmas condi¢des de temperatura, UR e fotofase da primeira inoculago,
avaliando-se neste caso a porcentagem de multiplicacdo dos insetos ja que ndo se observou efeito
significativo em relagdo a mortalidade. Para este ensaio, utilizou-se dos isolados CB-3, CB-4 e
CB-11 do fungo Cladosporium. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 9
tratamentos (T1-testemunha sem agua, T2- testemunha com agua, T3- sacarose 5 %, T4- CB-3,
T5- CB-4, T6 CB-11, T7- CB-3 + sacarose S %, T8- CB-4 + sacarose 5 % e T9- CB-11 +
sacarose 5 %) com quatro repeti¢des.

E na metodologia “Gaiola”, mudas de couve apds atingirem um tamanho de 15 cm foram
plantadas em vasos de plastico de 1 litro e submetidas a uma infestagio com 10 pulgdes adultos
B. brassicae por planta. Trés dias apos a infestagdo e com auxilio de um pincel de ponta fina
eliminou-se os adultos e o excesso de ninfas, deixando-se apenas 20 ninfas por planta. No mesmo
dia fez-se a inoculagdo com suspensio de esporos, utilizando-se de um pulverizador manual. As
plantas foram individualizadas por “gaiola™ feita com garrafa plastica de refrigerante de 2 litros,
cortada nas estremidade, de tal forma a ficar um tubo. Este era entfio cortado no sentido
longitudinal e acrescentando uma tela suficientemente fina para impedir a entrada de insetos,
principalmente inimigos naturais dos afideos e também permitir um ambiente com menor umidade.
Apos a individualizagdo, cada recipiente foi envolvido com um saco plastico formando uma
cémara imida por 12 horas e levadas para uma sala climatizada a 25 + 2 °C, 70 % UR e fotofase
de 12 horas. Apés 7 dias da inoculagio, fez-se a primeira avaliagdo, considerando-se a
porcentagem de mortalidade e colonizagdo dos pulgdes pelo fungo. No mesmo dia da primeira
avaliagdo, procedeu-se uma segunda inoculagiio sobre os pulgdes remanecentes e mesmo sobre
ninfas que tinham surgido dos aduldos, utilizando-se também de pulverizador manual e
considerando as mesmas condigdes de temperatura, UR e fotofase da primeira inoculagio,
avaliando-se a multiplicagdo dos insetos. Para este ensaio, utilizou-se dos mesmos isolados CB-3,
CB-4 e CB-11 do fungo Cladosporium. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
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com 9 tratamentos (T1- testemunha sem agua,T2- testemunha com dgua, T3- sacarose 5 %, T4-
CB-3, T5- CB-4, T6- CB-11, T7- CB-3 + sacarose 5 %, T8- CB-4 + sacarose 5 % e T9- CB-11 +

sacarose 5 %) com quatro repetigdes.

4.2.1.2 Em condigdes de casa de vegetaciio

Mudas de couve livres de insetos e do proprio pulgdo B. brassicae foram plantadas em
sacolas de plastico de 3 litros. Ao atingirem 25 cm de altura, foram infestadas artificialmente com
35 pulgdes em diversas fase de desenvolvimento. Para a transferéncia recortou-se uma parte do
tecido foliar de uma planta infestada contendo os 35 pulgdes desejados fixando-o nas plantas
através de tachinhas metalicas. Em seguida as plantas de couve foram acondicionadas em um
canteiro de cimento de 7,40 de m comprimento, 1,2 m largura e 0,80 m de altura e envolvido por
uma tela fina que impossibilitava a entrada de qualquer outro inseto. A inoculagio ocorreu quatro
dias apés a transferéncia dos pulgdes, quando estes ji se encontravam aclimatados. As plantas
foram distribuidas em quatro canteiros tendo no fundo 10 cm de maravalha de madeira umedecida
para saturar o ambiente. Sobre a tela fina, logo apés a inoculagdo, colocou-se um filme plastico
que permaneceu por um periodo de 12 horas, para propiciar a cimara imida. Oito dias apés a
inoculagdo, fez-se a primeira avaliagio, levando-se em consideragio a porcentagem de
multiplica¢@o e colonizagio dos pulgdes pelo fungo. Neste ensaio, utilizou-se dos isolados CB-1,
CB-3, CB4, CB-5, CB-6, CB-10, CB-11, CB-13, CB-14, CB-15, CB-16, CB-17, CB-18 ¢ CB-
20 do fungo Cladosporium. O delineamento utilizado foi bloco inteiramente casualizado (DBC),
com 16 tratamentos (T1- testemunha sem agua; T2- testemunha com agua; T3- CB1; T4- CB-3;
T5- CB-4; T6- CB-5; T7- CB-6 ; T8- CB-10; T9- CB-11; T10- CB13; T11- CB-14; T12- CB15;
T13- CB-16; T14- CB-17; T15- CB-18; T16- CB-20) e 4 blocos.

