COLONIZACAO DO FUNGO Beauveria bassiana (HYPOCREALES,
ASCOMYCOTA) NA FORMA ENDOFITICA EM PLANTAS DE
TOMATE Solanum lycopersicum (SOLANACEAE) VISANDO O

CONTROLE DE Tuta absoluta (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE).

ANA CAROLINA LORETI SILVA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY
RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
FEVEREIRO - 2020


https://pt.wikipedia.org/wiki/Solanaceae

COLONIZACAO DO FUNGO Beauveria bassiana (HYPOCREALES,
ASCOMYCOTA) NA FORMA ENDOFITICA EM PLANTAS DE
TOMATE Solanum lycopersicum (SOLANACEAE) VISANDO O

CONTROLE DE Tuta absoluta (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE).

ANA CAROLINA LORETI SILVA

“Dissertagcdo apresentada ao Centro de Ciéncias
e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Mestre em Producao Vegetal”

Orientador: Prof. Dr. Richard lan Samuels

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
FEVEREIRO - 2020


https://pt.wikipedia.org/wiki/Solanaceae

FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pela autora.

5586

Silva, Ana Carolina Loreti.

COLONIZACAO DO FUNGO Beauveria bassiana (HYPOCREALES, ASCOMYCOTA) NA FORMA
ENDOFITICA EM PLANTAS DE TOMATE Solanum lycopersicum (SOLANACEAE) VISANDO O
CONTROLE DE Tuta absoluta (LEPIDOPTERA : GELECHIIDAE). / Ana Carolina Loreti Silva. -
Campos dos Goytacazes, RJ, 2020.

S1f.:il
Bibliografia: 33 - 38.

Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) - Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias, 2020.
Orientador: Richard lan Samuels.

1. Inseto. 2. Endofiticos. 3. Patégenos. 4. Praga. 5. Tomateiro. . Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Il. Titulo.

CDD - 630




COLONIZACAO DO FUNGO Beauveria bassiana (HYPOCREALES,
ASCOMYCOTA) NA FORMA ENDOFITICA EM PLANTAS DE
TOMATE Solanum lycopersicum (SOLANACEAE) VISANDO O

CONTROLE DE Tuta absoluta (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE)

ANA CAROLINA LORETI SILVA

Dissertagdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtengdo do titulo de Mestra em
Produgao Vegetal.

Aprovado em 20 de fevereiro de 2020

Comissdo Examinadora

%/w (e« 4&(9& e

Dr?. Aline Teixeira Carolino (D.Sc. Produgdo Vegetal) — UENF

Opm

)

Prof. Dr. Gers iano Silva (D.Sc. Fitotecnia) — UENF (Coorientador)

O My, 2200y

Prof. Dr.Milton Erthal Jr. (D.Sc. Produéao Vegetal) — IFF

e . — €

Prof. Richard lan Samuels (Ph.D. Patologia de Insetos) — UENF
(Orientador)



“A Deus e aos meus pais, Maura Vaz Loreti e Luiz Antonio, DEDICO este
trabalho, por estarem sempre ao meu lado, por todo amor e cuidado, amo vocés”.



AGRADECIMENTO

A Deus, que me guia por todos os caminhos e por ter tornado possivel
cada conquista, alegria, vitoria e aprendizado.

Aos meus pais, Maura Vaz Loreti e Luiz Antonio da Silva, meus maiores
exemplos de humildade, sabedoria e persisténcia, que me educaram, apoiaram e
estiveram sempre presentes em todos os momentos, por todo cuidado e amor a
mim dedicado.

Aos meus padrinhos, Glaucia Vilela dos Santos e Marcio Vaz Loreti, que
sempre me apoiaram e acreditam em mim, me ajudaram em cada conquista e em
oracao.

A minha tia Maria das Gracas Loreti por toda oracdo, amor e confianca;

Aos meus primos e amigos Guilherme Vilela Loreti, Vinicius Vilela Loreti,
Milce Aparecida Navas Loreti, Bruniele Loreti Bernardes, Kaua Bernardes, Sarah
Loreti e Helena Maria por todo incentivo, amor, confianca e carinho.

Aos meus tios Milson Vaz Loreti e Aparecida Navas Loreti por todo
carinho, apoio e amor.

Aos meus amigos Braz Francisco Nogueira e Rejane Aparecida da
Rocha, pela amizade, confianga e apoio.

A minha amiga e companheira de todos os momentos Patricia Batista de
Oliveira, que esteve sempre ao meu lado desde o inicio dessa jornada. Agradeco
por todos 0s momentos que vivemos e tudo que passamos, serei sempre grata a

Deus pela sua amizade, o melhor presente que ganhei no mestrado.
Vv



A todos 0s meus amigos, principalmente aqueles que estiveram
presentes, sempre ao meu lado, Thais de Moraes Ferreira, Isamara Reis Gomes,
Gabriela, Jarbas Cissino Massambe, Felipe da Silva Costa, Marcus Vinicius
Bastos, Everton Soares e Damiao Vilela, por todos os momentos vividos, pelos
conselhos, apoio e carinho.

As amigas Isabela, Isamara, Jessica e Bianca, pela convivéncia diaria
como familia, pela unido e por todos os momentos, serei sempre grata a Deus por
ter colocado pessoas boas em meu caminho.

Aos grandes amigos que fiz no laboratério, os quais compartilharam
conhecimentos e ensinamentos diarios, que tornaram essa jornada mais feliz e
agradavel, minha eterna gratidao, especialmente a Dr.2 Denise Moreira, Dr.2 Aline
Teixeira Carolino e Ms. Thais Bercot.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, ao
Programa de POs-Graduacdo em Producdo Vegetal e ao Laboratério de
Entomologia e Fitopatologia (LEF), pela oportunidade de realizacdo deste curso.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —
CAPES, pela concesséo da bolsa.

Ao Professor Dr. Richard lan Samuels pelos ensinamentos, apoio e
orientacao.

Ao Professor Dr. Gerson Adriano Silva pela coorientagao.

Agradeco a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a

realizacao deste trabalho.

Vi



SUMARIO

RESUMO ..ottt e e e e e e e e e e e e e e et et ttsaa e e e e e e e aaaeeeeees IX
AB ST RA CT ottt r b aeeaaeees Xl
1. INTRODUGAO .....oooti ottt ete et 1
2. REVISAO DE LITERATURA ......ooioieie ettt ee ettt 4
P2 B O U {1 (8 = e [0 1 (o 0= L 4
2.2, TULA ADSOIULA ... 5
2.3. Controle bioldgico com fungos entomopatogeniCoS .........cccuvvveeeereeriiiieeeeeennnnn. 6
2.4. Uso de Fungos Entomopatogénicos no controle de T. absoluta...................... 8
2.5. Fungos entomopatogénicos endofitiCoS..........ccceeeviiiiiiii i, 9
3. MATERIAL E METODOS .....ocoviiiiieieeeete ettt ete e 12
3.1. Origem dos fungos ULINZAdOS ...........coooiiiiiiiiiiiiiii e 12
3.2. Criac8o de T. abSOIUta .........uoiieiiiiiiii e 12
3.3. Preparo das suspenstes fUNQICas .........ccuueviieiieeeeeeeeeiee e 13

3.4. Teste de patogenicidade de diferentes isolados de Beauveria em larvas de
T @DSOIULA ... s 13

vii



3.5. Colonizacéo de plantas de tomate com fungos entomopatogénicos .......... 14
3.6. Inoculacéo de Plantulas de tomate ...........ccooeevveeiiiiiieieiiice e 16

3.7. Bioensaios de efeitos das plantas colonizadas com fungo em T. absoluta.17

3.8. Avaliacdo de parametros agronNOMICOS ........cccevvrvuieeeeeeiiieeeereiiineeeeeeennnnns 18
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ...oooieeeeee e, 19
4.1. Teste de patogenicidade utilizando trés isolados de B. bassiana em larvas

A T. @DSOIULA ....ceeiiiieiiiie e e e e e e e e e e eeanaanaas 19
4.2. Colonizagéo artificial de B. bassiana em tomateiros...........cccccvvvvveiiinnnenn. 20
4.3. Colonizacao de plantas de tomate a partir da inoculacao de plantulas....... 22

4.4. Bioensaios de sobrevivéncia de larvas de T. absoluta expostas a tomateiro

colonizado POr B. DASSIANA ......iiiiiiiiiie e 24
4.5. Avaliacdo de parametros agroNOMICOS .......cveeeverruieeerreiiieeeereeiiineeeeeennnnnns 27
5. RESUMO E CONCLUSOES .......cocutiiiiiiaieieieneeieieieie e 31
REFERENCIAS ...ttt 33

viii



RESUMO

SILVA, ANA CAROLINA LORETI, M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2020. Colonizacdo do fungo Beauveria
bassiana (HYPOCREALES, ASCOMYCOTA) na forma endofitica em plantas de
tomate Solanum lycopersicum (SOLANACEAE) visando o controle de Tuta
absoluta (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) (Meyrick, 1917). Orientador: Richard
lan Samuels. Coorientador: Gerson Adriano Silva