No mesmo dia da primeira avaliagio e no intuito de comprovar a presen¢a do fungo,
retirou-se de forma aleat6ria 6 pulgdes vivos das 4 plantas inoculadas de cada tratamento, que
foram colocados em placas de Petri com BDA, incubando-se por 5 dias a 25 +2 °C,70% UR e
fotofase de 12 horas.

Trés dias apés a primeira avaliagio houve aumento populacional dos afideos e
aparecimento de formas aladas. Foram entdo descartados 11 tratamentos e mantidos a testemunha
e os trés tratamentos em que houve colonizagfio pelo fungo, embora nfio significativamente
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(T9-CB-11; T5-CB-4; T4-CB-3), cada um individualizado por canteiro. Sete dias apds a primeira
avaliagio, fez-se uma segunda avaliagio ndo se observando progresso com relagio aumento de
afideos colonizados pelo fungo. Desta forma, 13 dias apds a primeira avaliagdo, procedeu-se uma
reinoculagdo destes tratamentos, avaliando-se aos 8 dias apds, pela porcentagem de pulgdes
colonizados pelo fungo. Durante o periodo de execugdo do experimento (16/09/95 - 21/10/95) os
valores médios méximos e minimos de temperatura variaram de 27.5 a 16.3 °C respectivamente e
uma UR média de 72.55 %

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Patogenicidade em condi¢des de laboratério

Os resultados obtidos quando se utilizou da metodologia “Gerbox” mostraram que os
tratamentos 5 ¢ 4 foram os Unicos que apresentaram uma mortalidade de pulgdes em relagdo aos
tratamentos 1 e 2, (Tabelal), demonstrando sinergismo na patogenicidade do Cladosporium em

solugdo de sacarose.

TABELA 1- Porcentagem de mortalidade e colonizagio de Brevicoryne brassicae inoculado com
Cladosporium sp. pelo método “Gerbox”, 5 dias ap6s a inoculaggo.

Tratamentos % Mortalidade % Colonizacio
T5- (CB-11 + sacarose 30 %) 895A 50,3 A
T4- (CB-11 + sacarose 5 %) 75,5 AB 51L,L1A
T7- ( sacarose 30 %) 53,5 ABC 40B
T3- (CB-11) 47,6 BC 476 A
T6- (sacarose 5 %) 276 C 40B
T2- ( testemunha com agua) 200 C 40B
T1- ( testemunha sem agua) 166 C 40B
CV. 45,6 80,1

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si - Tuckey 5 %.
Dados transformados em Arc sen SQRT ( x +0,5)
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A diferenga significativa da colonizagdo de B. brassicae por Cladosporium, nos
tratamentos em que o fungo foi inoculado, n3o se relaciona com a mortalidade dos insetos, pois a
inoculagdo do fungo em agua ndo promoveu mortalidade diferenciada dos pulgdes. Ressalta-se
que mesmo nos tratamentos testemunha a mortalidade foi alta, possivelmente em consegiiéncia da
elevada umidade relativa do ambiente, o que segundo Humber (1990) possibilita a colonizagdo dos
pulgdes por qualquer fungo, como se verificou com o Cladosporium. Também Nordini et al.
(1993), citado por Sudo, Melo e Galina (1995), relataram que o sucesso na patogenicidade ao
afideo Myzus nicotianae (Homoptera: Aphididae)pelo fungo Pandora neoaphidis, esta

relacionado com umidade acima de 97 %.
TABELA 2- Porcentagem de mortalidade e Colonizagdo de Brevicoryne brassicae inoculadados

com Cladosporium sp. pelo método “garrafa™, 7 dias apdés a inoculagio e
multiplica¢do dos pulgdes apds a segunda inoculagdo.

Tratamentos % Mortalidade % Colonizacio % Multiplicaciio
T3- (sacarose 5 %) 46,1 A 40B 89,5 A
T5- (CB-4) 46,1 A 19,6 A 845A
T7- (CB-3 + sacarose 5 %) 434 A 19,6 A 830A
T8- ( CB-4 + sacarose 5 %) 434 A 285A 82,6 A
T1- (testemunha sem agua) 432 A 40B 826 A
T4- ( CB-3) 429 A 229A 785A
T2- (testemunha com agua) 414 A 40B 76,2 A
T9- (CB-11 + sacarose 5 %) 40,8 A 25,7A 75,5 A
Té- (CB-11) 399A 20,5 A 68,9 A
Cv. 15,9 28,6 19,8

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si - Tuckey 5 %.
Dados transformados em Arc Sen SQRT ( x + 0,50)

Os resultados da metodologia “garrafa” foram similares ao da “Gerbox”, para a
colonizagdo dos pulgdes pelo fungo (Tabela 2), mas ndio repetiram a observada diferenca de
patogenicidade dos isolados em sacarose 5 %, nem mesmo do CB-11, n#o se verificando diferenca
significativa na mortalidade e na multiplicagdo dos insetos.
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A metodologia “gaiola” gerou praticamente os mesmos resultados da metodologia
“garrafa”, exceto quanto ao pardmetro colonizagio (Tabela 3), que neste caso ndo apresentou
diferenga significativa, possivelmente em fungio de menor umidade da cimara-iimida, ji que a tela
colocada eliminou a condigdo de camara-imida apos a retirada do invélucro plastico.

Ressalta-se que nas metodologias “gaiola”, certamente com menor umidade, e “garrafa”,
possivelmente também com menos umidade pelo maior espago na cimara-imida formada pela
garrafa, a mortalidade dos insetos foi menor, ¢, também a colonizagdio, estando de acordo com as
informagdes de Humber (1990).

TABELA 3 - Porcentagem de mortalidade e Colonizagio de Brevicoryne brassicae inoculados
com Cladosporium sp. pelo método “gaiola”, 7 dias ap6és a inoculagio e
mutltiplicagdo dos pulgdes apos a segunda inoculagdo.

Tratamentos % Mortalidade = % Colonizagio % Multiplicaciio
T9- ( CB-11 + sacarose 5 %) 394 A 59 A 89,5 A
T6- (CB-11) 39,1 A 40 A 83,0A
T4- (CB-3) 37,1A 40 A 89,5 A
T3- (sacarose 5 %) 339A 40 A 89,5 A
T8- (CB-4 + sacarose 5 %) 339A 10,8 A 81,8A
T2- (testemunha com agua) 30,1 A 40 A 89,5A
T5- (CB-4) 288 A 40 A 853A
T1- (testemunha sem agua) 276 A 40 A 89,5A
T7- ( CB-3 + sacarose 5 %) 259 A 10,6 A 79,9 A
Cv. 35,5 80,2 13,4

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si - Tuckey 5 %.
Dados transformados em Arc Sen SQRT ( x + 0,50)

4.3.2 Patogenicidade em condi¢es de casa de vegetaciio

O numero de pulgGes vivos presentes nas plantas de couve, com base na primeira
avaliagdo, ndo diferiu significativamente entre os tratamentos, acontecendo o mesmo quanto ao
efeito da colonizagdo do afideo pelo fungo Cladosporium (Tabela 4).
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TABELA 4 - Variagdo no aumento populacional inicial dos pulgdes colocados nas plantas de
couve, em casa de vegetagdo, proporgdo de pulgdes com manifestago fingica oito
dias apds a inoculagio e reisolamento dos isolados de Cladosporium sp.

inoculados.
Tratamentos % Variag¢ao % Colonizacio % Reisolamneto

T1- (testemunha com agua) 255 A 0,7 A 0,0
T2- (testemunha sem agua) 238 A 0,7 A 0,0
T3- (CB-1) 234 A 0,7 A 100,0
T4 (CB-3) 218 A 22 A 83,3
T5- (CB-4) 27,7 A 20 A 83,3
T6- (CB-5) 26,9 A LI A 66,6
T7- (CB-6) 228 A 0,7 A 83,3
T8- (CB-10) 284 A 0,7 A 83,3
T9-(CB-11) 224 A 1,5 A 88,3
T10- (CB-13) 28,1 A 0,7 A 100,0
T11- (CB-14) 28,1 A 0,7 A 100,0
T12- (CB-15) 20,7 A 0,7 A 100,0
T13- (CB-16) 346 A 09 A 100,0
T14- (CB-17) 26,3 A L1 A 100,0
T15- (CB-18) 209 A 0,7 A 66,6
T16- (CB-20) 236 A 0,7 A 100,0