A traca-do-tomateiro Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) € um dos principais
iInsetos-praga do tomate (Solanum lycopersicum), causando danos aos frutos e
reduzindo a producdo de tomate. Apds anos do uso constante de inseticidas
sintéticos, tem ocorrido uma busca crescente por métodos de controle biologico,
dentre 0s quais o0 uso de patdogenos. Neste contexto, os fungos
entomopatogénicos, tém se apresentado como um saida promissora na protecao
de culturas contra insetos-praga. O objetivo deste estudo foi investigar o potencial
do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (HYPOCREALES,
ASCOMYCOTA) na forma endofitica em plantas de tomate, visando o controle de
T. absoluta. Foram realizados testes de patogenicidade com trés isolados fungos
entomopatogénicos (LPP139, LEF140, LEF141), contra larvas de T. absoluta. Os
isolados também foram utilizados para inocular plantas de tomate, com o objetivo
de reisolar o fungo mais promissor. Apos inocular e isolar B. bassiana do tomate,
o fungo reisolado (LPP139) foi entdo utilizado para inoculagdo em plantulas de
tomate, e a colonizagdo fungica das plantulas, foi avaliada 7, 14, 21 e 30 dias

apés a inoculagdo. Plantas colonizadas com B. bassiana endofitica foram
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utilizadas em teste de antagonismo contra larvas de T. absoluta. Os resultados
mostraram que todos os isolados testados eram patogénicos e virulentos contra
larvas de T. absoluta. No entanto, apenas o isolado LPP139 foi reisolado nas
plantas de tomate, portanto, esse isolado foi utilizado para inoculacdo em
plantulas. A colonizacéo de tomateiro pela inoculacdo de sementes com conidios
de B. bassiana foi bem-sucedida. As plantas colonizadas com B. bassiana
endofitica foram eficientes na reducdo de sobrevivéncia de larvas de T. absoluta
que se alimentam das folhas. Os tratamentos diferiram significativamente
(P<0,0001) do grupo controle. As larvas expostas a plantas de tomate colonizadas
com B. bassiana apresentaram a sobrevivéncia média de 4 dias (Sso), € 100% de
mortalidade no 7° dia de avaliacdo. Ja o grupo controle apresentou sobrevivéncia
de 87,5% nas duas variedade de tomateiro. O isolado LPP139 de B. bassiana
colonizou de forma eficiente plantas de tomate via inoculagéo de plantulas, e foi
detectado por até 30 dias apdés o contato inicial. As plantas colonizadas com
fungos na forma endofitica foram eficientes, sendo utilizado o fungo patogénico
para as larvas de T. absoluta, sem causar efeitos negativos no crescimento das
plantas, indicando o potencial deste fungo e da metodologia de colonizagao

endofitica, para estratégias de protecao de plantas de tomate.

Palavras-chave: Patogeno, fungo, inseto, praga, manejo.



ABSTRACT

SILVA, ANA CAROLINA LORETI, M.Sc. University State Northe Fluminense Darcy
Ribeiro. February 2020. Colonization of the fungus Beauveria bassiana (HYPOCREALES,
ASCOMYCOTA) as an endophyte in tomato plants Solanum lycopersicum
(SOLANACEAE) for the control of Tuta absoluta (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE)
(Meyrick, 1917). Advisor: Richard lan Samuels. Co-advisor: Gerson Adriano Silva.

The tomato moth Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) is one the main pest
insects of tomato (Solanum lycopersicum), causing damage to fruits and reducing
tomato production. After years of constant synthetic insecticide use, there is an
increasing search for biological control methods, among which the use of
pathogens, such as entomopathogenic fungi, has shown promise in protecting
crops against insect pests. The aim of this study was to investigate the potential of
the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (HYPOCREALES,
ASCOMYCOTA) as an endophyte in tomato plants, simplifying T. absoluta control.
Pathogenicity tests in were carried out with three B. bassiana isolates (LPP139,
LEF140, LEF141) against T. absoluta larvae. These isolates were also used to
inoculate tomato plants, with the aim of re-isolating the most promising fungus.
After inoculating and isolating B. bassiana from tomato, LPP139 was then used to
inoculate tomato seedlings. Fungal colonization of the plants was evaluated 7, 14,
21 and 30 days after inoculation. Plants colonized with endophytic B. bassiana

were used in antagonism tests against T. absoluta larvae. The results indicated
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that all of the isolates tested were pathogenic and virulent against T. absoluta
larvae. However, only LPP139 was isolated from tomato plants, and therefore
used for seedling inoculation. The colonization of tomato by seedling inoculation
with B. bassiana conidia was successful. Plants colonized with endophytic B.
bassiana were efficient in killing T. absoluta larvae that feed on the leaves. The
survival rates differed significantly (P <0.0001) from the control group. Larvae
exposed to tomato plants colonized with B. bassiana had an Sso value of 4 days
and 100% mortality on the 7th day of evaluation, while the control group survival
was 87.5% in both tomato varieties. Beauveria bassiana LPP139 efficiently
colonized tomato plants via seedling inoculation, and was detected for up to 30
days after inoculation. Plants colonized with fungi in the endophytic form were
efficient, reducing survival of T. absoluta larvae, without causing negative effects
on the growth of the plants, indicating the potential of the fungus and this

endophytic colonization methodology as a protection strategy for tomato plants.

Keywords: Pathogen, fungus, insect, pest, management.
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1. INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum) é afetada por diferentes
insetos-praga. A utilizacdo de pesticidas de amplo espectro de acéo é a principal
forma de controle das pragas. Porém, o uso exclusivo de controle quimico em
proporgdes excessivas contribui para a contaminagdo do meio ambiente, e
prejudica a saude humana (Gravena, 1984; Pratissoli e Parra, 2001).

Na América do Sul e América Central a traca-do-tomateiro, Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), tem sido descrita como a praga-chave de
tomate, podendo ocasionar perdas de producdo de até 100% (Picanco et al.,
1999). Os problemas fitossanitarios relacionados a T. absoluta, representam uma
barreira a produtividade na cultura do tomateiro. As larvas de T. absoluta minam
as folhas, perfuram o caule e as brotacfes das plantas, ocasionando perda na
capacidade fotossintética da planta. Ao atacar frutos de tomate, as larvas causam
perdas de frutos comprometendo a producdo (Guedes e Picanco, 2012; Guedes
et al., 2019).

O controle quimico com aplicacdo de inseticidas € a medida de controle
mais adotada. Porém o habito minador das larvas reduz a eficiéncia dos
inseticidas empregados, devido a baixa capacidade de translocacao desses
produtos nas plantas de tomate, dificultando o manejo (Silva et al., 2011). Além
disso, 0 uso acentuado de inseticidas aumenta os custos de producdo (Guedes e
Siqueira; 2019).

Em sistemas agricolas hd uma crescente necessidade de aprimorar

técnicas e estudos acerca de novos agentes, e métodos menos agressivos para o



controle de pragas. O controle biolégico, com a utilizacdo de parasitoides,
predadores e patdégenos, tem potencial para restabelecer o equilibrio de
populacdes de pragas. Os patdégenos tém a capacidade de causar infeccao e
alteracdes fisiologicas no hospedeiro. Os fungos entomopatogénicos sao
patdgenos que se destacam pela patogenicidade e viruléncia em diversas
espécies de insetos (De Bach e Rosen, 1991). Os fungos sao eficazes na
regulacdo de populacbes de insetos, ademais, as epizootias naturais causadas
por fungos desempenham um papel determinante no controle de populacdes de
insetos (Ferron, 1978).

Um dos principais desafios a ado¢céao de uso de fungos entomopatogénicos
no controle de pragas no agroecossistema, esta relacionado as necessidades de
condi¢cdes climaticas especificas para que eles se desenvolvam. As condi¢des em
campo podem reduzir a eficiéncia destes patdgenos, por exemplo, exposicdo a
luz ultravioleta, restricbes de umidade e altas temperaturas (Vega, 2018). A
eficiéncia de fungos contra insetos e a implantacdo de estratégias usando
entomopatégenos em campo, requer a diminuicdo dos fatores prejudiciais ao seu
desenvolvimento. A colonizacdo do fungo em plantas € uma opc¢éo interessante
para viabilizar a utilizacdo dos fungos entomopatogénicos e potencializar a
protecao ao fungo (Vega, 2008).

A inoculagéo de fungos entomopatogénicos em plantas, de modo que o
entomopatdégeno se estabeleca como endofitico, protege a planta contra pragas, e
também protege o fungo contra fatores abidticos (Greenfield et al., 2016).
Portanto, o uso de fungos entomopatogénicos endofiticos € um método inovador,
e seu uso em plantas de tomate apresenta potencial de diminuir as perdas
causadas por insetos (Klieber e Reineke, 2016; Jaber e Araj, 2018).

Desta forma, a colonizacdo de fungos entomopatogénicos como
endofiticos na cultura do tomate, apresenta potencial para solucionar o0s
problemas encontrados ao inserir os fungos diretamente no meio ambiente.
Alguns dos problemas que podem ser solucionados sao: pulverizagao direta em
folhas, afetada por fatores ambientais como radiac&o ultravioleta e; baixa umidade
e alto indice de chuvas, os quais podem diminuir a eficiéncia dos patdgenos.