Cv. 24,6 82,07

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si - Tuckey 5 %.
Dados transformados em SQRT( X +,50)

Néo houve morte dos insetos oito dias apos a inoculagdo, tendo apenas alguns pulgdes
manifestados associagfio do fungo inoculado, com similaridade entre os tratamentos (Tabela 4).
Também ndo houve variagdo significativa na populagio de pulgdes nos tratamentos avaliados. O
reisolamento do fungo nos pulgdes plaqueados foi diferenciado nos tratamentos, tendo sido de
zero nos tratamentos testemunhas, comprovando a auséncia de contaminaggo.
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Os resultados da colonizagdo dos pulgbes apds a segunda inoculagio sdo praticamente os
mesmos observados na primeira avaliagdo, apenas com um leve aumento da colonizagdo,
igualmente para os trés isolados (Tabela 5).

Apesar dos resultados obtidos, Sudo, Melo e Galina (1995) obtiveram resultados
surpreendentes, com a espécie Cladosporium cladosporioides, em relagio ao afideo Myzus
nicotianae em condigGes de cada de vegetagdo e campo. Também De Anami e Eklund (1996), em
cada de vegetagdo, que utilizaram o produto biologico “AFIBIOL”, a base de Cladosporium sp.,
obtiveram um controle significativo da populagio de afideos Myzus persicae Sulzer, 1776
(Homoptera: Aphididae). E importante salientar que os referidos autores néo se preocuparam em
controlar o efeito dos inimigos naturais e outros insetos que comprometessem os resultados.
Salienta-se que, paralelamente ao ensaio de patogenicidade do presente trabalho em casa de
vegetagdo, observou-se grande mortalidade de afideos onde ndo s6 o fungo Cladosporium estava
ocorrendo, mas também outros insetos inimigos naturais dos pulgdes (parasitoides, predadores) e
formigas, colocando assim em divida a causa da sua mortalidade. Quanto as condigdes de
umidade e temperatura da casa de vegetagio, pode-se afirmar que elas foram favoraveis a
patogenicidade, jé que se observou colonizagdo dos pulgdes pelo fungo Cladosporium.

TABELA S - Associagiio de Cladosporium com Brevicoryne brassicae, 8 dias apos a segunda

inoculaggo.
Tratamentos % Colonizacio
T4- (CB-3) 24 A
T9- (CB-11) 23 A
TS- (CB-4) 20 A
T1- (testemunha ) 0,7 A
CVv. 55,6

Médiasseguidasdem&smalmniodiferemmﬁsﬁmmemzenu“i-TuckeyS%.
Dados transformados em SQRT( X +,50)
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As baixas colonizagbes observadas em condigdes de C.V., respaldam a colocagio de que ,
em condigSes de umidade abaixo da saturagdo diminui a colonizag8o e, em condigdes de
saturac¢do, os fungos colonizam os pulgdes (Humber, 1990).

A presenga constante do fungo associado aos pulgbes em Lavras-MG, aliada as
informagdes de ataque de Cladosporium a Calacarus (Bastista Filho et al., 1991) e de infecgdo a
mosca branca (Farias e Santos filho, 1987), entusiasmou a desenvolver o presente estudo.

Contudo, nas condi¢Ges trabalhadas, reconhece-se a sua ndo patogenicidade ao pulgdo da couve.

4.4 Conclusdes

Nas condigbes em que se realizou o presente estudo, pode-se concluir que:

-S6 houve patogenicidade de Cladosporium sp. a Brevicoryne brassicae com inoculagio
do fungo em solugdo de sacarose e com incubag3o constante em ambiente saturado de umidade;

-Nenhuma outra condicdo revelou patogenicidade do fungo aos insetos, tanto em
mortalidade quanto em proliferagdo dos insetos;

-Pode haver algum sinergismo entre Cladosporium e outros inimigos naturais de B.
brassicae em couve;

-A presenca de honeydew, principalmente em grande quantidade, como se verifica quando
se tem elevadas populagdes dos afideos, pode favorecer o fungo;