Os fungos entomopatogénicos, como Beauveria bassiana, apresentam
um importante papel na protecdo de plantas e na regulacdo de populacdes de

insetos-praga. A utilizacdo de diferentes estratégias de manejo de pragas é



fundamental para se tracar um plano de a¢éo contra o possivel ataque de insetos
(Jackson et al., 2010).

O trabalho aqui apresentado mostra uma proposta de reducédo de ataque
de pragas, a partir da inoculacdo de fungos entomopatogénicos na forma
endofitica em plantas de tomate para controle de T. absoluta. Nesse contexto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o uso de fungos entomopatogénicos da
espécie Beauveria bassiana como fungo endofitico em plantas de tomate

Solanum lycopersicum, visando uma nova estratégia de controle de T. absoluta.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do tomate

Entre as hortalicas de maior importancia econdémica, o tomate se destaca
em relagdo ao volume de cultura que € produzido e a sua ampla utilizacdo. O
tomate pode ser direcionado para o consumo direto in natura ou para industria ha
fabricacdo de molhos ou extratos (Alvarenga, 2004). O cultivo de tomate foi
introduzido no Brasil por imigrantes europeus no final do século XIX. Assim, pode
se afirmar que o uso do tomate foi difundido pelo mundo por colonizadores
europeus. Inicialmente ele foi utilizado como planta ornamental e, posteriormente,
no ano de 1554, o tomate foi introduzido na utilizacdo da populacédo (Veiga, 2014).
O tomate é cultivado no Brasil ao longo de todo o ano, porém, no periodo
mais quente do ano sua produtividade diminui, € como consequéncia ha aumento
de precos. Essas oscila¢cdes no nivel de producado e de preco estdo associadas a
presenca de insetos-praga e doencas, que ocasionam excessivas perdas e
elevam os custos de producdo. Deste modo, o custo para a producéo de tomate
tem seu preco elevado nos periodos em que ocorre necessidade de empregar
medidas de controle, como uso de inseticidas de forma macica (Picanco e
Guedes, 1999; Picanco et al., 2004).
A ocorréncia de pragas e doencas na cultura do tomate influenciam

principalmente a qualidade do produto final. Nas regifes tropicais e subtropicais



as pragas de maior preocupacdo sdo a mosca-branca e a traca-do-tomateiro
(Melo e Vilela; 2005).

2.2. Tuta absoluta

A traca-do-tomateiro, T. absoluta (Lepiddéptera: Gelechiidae), foi descrita
em 1917 por Meyrick como Phthorimaea absoluta, a partir de individuos coletados
em Huancayo (Peru). Posteriormente, a praga foi referida como Gnorimoschema
absoluta, Scrobipalpula absoluta (Povolny) ou Scrobipalpuloides absoluta
(Povolny). Em 1994, a espécie recebeu a nomenclatura de Tuta absoluta por
Povolny (Clarke, 1962; Barrientos et al., 1998; Desneux, 2010).

Desde 1979, o Brasil € o maior produtor de tomate da América do Sul,
desde 1979 (Guedes e Picango, 2012). Entretanto, em 1980, T. absoluta foi
encontrada pela primeira vez no pais (Morais e Normanha, 1982; Coelho e
Franca, 1987). A partir desse primeiro relato, novas ocorréncias de T. absoluta
tem sido divulgada em diversas regides produtoras de tomate no Brasil,
possivelmente devido ao fluxo de comercializagédo de frutos infestados de um
local para o outro. (Bacci, 2006; Gontijo et al., 2013).

As larvas de T. absoluta causam lesGes diretas aos frutos e flores,
danificam as hastes, os ponteiros, e minam as folhas, causando perdas
significativas na produgdo, tornando os frutos impréprios ao consumo, ou com
baixa adaptabilidade ao comércio. Essa praga € altamente nociva e sua
populacao cresce rapidamente, causando sérios danos a cultura do tomateiro.

Nesse contexto, T. absoluta € uma praga que afeta gravemente a
producdo mundial de tomate (Santana et al., 2019). Na auséncia de estratégias
de controle de T. absoluta, as perdas causadas aos frutos podem chegar 100%.
As larvas causam estragos nas folhas, quando se alimentam do mesofilo, pois a
expansao das minas feitas pelas lagartas afeta a capacidade fotossintética da
planta, reduzindo o rendimento e afetando a colheita de tomate (Desneux et
al., 2011).

O ciclo de vida de T. absoluta apresenta quatro estagios de
desenvolvimento, sendo estes: ovo, larva, pupa e adulto. As fémeas normalmente
realizam ovoposicdo na parte inferior de folhas e caules. Logo apés a ecloséo dos

ovos, as larvas adentram frutos, caules e folhas. O estagio larval de T. absoluta
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dura cerca de 14 dias. Ao final desta fase as larvas realizam pupacéo, e apés
cerca de 20 dias emergem os adultos (Desneux et al., 2010). Os adultos de T.
absoluta tém habito noturno, mantendo-se abrigados durante o dia. Entre as
diferentes solanaceas, o tomate é relatado como a principal planta hospedeira de
T. absoluta (Desneux et al., 2010). No decorrer do desenvolvimento de plantas de
tomate, T. absoluta apresenta mais de um ciclo de vida, acarretando danos em
todas as fases da cultura, especialmente na fase reprodutiva, em que causam
danos diretos e indiretos nos frutos (Uchoa-Fernandes et al., 1995).

De modo geral, o controle da traga-do-tomateiro tem sido realizado por
meio de multiplas aplicacdes de inseticidas. Porém, o uso excessivo do controle
quimico pode causar efeitos maléficos ao meio ambiente, prejudicando os
inimigos naturais, como predadores, parasitoides e patégenos, pode elevar as
chances de selecao de populacbes de pragas resistentes aos inseticidas, e ainda
aumentar os custos de producdo (Guedes et al., 2019). Por isso, vale ressaltar
que os danos causados por T. absoluta, resultou no aumento do uso de
inseticidas, e no numero de pulverizagbes na cultura do tomate (Guedes e
Picanco; 2012).

Assim, os danos causados por Tuta absoluta tém afetado cerca de 60%
de plantacbes de tomate em todo mundo. Relatos de calculos realizados nos
altimos 10 anos indicam uma disseminagdo com raio de 800 km por ano. Com a
rapida disseminacao, este inseto tem ganhado destaque como praga no cenario
agricola mundial na producédo de tomate (Campos et al., 2017; Sankarganesh et
al., 2017; Santana et al.,, 2019). De acordo com o Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2019), os grupos quimicos registrados no
Brasil para o controle da traca-do-tomateiro s&do: Avermectina, piretroide,
benzoiluréia, semicarbazone, antranilamida, oxadiazina, tetranortriterpendide,
diamida do &cido ftalico, tiocarbamato, diacilhidrazina, espinosina, antranilamida,

neonicotindide, organofosforado e oxadiazina.

2.3. Controle biolégico com fungos entomopatogénicos

O controle biolégico é definido como a acao de parasitoides, predadores e
patégenos na manutencdo da densidade populacional de outros organismos, a

um nivel mais baixo do que normalmente ocorreria na sua auséncia (DeBach,



1968). Portanto, o controle biolégico ocorre como um fenémeno natural, em que
h& regulacdo do numero de alguns organismos por acdo de inimigos naturais, 0s
quais sao considerados agentes bidticos de mortalidade. O controle abrange os
mecanismos da densidade reciproca, onde um ser vivo é sempre explorado por
outro ser vivo, regulando o crescimento populacional (Bueno et al., 2015).

Os agentes de controle biologico, ou inimigos naturais, possuem papel
importante nos agroecossistemas, pois seus componentes tém a capacidade de
reduzir perdas ocasionadas por atagues de pragas. Salienta-se que o controle
biolégico utiliza técnicas sustentdveis e ambientalmente seguras (Bacci et al.,
2018).

Entre os organismos entomopatogénicos empregados no controle
microbiano, os fungos séo eficientes no controle de insetos (Alves, 1998). Esses
patdégenos tém capacidade de infectar todos os estagios de desenvolvimento dos
hospedeiros. Essa € uma caracteristica que difere o fungo de outros organismos
como as bactérias, os nematoides e o virus (Alves, 1998). Os propagulos fungicos
empregados em programas de controle microbiano, geralmente estdo na forma de
conidios.

Os conidios entram em contato com um hospedeiro suscetivel e, em
condicbes adequadas de temperatura e umidade, ocorre penetracdo no inseto
através de cuticula, e os fungos colonizardo o hospedeiro (Lacey et al., 2015). Os
insetos podem ser infectados por meio do contato, ao caminhar pelas partes das
plantas ou pelo consumo de tecidos vegetais contendo esporos. Os insetos
infectados pelo fungo podem cessar sua alimentacdo e movimentacdo, até que
ocorra a morte. Eles podem morrer em posicao ereta, presos as folhas ou ramos,
e em locais mais altos. Apos a morte, 0 inseto pode apresentar consisténcia
emborrachada, aparéncia oca ou permanecer firme. As hifas emergem do corpo
dos insetos, e produzem esporos que podem ser espalhados pelo vento, chuva ou
por meio do contato com outros insetos, causando epizootias (Mora et al., 2016).

Os principais fungos entomopatogénicos empregados em programas de
controle biolégico no Brasil sdo Metarhizium anisopliae (Metschn) (Hypocreales,
Ascomycota) e Beauveria bassiana (Balsamo) (Hypocreales, Ascomycota) (Lacey,
2012). Estes patdégenos podem causar morte de insetos de diferentes ordens,
sendo as principais: Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera e Diptera.

Para que o controle seja bem-sucedido € fundamental utilizar isolados que sejam


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hypocreales
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ascomycota

virulentos contra o inseto-alvo. Condi¢cbes adequadas de umidade e temperatura
S840 necessarias para propiciar a infeccdo com as epizootias naturais mais
comuns, que normalmente ocorrem durante periodos quentes e umidos (Alves,
1998).

Diversas pesquisas tém buscado como objetivo intensificar o uso de B.
bassiana em programas de controle biologico de insetos na agricultura e
silvicultura. Para isso se faz necessario avaliar os conhecimentos sobre a atuacéo
de diferentes isolados de B. bassiana, em diferentes agroecossistemas, levando
em consideragdo as condi¢cdes ambientais e suas consequéncias, confirmando
assim, que a analise das praticas agricolas é indispensavel em programas de

controle biolégico (Meyling e Eilenberg, 2007).

2.4. Uso de Fungos Entomopatogénicos no controle de T. absoluta

Com base em estudos sobre fungos entomopatogénicos no controle de
pragas agricolas, € importante ressaltar o progresso de seu uso contra diversos
insetos-praga, assim como em T. absoluta. Avaliagbes de patogenicidade
elaboradas por Giustolin et al. (2001) com B. bassiana em T. absoluta, realizadas
em todo o periodo de desenvolvimento larval, resultaram na mortalidade de todos
os instares, porém, o efeito letal em larvas recém eclodidas foi mais elevado do
que a mortalidade de 4° instar. O resultado pode estar relacionado a maior
suscetibilidade das lagartas mais jovens, e ao maior tempo de exposicdo aos
conidios, ja que as larvas jovens da traca-do-tomateiro, raspam a folha durante 20
a 45 minutos, antes de penetrar no mesofilo (Coelho e Franga 1987; Giustolin et
al., 2001).

Nos ensaio realizados por Pires et al. (2010), a patogenicidade de
diferentes isolados de M. anisopliae e B. bassiana, testados contra ovos e larvas
de T. absoluta, indicou a viruléncia dos fungos testados, mas com variacfdes entre
isolados. O controle de T. absoluta, em diferentes estagios de desenvolvimento, é
importante, pois pode impedir a incidéncia de maiores danos a cultura (Pires et
al., 2010).

Os efeitos da aplicacdo de B. bassiana contra larvas de T. absoluta
apresentaram resultados eficientes (Urbaneja et al.,, 2012). O fungo

entomopatogénico Aspergillus oryzae, isolado de larvas de T. absoluta infectadas



naturalmente no campo, foram testados em larvas, pupas e adultos de T.
absoluta, e apresentou efeitos de mortalidade larval, inibicAo de pupacéo e
reducdo do tempo de vida de insetos adultos. Este resultado demostra o potencial
de controle em diferentes fases do ciclo de vida do inseto, um ponto importante a
ser considerado na implantacdo desses patdégenos no controle ou manejo em um

agroecossistema (Zekeya et al., 2019).

2.5. Fungos entomopatogénicos endofiticos

A expressao “enddfito” foi mencionada por De Bary (1884), e € usada
para definir microrganismos que sdo encontrados dentro de tecidos vegetais de
forma assintomatica. Varios géneros de fungos entomopatogénicos foram
isolados como enddfitos em plantas, e alguns foram descritos como endofitos de
ocorréncia natural (Vega, 2018). Os fungos entomopatogénicos podem ser
inoculados em plantas, e se estabelecer como endofiticos, apresentando assim,
possibilidades para sua utilizacdo em programas de controle biolégico (Vega,
2008).

Apesar dos progressos em pesquisas, a aplicacado dos fungos em campo
apresenta desafios fundamentais que reduzem, ou inviabilizam, a sua utilizacédo e
comercializagdo. Estes desafios estdo relacionados as condicdes ambientais de
umidade e radiacao ultravioleta dos agroecossistemas na qual os fungos sao
utilizados (Vega, 2008). A associacdo do fungo entomopatogénico, na forma
endofitico em plantas, pode proteger esses patdogenos das condigdes ambientais,
fornecendo maior protecao contra os raios ultravioleta e eliminando a limitacao de
umidade requerida para desenvolvimento do fungo (Vega, 2018).

A presencga do fungo entomopatogénico no interior da planta pode ser
benéfica no controle biolégico de pragas especificas, cujos ciclos de vida
apresentem habito de perfurar e se alimentar no interior das folhas, caules,
rizomas, raizes e sementes, que sdo exatamente os fatores que restringem a
eficiéncia de inseticidas quimicos e outros métodos de controle (Resquin-Romero
et al., 2016).

As plantas que contém entomopatdogenos na forma endofitica podem
causar uma diminuicdo na performance de pragas, pois a presenca do patdgeno
atua como agente causador de antibiose na alimentagdo de insetos (Vega et al.,
2008). Experimentos anteriores indicaram reducdo da perfuracdo de Ostrinia
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nubilalisin (Lepidoptera; Crambidae) em plantas de milho com B. bassiana
endofitico (Bing e Lewis, 1991; Vega, 2008). De forma semelhante, a broca do
milho Sesamia calamistis diminui o ataque as plantas de milho com presenca de
fungos B. bassiana estabelecidos como endofiticos (Cherry et al., 2004). Os
estudos na cultura do milho indicaram que o estabelecimento de Beauveria sp.
nas plantas pode atribuir protecédo sistémica contra insetos desfolhadores (Bing e
Lewis, 1992; Resquin-Romero et al., 2016).

A colonizacdo endofitica foi relatada de forma temporaria em plantas de
alfafa, meldo e tomate, quando foram utilizadas metodologias de aplicagao, por
meio de pulverizacdo foliar, dos fungos entomopatogénicos Metarhizium
brunneum (Ascomycota; Hypocreales) e B. bassiana. Os fungos se estabeleceram
como endofiticos por até 96 horas apds a inoculagcdo. A metodologia de
pulverizacdo permitiu ocorréncia da coloniza¢cdo nas partes das raizes, caules e
folhas. As plantas colonizadas pelos fungos foram utilizadas em bioensaios e
causaram mortalidade em larvas de Spodoptera littoralis (Resquin -Romero et al.,
2016).

A colonizagdo de fungos entomopatogénicos na forma endofitica, a longo
e curto prazo, pode auxiliar na protecdo continua e temporaria de plantas. Os
fungos B. bassiana e M. brunneum, também foram relatados como endofiticos em
pimentdo Capsicum annum, se estabelecendo por até 17 dias apés inoculacao
(Jaber e Araj, 2018). A associacdo endofitica foi analisada utilizando diferentes
linhagens de Beauveria brongniartii e M. brunneum em plantas de Vicia faba,
inoculadas por meio de pulverizacdo foliar, apresentando eficiéncia na
colonizacdo de plantas por até 14 dias apés a inoculacao (Jaber e Enkerli, 2017).

O potencial endofitico de Lecanicillium lecanii, B. bassiana e Aspergillus
parasiticus foi avaliado nos cultivares de algodao (var. Sicala V2), trigo (Triticum
aestivum L. var. Morocco), feijao (Phaseolus vulgaris L. var. Coles prolific), milho
(Zea mays L. var. Doce de mel), tomate (Lycopersicum esculentum L. var. Grosse
lisse) e abobora (Cucurbita maxima L. var. Queens-land blue). Nesse caso, a
colonizacdo endofitica das plantas foi eficiente, foram usados métodos de imerséo
de sementes e pulverizacdo foliar (Gurulingappa et al., 2010). Os procedimentos
de inoculacéo artificial de fungos entomopatogénicos em plantas pode ser via

pulverizacao foliar, inje¢cdo através do caule, irrigagédo do solo e tratamento de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5787072/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5787072/
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sementes com suspensdes de conidios (Bing e Lewis, 1992, Quesada-Moraga et
al., 2006).

A eficiéncia da colonizacdo de plantas apresenta diferencas entre
espécies vegetais, isso pode ocorrer devido ao genoétipo da planta hospedeira.
Este é um fator determinante para a inoculagéo e persisténcia do fungo na planta.
E fundamental o estabelecimento de uma associacdo compativel entre a planta e
0 enddfito. Para compreender 0s mecanismos adotados pelos fungos
entomopatogénicos na forma endofitica, € importante compreender as suas
principais portas de entrada nos tecidos vegetais, e sua distribuicdo na planta

(Quesada-Moraga et al., 2014; Resquin-Romero et al., 2016).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem dos fungos utilizados

Nos bioensaios foram utilizados os isolados LEF140, LEF141 e LPP139
de B. bassiana. Os isolados LEF140 e LEF141 foram coletados na Fazenda
Coqueiro, na localidade de Serra das Almas, pertencente ao municipio de Trajano
de Moraes, regido serrana do estado do Rio de Janeiro.