-A interag3o Cladosporium sp. - B. brassicae justifica mais estudos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As visitas a partir de julho de 1993, a hortas caseiras e comerciais, confirmaram a
ocorréncia do fungo Cladosporium associado ao pulgéo Brevicoryne brassicae, em todos os
meses do ano, com exce¢do de dezembro e janeiro. Este fungo foi relatado também em associagdo
com outras espécies, como exemplo, o pulgdo vermelho do tabaco, Myzus nicotianae nos estados
do Parana e Santa Catarina no ano de 1992 (Sudo, Melo e Galina, 1995). Estes mesmos autores
atribuem a Bitancourt et al. (1935), como os primeiros a fazer manifesto sobre ocorréncia do
fungo Cladosporium associado com afideos no Brasil.

Considerando os resultados de avaliagio da entomopatogenicidade do fungo
Cladosporium sp. ao pulgdo Brevicoryne brassicae, sob condi¢do de laboratério, so se observou
mortalidade significativa na metodologia GERBOX. Contudo, Canto e Santos Filho (1996)
verificaram infecgdo desse mesmo fungo (Cladosporium), com taxas de mortalidade da ordem de
89 % para mosca branca e 87 % em relagdo a cochonilha. Nenhuma outra metodologia utilizada
para confirmagdo da patogenicidade do fungo ao pulgdo da couve, em condigdes de laboratorio e
de Casa de Vegetagdo confirmou esta condigdo, muito embora naqueles casos onde se teve
saturagdo de dgua no ambiente, a colonizagdo dos insetos pelo fungo tenha sido significativa,
demonstrando que colonizagdio ndio significa patogenicidade. Humber (1990) realga que em
condi¢bes de saturagdo, qualquer fungo pode se associar aos pulgdes e Nordini et al. (1993),
relatam que o sucesso na patogenicidade ao afideo Mizus nicotianae pelo fungo Pandora
neoaphidis sob condigdes de laboratorio, esté relacionado com umidade acima de 97 %.

A niio patogenicidade do fungo Cladosporium sp ao pulgio Brevfcoryne brassicae, nas
condigdes do presente trabalho, pode ser atribuida a fatores interativos como condigoes ambientais
favoréveis, presenca de parasitoides, predadores e outros inimigos naturais no sistema, conforme
verificado em cultivo em casa de vegetagéio onde houve a eficiéncia do fungo Cladosporium ao
pulgdo verde do pimentfio Myzus persicae (De Anami e Eklund, 1996). Uma outra suposi¢io da
ndo patogenicidade ¢ a possibilidade dos isolados de Cladosporium ndo serem da espécie
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Cladosporium cladosporioides, que no trabalho de Sudo, Melo e Galina (1995), possibilitou o
controle do pulgdo vermelho do tabaco Myzus nicotianae, em condigdes de casa de vegetagdo,
com apenas uma unica aplicago.

Apesar de ndo ter sido comprovado a patogenicidade do fungo ao pulgdo, nas condigdes
trabalhadas, a sua constante associagdo verificada em condigdo de campo em Lavras-MG, sugere
continuidade destes trabalhos iniciais, pois no minimo o fungo deve fazer parte de um complexo
antagonista aos afideos. E inconcebivel o fungo estar colonizando os pulgdes por estar! Além
disto, ja houve comprovaggo de patogenicidade de Cladosporium sp. a afideos, (Farias ¢ Santos
Filho, 1987). Consequentemente, € de se suspeitar de falha de metodologia e/ou de estratégia . Os
presentes estudos demonstraram variagdo entre os isolados “CB” estudados, tanto cultural quanto
reprodutivamente. A literatura apresenta patogenicidade de Cladosporium cladosporidides a
insetos. Serd que esta espécie de fungo nio é patogénica ao Brevicoryne brassicae 7 A literatura
Fitopatologica mostra vérios exemplos em que os isolamentos com melhor crescimento em meio
artificial, sdo menos patogénicos . Os isolamentos de “CB”, obtidos com facilidade, ndo podem ser
os mais saprofiticos ? E o papel do Honeydew? Nio é de um atrativo para os antagonistas dos
pulgdes, sendo o Cladosporium um componente destes antagonistas? Ressalta-se que, apesar da
saturacdo da umidade, a suspensdo de esporos de Cladosporium em solugio de sacarose, resultou
em entomopatogenicidade.

E, portanto, de se ver que o presente trabalho ndo € conclusivo. Muito pelo contrario, abre

varias portas de investigagGes.
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