Os fungos foram encontrados infectando insetos adultos de Pachymerus
sp. (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae). O isolado LPP139, obtido da coleg&o
do laboratério, foi inicialmente coletado no sitio Sdo José em Barra Alegre, distrito
de Bom Jardim no estado do Rio de Janeiro. Este isolado foi encontrado
infectando adultos da broca-do-café Hypothenemus hampei (Coleoptera;
Scolytidae).

3.2. Criagéo de T. absoluta

A criacdo de T. absoluta seguiu os métodos propostos por Leite (1998) e
Silva (2011). Os individuos da traca-do-tomateiro foram coletados a campo, em
plantacdes de tomate, na municipalidade de S&o Fidelis, estado do Rio de
Janeiro. A criacdo foi mantida em laboratério sob temperatura de 25 °C, com
umidade relativa do ar entre 75 + 5%, e fotofase de 12h.

Os insetos foram criados em quatro gaiolas (Figura 1) de plastico (altura:

38 cm, e diametro: 19 cm), adaptadas para a criagcdo, com cobertura de organza.
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Foi destinada uma gaiola para oviposicao, uma para larvas de primeiro e segundo
instar, uma terceira para larvas de terceiro e quarto instar, e a quarta gaiola foi

para a pupacdo e emergéncia de adultos.

Figura 1. Gaiolas utilizadas na criacéo de T. absoluta.

As larvas foram alimentadas diariamente com folhas de tomate de plantas
do cultivar Santa Clara, oriundas de plantas da casa de vegetacdo da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, mantidas sobre a
condicédo de 25 a 40 °C de temperatura, com umidade de aproximadamente 50%

e fotoperiodo natural, sem aplicagéo inseticida.

3.3. Preparo das suspensdes fungicas

Os fungos foram cultivados no laboratério em meio de cultura SDA (Agar
Sabouraud Dextrose), para promover o crescimento massal de conidios de B.
bassiana. Apos crescimento no meio, os conidios foram transferidos para 200
gramas de arroz parboilizado estéril e 50 mL de agua destilada, colocados em
frasco Erlenmeyer de 250 mL.

Foi adicionado 1mL* de suspensdo do fungo na concentracdo de 1x 108
conidios por mL%, ap6s a inoculacdo do fungo, os mesmos foram mantidos em
camara tipo BOD, a uma temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12L:12E, durante
7 dias, para estimular o crescimento e germinacédo. Posteriormente os fracos
foram transferidos para geladeira, onde foram mantidos até a utilizagdo nos

ensaios.

3.4. Teste de patogenicidade de diferentes isolados de Beauveria em larvas de

T. absoluta


https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjizKPtoaTnAhWVhpEKHcl5AB8YABAAGgJjZQ&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD24-_8yWY7JfBhaeh6-LBaKwwaF2CXJyL0x4P1c6dc8A-F5k5N4J5s0Kbkq_4sspQFNrb9KYJNKe5Z5qiHmzs&sig=AOD64_28va2ajFtKsjTjggDnenXGqtb7PA&q=&ved=2ahUKEwiotpztoaTnAhXJGrkGHa8WB9sQ0Qx6BAgREAE&adurl=
https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjizKPtoaTnAhWVhpEKHcl5AB8YABAAGgJjZQ&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD24-_8yWY7JfBhaeh6-LBaKwwaF2CXJyL0x4P1c6dc8A-F5k5N4J5s0Kbkq_4sspQFNrb9KYJNKe5Z5qiHmzs&sig=AOD64_28va2ajFtKsjTjggDnenXGqtb7PA&q=&ved=2ahUKEwiotpztoaTnAhXJGrkGHa8WB9sQ0Qx6BAgREAE&adurl=
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Os testes de patogenicidade e viruléncia foram realizados utilizando os
isolados LPP139, LEF140 e LEF141 de B. bassiana, do laboratério de
Entomologia e Fitopatologia (LEF) da UENF. Cada tratamento foi realizado com
um isolado de B. bassiana. Foram usadas 50 larvas de 1° e 2° instar de T.
absoluta para cada repeticdo e para o controle. Os conidios dos fungos foram
suspensos em Tween 20 a 0,01% (v/v), e a concentracao foi estimada utilizando
um hemocitémetro Neubauer. Para obter a concentracdo final de 1 x 108 conidios
por mL, foram feitas diluicbes seriadas.

Foram utilizados foliolos de planta de tomate S. lycopersicum do cultivar
Santa Clara, com cerca de 30 a 40 dias de idade, os quais, em campo, sao
naturalmente atacados por T. absoluta. Estes foliolos foram esterilizados em
hipoclorito de sodio a 0.5% por 2 minutos, etanol 70% por 2 minutos e, na
sequéncia, foram lavados 3 vezes em agua destilada estéril, a fim de garantir que
nenhum outro agente externo na folha pudesse interferir na sobrevivéncia das
larvas. Em seguida os foliolos foram imersos durante 30 segundos na suspensao
fungica, deixados secar naturalmente, e ofertados as larvas de T. absoluta.

No controle foi utilizado Tween 20 a 0,01% (v/v). A sobrevivéncia das
larvas foi avaliada diariamente, por um periodo de 10 dias. A cada dois dias foi
adicionado um novo foliolo de tomateiro sem tratamento para alimentacdo das
larvas, sendo estes previamente limpos como descrito no procedimento acima. Os
experimentos foram realizados a uma temperatura de 25-27 °C, umidade relativa
de 50-70% e fotoperiodo de 12L: 12D. Todos os testes foram realizados trés
vezes. O teste Log-rank (Mantel-Cox) foi usado para analise de comparacao da
curva de sobrevivéncia, e a analise de Kaplan-Meier para o calculo do tempo
medio de sobrevivéncia (Sso) (software GraphPad Prism).

3.5. Colonizagao de plantas de tomate com fungos entomopatogénicos

As plantas de tomate foram cultivadas a partir de sementes, variedade
‘tomate italiano” de Topseed Ltda., (Sdo Paulo, Brasil), utilizando substrato de
planta comercial em condicfes de casa de vegetacao: turfa, casca de pinheiro,
vermiculita, enriquecido com macro e micronutrientes, fornecidos pela Mogifertil

Flores Ltda. (Sao Paulo, Brasil).
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As sementes foram certificadas como livres de fungicidas e inseticidas
pelo fabricante. Antes do uso, o substrato foi autoclavado duas vezes por 30
minutos, durante dois dias consecutivos. Quando as plantas comecaram a
produzir grande namero de folhas (aproximadamente 1 més ap0s a semeadura),
caules com folhas foram retirados dos tomateiro principal, e submetidos a
estresse hidrico por 4 horas (sem agua), com o objetivo de estimular a absorcao
dos fungos (Figura 2A e 2B). Ap6s esse tratamento, as hastes destacadas com
folhas foram colocadas em béquer de ensaio contendo suspensdes de conidios (1
x 108 conidios mL™") de cada isolado (LEF140, LEF141 e LPP139). As hastes
destacadas do controle com folhas foram colocadas em Tween 20 (0,01% v / v).
Todas as hastes destacadas foram mantidas nas suspensodes por 24 horas. Cinco
hastes destacadas com folhas foram utilizadas para cada tratamento e para o
grupo controle.

A colonizacdo das folhas foi avaliada ap6s 24 horas de exposicdo a
suspensao fungica. Primeiramente, as folhas foram esterilizadas superficialmente
por imersédo em hipoclorito de sédio a 0,5% por 2 min, etanol 70% por 2 min e, em
seguida, as folhas foram enxaguadas 3 vezes em agua destilada estéril. As folhas
destacadas das hastes foram entdo cortadas em pequenos fragmentos
(aproximadamente 0,5 cm de comprimento), usando uma lamina de dissecacao
estéril. Os fragmentos das folhas foram colocados em placas de Petri contendo
SDA e incubados a 27 °C 12L:12D por 7 dias, para avaliar a ocorréncia de

colonizacdo das plantas e para o reisolamento dos fungos.
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Figura 2 A. Ramos de tomate sofrendo estresse hidrico. B. Ramos de tomate
apos 24 horas na suspensao.

A partir do momento que o desenvolvimento de fungos foi observado na
interface do tecido da planta com a superficie do meio de cultura, as estruturas
dos fungos foram reisolados em meio SDA fresco, e cultivadas até o
aparecimento de conidiéforos, que foram usados para identificacdo morfoldgica
do género (Lacey, 2012). Os fungos reisolados, confirmados como B. bassiana,
foram cultivados em arroz (como descrito acima) por 7 dias, a fim de produzir
grandes quantidades de conidios para uso no experimento seguinte de inoculacdo

de plantulas de tomate.

3.6. Inoculacao de Plantulas de tomate

A colonizacdo de Solanum lycopersicum foi realizada inoculando plantulas
com conidios de B. bassiana isolado LPP139. Os conidios do fungo reisolado das
plantas no experimento anterior (3.5), e crescidos em arroz, foram utilizados para
inoculacdo de plantulas de tomate. O experimento foi realizado adotando
delineamento inteiramente casualizado.

As sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sédio a 0.5% por 2
minutos, em etanol 70% por 2 minutos, e lavadas 3 vezes em agua destilada

estéril. Foi retirada uma aliquota de 20 pL da dltima agua de lavagem, a qual foi
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colocada em meio de cultura SDA e deixada em BOD durante 7 dias, para
verificar a eficiéncia da esterilizagéo.

Apos o procedimento de esterilizacdo, as sementes foram colocadas em
placas de Petri forradas com papel filtro autoclavado, umedecidas com 1mL de
agua destilada estéril, e deixadas em camara umida (100% UR) por 6 dias, para
estimular a germinacdo. Apos esse periodo, foi adicionado 1mL da suspenséao de
conidios do isolado LPP139 na concentracdo de 1x108 conidios por mL™.
Subsequente a inoculacado, as plantulas foram deixadas em camara umida por 2
dias e, em seqguida, foi realizado plantio em copos plasticos de 50 mL, contendo
50 gramas de substrato esterilizado, como descrito anteriormente.

Para cada experimento foram destinadas quarenta plantas, 20 mudas
tratadas com fungo e 20 mudas para o controle. As plantas foram avaliadas
quanto a presenca ou auséncia de B. bassiana aos 7 dias pos-inoculacdo (DPI),
14 DPI, 21 DPI e 30 DPI. Todas as plantas foram cultivadas em camara de
crescimento Fitotron a 27 °C, e fotoperiodo de 12hL:12hD. Antes do
seccionamento, as plantas foram esterilizadas em superficie, conforme descrito
anteriormente.

Para cada planta, foram avaliadas 3 partes, raiz, caule e folha, quanto a
presenca de fungos endofiticos. Para cada periodo (DPI), cinco pedacos de 0,5
cm de cada parte da planta foram colocados em placas de Petri com meio de
cultura SDA. As secdes foram contabilizadas quanto a presencga ou auséncia de
fungos ap6s uma incubacéo de 7 dias a 27 °C, por observacao visual, usando um
estereomicroscopio. Os dados foram apresentados como a porcentagem média
de cada secdo da planta com a presenca do fungo por cada tempo DPI. O

experimento foi realizado trés vezes.

3.7. Bioensaios de efeitos das plantas colonizadas com fungo em T. absoluta

As folhas de tomateiro colonizadas com B. bassiana, conforme descrito
anteriormente, foram oferecidas as larvas de T. absoluta. As folhas foram
removidas das plantas a 30 DPI, periodo em que o experimento anterior havia
confirmado 100% de colonizacdo. Em seguida, as folhas foram colocadas em
placas de Petri de 9 cm, e dez larvas de 2° ou 3 instar foram cuidadosamente

transferidas para as folhas em cada placa de Petri. A taxa de sobrevivéncia de 50
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larvas foi avaliada diariamente, durante 7 dias, e folhas frescas (ndo tratadas com
fungo) foram colocadas para alimentacao nas placas de Petri a cada 2 dias.

As larvas mortas foram removidas diariamente e colocadas em pratos
com papel filtro umedecido para avaliacdo da conidiogénese. A mesma
metodologia foi utilizada para as plantas do grupo controle. Os dados da taxa de
sobrevivéncia dos insetos foram analisados usando o programa estatistico
GraphPad Prism 7, como indicado anteriormente. O experimento foi realizado
duas vezes. As larvas do grupo controle receberam folhas ndo tratadas com

fungos.

3.8. Avaliacdo de parametros agrondmicos

Com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos da coloniza¢cao fingica no
desenvolvimento das plantas, cinco tomateiros foram escolhidos de forma
aleatoria para a medicdo dos seguintes parametros: diametro do caule (mm; com
Vernier caliper); altura da planta (cm; usando uma régua de aco), e; contagem de
namero de folhas.

Esses parametros foram estimados em 20, 25 e 30 DPI. Cinco plantas de
controle também foram monitoradas durante os mesmos periodos de tempo. Os
valores médios para os dados de crescimento da planta foram analisados para
diferencas estatisticas usando ANOVA de uma via (software SPSS). Este
experimento foi realizado duas vezes, para plantas tratadas e controle, com um

total de 20 plantas avaliadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de patogenicidade utilizando trés isolados de B. bassiana em larvas

de T. absoluta

Foi constatado que todos os isolados de B. bassiana testados no presente
estudo apresentaram patogenicidade as larvas de T. absoluta de 2° e 3° instar,
apos o contato dos insetos com folhas que haviam sido tratadas com suspensées
fungicas. Ocorreram algumas diferencas na viruléncia ao comparar os isolados,
ainda que nao tenham sido significativas. As comparac¢des da curva Log-Rank
para todos os dados de sobrevivéncia resultaram na equacéo X? (df = 3) = 97,06
P <0,0001), que demonstra que o0s grupos de isolados tratados foram
significativamente diferentes dos controles.

Embora cada isolado tenha diferentes valores de Sso (tempo médio de
sobrevivéncia em quantidade de dias), eles n&o apresentaram diferencas
estatisticas entre as curvas de sobrevivéncia (X? (df = 2) = 5,29; P = 0,071). O
isolado mais virulento foi LEF141, que demostrou um valor Sso de 6 dias,
enquanto LEF140 obteve a Sso de 7 dias. A viruléncia mais baixa foi observada ao
testar LPP139, que exibiu Sso de 8 dias.

No entanto, ressalta-se que a taxa de sobrevivéncia percentual final, apds
10 dias, foi semelhante para todos os trés isolados, com aproximadamente 10%

das larvas permanecendo vivas no final do experimento (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia de larvas de T. absoluta apds exposicdo a
conidios de B. bassiana (LPP 139; LEF 140; LEF 141) em folhas de tomateiro. Os
resultados foram as médias de trés repeticdes por isolado. Cinquenta insetos
foram usados por experimento e por isolado. As folhas do grupo controle foram
tratadas apenas com Tween 20 (0,01% v / v).

A taxa de sobrevivéncia do grupo controle, apos 10 dias, foi de 71%.
Todos os trés isolados foram utilizados no experimento seguinte. A conidiogénese
foi observada em 90% dos cadaveres de insetos expostos ao fungo. Nenhuma

conidiogénese foi observada nos controles.

4.2. Colonizacéao artificial de B. bassiana em tomateiros.

Os ensaios preliminares, utilizando as quatro técnicas de colonizacdo
relatadas, ndo tiveram sucesso, por isso 0s métodos e resultados ndo foram
apresentados neste estudo. Descricbes detalhadas das técnicas padrdo sao
relatadas na revisao de Vega (2018). O encharcamento das raizes, o tratamento
de sementes, a injecdo no caule e a aplicagcdo foliar de B. bassiana néo
resultaram na colonizacdo do tecido vegetal, conforme determinado por
plagueamento de secdes de material vegetal das raizes, caules ou folhas, em
diferentes momentos apos a inoculagéo do fungo. A Unica técnica que apresentou

resultados positivos para um dos isolados foi a de “estresse hidrico”, conforme



21

descrito anteriormente. Com essa técnica foi possivel isolar novamente B.
bassiana LPP139 das folhas de plantas tratadas com o fungo.

O fungo B. bassiana foi identificado por meio de analise das
caracteristicas morfolégica do conidioforo, fidlides e conidios de formato
arredondados, caracteristicos do género (Lacey, 2012). Nas plantas controle ndo
foram encontrados nenhum fungo com caracteristicas de B. bassiana. Portanto, o
isolado LPP139, que foi reisolado de tomateiros, foi utilizado nos experimentos
seguintes.

Os fungos entomopatogénicos endofiticos podem colonizar varias
espécies de plantas, fornecendo protecao natural contra insetos herbivoros. Estes
fungos também podem ser inoculados artificialmente em plantas, essa opc¢éo tem
importantes aplicacfes para a protecdo de culturas, a espécie mais empregada
em tais estudos tem sido B. bassiana (Vega, 2018).

Muitas técnicas podem ser utilizadas para inoculacéo artificial de plantas
com fungos entomopatogénicos. Muitas dessas estratégias foram revisadas por
McKinnon et al. (2017) e Vega (2018). Algumas metodologias podem ser eficazes
para certas espécies de plantas, enquanto para outras espécies ndo apresentam
eficacia. Os métodos convencionais descritos na literatura, inicialmente testados
no presente estudo, para inocular artificialmente plantas de tomate com B.
bassiana, tais como imersdo de folhas, encharcamento do solo/raiz e injecéo
direta de suspensdes fungicas nas hastes, ndo resultaram em colonizagéo
endofitica.

O primeiro resultado positivo de colonizacdo endofitica foi obtido
estressando as plantas de tomate e colocando as hastes destacadas com folhas
em suspensdes de B. bassiana. No entanto, apenas um dos trés isolados aqui
utilizados (LPP139), foi subsequentemente reisolado dos tecidos das folhas.
Salienta-se que poucos estudos sdo realizados a fim de para comparar as
propriedades endofiticas de diferentes isolados da mesma espécie de fungo
(McKinnon et al., 2017; Vega, 2018).

A colonizacdo endofitica por B. bassiana pode ser influenciada néo
apenas pelos métodos de inoculacdo utilizados, mas também pelos isolados de
fungos ou espécies de plantas (Posada et al., 2007; Parsa et al., 2013). Por outro
lado, B. bassiana, que foi identificada como um endofito natural em tomates

silvestres, colonizou com mais sucesso plantas de tomate cultivadas, do que dois
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isolados de B. bassiana no solo (Qayyum et al., 2015). Os mecanismos
responsaveis por essas diferencas nao foram investigados. Os resultados obtidos
no presente trabalho indicaram que o LPP139 se adaptou rapidamente ao novo
ambiente da planta, e foi posteriormente capaz de colonizar as plantas de tomate

via inoculacdo de plantulas.

4.3. Colonizacao de plantas de tomate a partir da inoculacao de plantulas.

A colonizagdo do fungo B. bassiana, isolado LPP 139, inoculados nas
plantulas foi eficiente, e ndo foram observados fungos entomopatogénicos na
forma endofitica no controle. A porcentagem de colonizacdo foi calculada de
acordo com a presenca (Figura 4) ou auséncia de B. bassiana nas diferentes

partes vegetais (raiz, caules e folhas), em relacdo ao tempo analisado.

Figura 4. Fungos emergindo do tecido vegetal colonizado por B. bassiana, isolado
LPP139.

Os tecidos das raizes e caules apresentaram as maiores porcentagens de
colonizacdo no 7° DPI, com 80% das amostras de tecido sendo positivas para
presenca de B. bassiana, entretanto, apenas 46% das amostras de tecido foliar
foram colonizadas (Tabela 1).

No periodo de 14 DPI, 86% das amostras de raiz e caule apresentaram
colonizacdo endofitica, com contagens positivas para as folhas aumentando
ligeiramente para 53%. Por volta de 21 DPI, todas as amostras de raizes e caules
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apresentavam colonizacdo de B. bassiana, com um aumento continuo na
colonizacéo da secéo foliar (66%).

Em 30 DPI, todas as amostras de tecido de todas as partes das plantas
foram 100% positivas para colonizacdo fungica. Os resultados dos controles nédo
sdo indicados na tabela, pois todas as amostras foram negativas para colonizacao

por B. bassiana.

Tabela 1. Porcentagem média (+ DP) de colonizacéo endofitica de B. bassiana
em mudas de tomate em dias posteriores a inoculacdo (DPI) via plantulas.

Partes da 7 DPI 14 DPI 21 DPI 30 DPI
Planta
Raiz 80+20 86.6+11.5 100 100
Caules 66.6+11.5 86.6+11.5 100 100
Folhas 466+11.5 53.3+11.5 66.6x11.5 100

Embora a inoculacéo de plantulas seja similar & inoculagdo de sementes,
0 presente estudo verificou somente resultados de colonizacdo através da
inoculacéo de plantulas. Nao foram identificadas nenhuma colonizac&do endofitica
de plantas por imersédo de sementes em suspensodes fungicas. O tratamento de
sementes com suspensdes de conidios de B. bassiana também apresentou baixa
eficiéncia na colonizacdo endofitica em plantas de tabaco, milho, trigo, soja
(Russo et al., 2015) e tomate (Allegrucci et al., 2017). Como alternativa, outros
estudos utilizaram métodos de inoculacdo de sementes de tomate para colonizar
plantas com sucesso (Ownley et al., 2008; Sanchez-Rodriguez et al., 2015;
Shrivastava et al., 2015).

No presente estudo, a inoculacdo por LPP139 em plantulas resultou em
uma colonizacédo relativamente rapida e duradoura. Os resultados demonstraram
colonizacdo inicial das raizes e caules e, eventualmente, das folhas. Foi
demonstrado que a imersdo nas raizes de mudas de tomate é o método de
inoculacdo mais adequado para estabelecer B. bassiana como endofito, com o
objetivo de proteger as plantas de tomate de Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Qayyum et al., 2015).

Os enddfitos podem permanecer detectaveis nos tecidos das plantas por
diferentes periodos de tempo, apos a inoculacdo e colonizacdo. No presente

estudo, B. bassiana foi detectado por até 30 dias em todos os tecidos (raizes,
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caules e folhas). Como esperado, esse parametro é altamente variavel ao
comparar diferentes estudos. Segundo Allegrucci et al. (2017), no caso de
tomateiro colonizado por aplicagdo de suspensfes fungicas nas folhas (método
mais eficiente, conforme indicado pelos autores), os maiores niveis de
colonizacdo (10%) ocorreram no dia 7. No entanto, no dia 28 o fungo era
dificilmente detectavel (0,5%) nas folhas.

Do mesmo modo, Gurulingappa et al. (2010) também documentaram um
rapido declinio nos niveis de enddfitos ao longo do tempo, em uma variedade de
plantas. O declinio na porcentagem de colonizagcédo ao longo do tempo pode ser
causado pela competicdo de outros enddfitos na planta (Posada et al., 2007).
Estudos de McKinnon et al. (2017), apontaram a necessidade da adocédo de
protocolos de esterilizagdo mais rigorosos para quantificagdo da colonizagao
endofitica, para uma maior compreensdo dos mecanismos antagdnicos

envolvidos nas interacdes que ocorrem entre planta e insetos.

4.4. Bioensaios de sobrevivéncia de larvas de T. absoluta expostas a tomateiro

colonizado por B. bassiana

Foi observado o efeito de T. absoluta nas larvas quando elas se
alimentaram das plantas colonizadas com fungo entomopatogénico na forma
endofitica. As folhas de tomateiros com 30 DPI, correspondentes as mudas
tratadas e colonizadas com B. bassiana LPP139, foram oferecidas as larvas de T.
absoluta de 2° e 3° instar.

As taxas de sobrevivéncia das larvas foram reduzidas, conforme
demonstrado na Figura 6. Foram observadas diferengas significativas nas taxas
de sobrevivéncia dos controles e tratamentos (Log-Rank X? = 169,5; gl 3; P
<0,0001). Em ambos os experimentos (Exp. 1 e Exp. 2), cujas larvas foram
expostas as folhas colonizadas por LPP139, o Sso foi de 4 dias, e todas as larvas
morreram até o 7° dia de avaliacdo. Nenhuma conidiogénese foi observada em
cadaveres de larvas mortas que foram expostas as folhas colonizadas por B.

bassiana.
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Figura 5. Sobrevivéncia de larvas de T. absoluta alimentadas com folhas de
tomateiro colonizadas por B. bassiana.

Os resultados obtidos indicaram a reducao das taxas de sobrevivéncia de
T. absoluta quando folhas colonizadas foram oferecidas as larvas. As curvas de
sobrevivéncia (Figura 5) apresentam a rapida mortalidade das larvas de T.
absoluta durante um periodo de 7 dias. O fungo entomopatogénico B. bassiana
apresentou mais eficacia em matar T. absoluta na forma endofitica, do que
quando os conidios foram aplicados diretamente nas superficies foliares. Isso
pode ter ocorrido devido ao comportamento minador das larvas, que reduziu o
tempo de exposicdo ao fungo aplicado na superficie das folhas no primeiro
experimento.

Nesse contexto, € dificil fazer comparacdo entre os resultados de
patogenicidade do fungo aplicado na forma convencional, com os fungos do
antagonismo endofitico. As pesquisas de El-Deeb et al. (2012), identificaram que
a mortalidade de moscas-brancas, Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), foi
mais alta quando foram oferecidas folhas de tomate colonizadas endofiticamente
por B. bassiana (mortalidade de 90%), em comparacdo com as taxas de
mortalidade (10%) observadas apds a exposicdo aos fungos aplicados na
superficie foliar.

Por outro lado, os estudos de Allegrucci et al. (2017) e Klieber e Reineke
(2016), observaram e compararam as taxas de sobrevivéncia de T. absoluta na
oferta de folhas de tomate colonizadas por B. bassiana endofitica, e as taxas de

sobrevivéncia apos exposi¢do de T. absoluta a conidios nas folhas de tomate. Os
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estudos indicaram que fungos endofiticos foram menos eficazes na reducédo da
sobrevivéncia de T. absoluta do que os fungos aplicados diretamente nas folhas.

No presente estudo as taxas de sobrevivéncia larval foram reduzidas
rapidamente apos a exposicao e alimentacdo com folhas de tomate colonizadas
endofiticamente, quando comparadas as larvas colocadas em folhas que foram
imersas em suspensofes de fungos, indicando que os fungos endofiticos agem de
maneira mais eficiente internamente na planta do que em sua superficie. Esse
resultado pode ser interpretado de diferentes formas: o fungo pode secretar
toxinas que mataram o0s insetos, ou o fungo estimulou a planta a produzir
compostos defensivos (resisténcia induzida).

Os estudos acerca do modo antagénico de acdo dos entomopatdogenos
endofiticos, demanda atencdo e cautela, pois ao observar a chamada
“patogénese” dos endofitos, percebe-se que estes podem nao produzir
propagulos infecciosos no ambiente interno da planta. Algumas possibilidades
ainda precisam ser investigadas, como, por exemplo, se o0s fungos
entomopatogénicos sdo capazes de produzir blastosporos durante a colonizacao
das plantas. Os blastosporos sdo propagulos infecciosos que podem penetrar no
tegumento do inseto, colonizando-o rapidamente, e matando seus hospedeiros
(Alklhaibari et al., 2016).

Pouco se sabe sobre a atuagdo que os fungos entomopatogénicos
endofiticos causam na inibicdo do desenvolvimento, repeléncia ou morte de
insetos. Varias possibilidades foram sugeridas, e a menos provavel parece ser
infeccdo por micose (Vega, 2018). Alguns estudos demonstraram a presenca de
hifas fungicas nos tecidos vegetais (Wagner e Lewis, 2000; Sakulkoo et al., 2018),
no entanto, sabe-se que as hifas causam infeccdo, mesmo apds a ingestdo. A
pesquisa de Leckie et al. (2008), demonstrou os efeitos téxicos de micélios secos
em larvas de Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae) por ingestdo. Embora
tenha sido um experimento in vitro, é possivel que a ingestao de hifas e micélios
vivos possa ter efeitos negativos nos insetos herbivoros. Outra possibilidade é
que as toxinas secretadas por fungos entomopatogénicos possam afetar
negativamente os insetos. Fungos como Beauveria e Metarhizium, produzem uma
variedade de compostos toxicos, incluindo os peptideos ciclicos beauvericin,
bassianolide e destruxin (Strasser et al., 2000; Wang e Xu, 2012; Golo et al.,
2014).
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As toxinas fungicas desempenhem um papel importante no processo de
patogenicidade, durante a infeccdo do inseto hospedeiro (Samuels et al., 1988),
mas também podem ser expressas durante a colonizacdo endofitica, protegendo
as plantas dos herbivoros (Tan e Zou, 2001; Christian et al., 2020). No presente
estudo nao foi observada conidiogénese nos cadaveres de larvas de T. absoluta
que se alimentaram de folhas de tomate colonizadas endofiticamente. Isso
indicaria que os insetos ndo sucumbiram a uma infec¢do por fungos, mas que a
morte ocorreu devido a outras causas. No entanto, ndo é incomum que os fungos
matem seus hospedeiros sem subsequentemente esporular nos cadaveres. A
auséncia de micose também foi observada em cadaveres de S. littoralis e Plutella
xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae), expostos a M. brunneum e B. bassiana que
colonizaram folhas de tomate e couve-flor (Gautam et al., 2016; Resquin-Romero
et al., 2016).

Um fator que pode resultar em efeitos antagbnicos em insetos herbivoros
€ a inducdo de compostos de defesa de plantas, apds a colonizacao por fungos
endofiticos. Esses compostos podem ser produzidos pela planta como uma
reacdo a infeccdo por fungos, resultando em um efeito colateral nas pragas de

insetos (Shrivastava et al., 2015).

4.5. Avaliacdo de parametros agronémicos

Os resultados das andlises dos dados agronémicos nédo indicaram
nenhum efeito significativo no desenvolvimento da planta (diametro do caule,
altura da planta e numero de folhas) ap6s a colonizacdo por LPP139. As
mensuragdes meédias de crescimento de planta apds colonizagdo endofitica foram
comparadas utilizando ANOVA. Aos 20 dias ap6s a inoculacdo, nenhuma
diferenca significativa foi observada entre as plantas dos tratamentos e dos
controles para: didmetro médio do caule (cm) (F = 0; P = 1); altura (cm) (F =
0,0204 P = 0,890) e; numero de folhas (F = 2,250 P = 0,172). Aos 25 dias também
nao houve diferencas significativas entre as plantas tratadas e controle: diametro
do caule (F = 2,133 P = 0,182), altura (F = 0,214 P = 0,656) e numero de folhas (F
= 0,0741 P = 0,792). Da mesma forma, nenhuma diferenca significativa foi
observada aos 30 dias para o diametro (F = 3,429 P = 0,101), altura (F = 0,207 P
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= 0,661) e namero de folhas (F = 2,104 P = 0,185). Os dados sdo mostrados na
Figura 6.
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Figura 6. Dados agrondmicos de plantas da Variedade Topseed. Asteriscos (*) denotam diferenca estatistica ente os
tratamentos.
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Estudos indicaram que os fungos entomopatogénicos endofiticos nao
apresentam efeitos negativos no crescimento das plantas, entretanto, podem estimular
seu crescimento (Vega, 2018). No presente estudo, o desenvolvimento da planta foi
monitorado durante um periodo de 30 dias, ap0s a inoculacdo com B. bassiana. N&do
foram verificadas diferencas no didmetro do caule, altura das plantas e niumero de
folhas, quando comparadas as plantas de tomateiro colonizadas endofiticamente e
plantas controle. Este € um resultado importante que pode ser usado para demonstrar
aos agricultores a importancia de se adotar estratégias alternativas no controle de
pragas.

Desta forma, afirma-se que a comercializacdo de plantas de tomate pré-
colonizadas com B. bassiana é viavel, dado o crescente mercado de produtos
organicos. Estudos adicionais serdo realizados para monitorar a presenca de B.
bassiana em tomateiro até o estagio em que produzem frutos. A colonizacdo de outras

variedades de tomate também serd investigada.



31

5. RESUMO E CONCLUSOES

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum) é afetada por diferentes
insetos-praga, como a traca-do-tomateiro, Tuta absoluta, praga-chave de tomate,
podendo ocasionar perdas de producdo de até 100%. Os problemas
fitossanitarios relacionados a T. absoluta, representam uma barreira a
produtividade na cultura do tomateiro. Nesse contexto, a inoculacdo de fungos
entomopatogénicos endofitico em plantas, promove protecdo a planta contra
pragas, e protege o fungo contra fatores abioticos. Desse modo, o uso de fungos
entomopatogénicos endofiticos € um método inovador, e seu uso em plantas de
tomate pode diminuir as perdas causadas por insetos.

No presente estudo foram realizados testes de patogenicidade com trés
iIsolados de fungos entomopatogénicos (LPP139, LEF140, LEF141), aplicados na
superficie das folhas, que posteriormente foram oferecidas as larvas de T.
absoluta. Os isolados também foram utilizados para inocular plantas de tomate,
com o objetivo de reisolar o fungo mais promissor na colonizagdo endofitica da
planta. Apos inocular e isolar o B. bassiana do tomate, o fungo reisolado LPP139,
foi entdo utilizado para inoculacdo em plantulas de tomate. A coloniza¢ao fangica
foi avaliada aos 7, 14, 21 e 30 dias ap0s a exposicdo ao fungo. As plantas
colonizadas com B. bassiana endofitica foram utilizadas em teste de antagonismo
contra larvas de T. absoluta. Os parametros agrondmicos das plantas foram
avaliados, a fim de analisar possiveis efeitos do fungo na forma endofitica.

Os resultados indicaram que todos os isolados apresentaram

patogenicidade a larvas de T. absoluta. Mas, apenas o isolado LPP139 colonizou
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as plantas de tomate, sendo assim, utilizado para inoculagdo em plantulas. A
colonizacdo de tomateiro pela inoculacdo de plantulas com conidios de B.
bassiana foi bem-sucedida, e ndo foram verificados entomopatégenos nos
tratamentos controle.

As plantas colonizadas com B. bassiana endofitica foram eficientes na
reducdo de sobrevivéncia de larvas de T. absoluta, que se alimentaram das
folhas. O isolado LPP139 de B. bassiana colonizou de forma eficiente plantas de
tomate via plantulas, e o fungo foi detectado até 30 dias apds a inoculacéo inicial.
A avaliacdo dos parametros agrondmicos ndo apresentou diferencas estatisticas
entre tratamento e controle, ndo sendo verificados efeitos negativos da
colonizacdo do fungo entomopatogénico na forma endofitica. Dessa forma,
conclui-se que os isolados de fungos entomopatogénicos B. bassiana aplicados
na superficie foliar utilizados neste estudo, foram patogénicos contra larvas de T.
absoluta.

O meétodo de inoculacdo em plantulas, com o isolado LPP139 apresentou
eficiéncia na colonizagdo de mudas de tomate, e sua presenca foi confirmada aos
7, 14, 21 e 30 dias, apds sua inoculagdo inicial. O fungo na forma endofitica
causou mortalidade as larvas de T. absoluta. Nao foram verificados efeitos
negativos no desenvolvimento das plantas colonizadas endofiticamente. Este
resultado indica o potencial da metodologia descrita no presente estudo para
implementacdo em programas de prote¢cdo de plantas, reduzindo os danos
causados por insetos-praga, eliminando, assim, a necessidade de aplicactes de

inseticidas.
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