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RESUMO

O castanheiro europeu Castanea sativa (Mill.) e seus frutos sdo uma importante fonte de
renda em Portugal na regido de Tras-os-Montes. Dentre as pragas que atacam a espécie,
destacam-se a Cydia splendana (Hibner, 1799) e o Curculio elephas (Gyllenhal, 1836):
insetos que causam danos significativos nas castanhas inviabilizando o produto e gerando
perda de producdo. Buscando diminuir o dano destas pragas, e o impacto negativo que
0s quimicos podem trazer ao meio ambiente, surgem alternativas de controlo biolégico.
Entre elas, esta o uso de fungos entomopatogénicos como a Beauveria bassiana, porém,
sua efetividade varia de acordo com a cepa que ¢€ utilizada, com as condi¢cdes ambientais
e experimentais que esta submetida e com as caracteristicas dos insetos. Nesse sentido,
0 objetivo do estudo foi avaliar em campo a eficécia de trés estirpes de B. bassiana contra
C.splendana e C.elephas em trés diferentes tempos de aplicacéo das larvas, no intuito de
avaliar o periodo da viabilidade de uma aplicacdo do fungo no solo. O experimento foi
conduzido em um souto localizado na freguesia de Samil, no distrito de Braganca,
Portugal. Foram avaliados quatro tratamentos, isolado LC39GF10 (TA) e isolado
A67GF09 (TB) (regionais), Controlo - 4gua destilada (TC) e isolado ATCC74040 (TD)
(comercial) - com concentracédo de conidios de (1x108) em todos respetivamente. Cada
tratamento possuiu 18 vasos, cada um com dez larvas de cada uma das pragas, colocadas
na superficie dos vasos, em trés diferentes tempos apés a pulverizacdo dos fungos nos
respetivos vasos e instalacdo em campo. (T1) colocadas apés 1 dia da instalagdo, (T2)
apos oito dias e (T3) apos 15 dias. As larvas foram retiradas em duas estacdes, em que
apos, as culturas fangicas foram isoladas em laboratério e a confirmacdo da mortalidade
pelo fungo foi feita por andlise molecular. Os resultados obtidos demonstraram que nas
condigbes testadas, os isolados regionais (TA) e (TB) tiveram um melhor desempenho
que o comercial (TD); com maior eficicia de infec¢é@o das larvas nos tempos (T1) e (T2);
com mortalidade superior para C. splendana. B. bassiana nas condi¢cbes testadas,

demonstra potencial de uso na protecdo integrada de pragas.

Palavras-chave: Castanea sativa; Cydia splendana; Curculio elephas; Beauveria

bassiana; controlo de pragas; condigbes de campo



ABSTRACT

The European chestnut Castanea sativa (Mill.) and its fruits are an important source of
income in Portugal, particularly in the Tras-os-Montes region. Among the pests affecting
this species, Cydia splendana (Hibner, 1799) and Curculio elephas (Gyllenhal, 1836)
stand out as insects causing significant damage to the chestnuts, rendering the product
unviable and leading to production losses. In an effort to reduce the damage caused by
these pests and the negative environmental impact of chemical treatments, biological
control alternatives have emerged. One such method is the use of entomopathogenic fungi
like Beauveria bassiana. However, its effectiveness varies depending on the strain used,
environmental and experimental conditions, and the characteristics of the insects. In this
context, the objective of the study was to evaluate, in the field, the efficacy of three B.
bassiana strains against C. splendana and C. elephas across three different larval
application times, aiming to assess the duration of the fungus's viability when applied to
the soil. The experiment was conducted in a chestnut orchard located in the parish of Samil,
in the district of Braganca, Portugal. Four treatments were evaluated: the LC39GF10
isolate (TA) and the A67GF09 isolate (TB) (regional isolates), a control with distilled water
(TC), and the ATCC74040 isolate (TD) (commercial isolate), all applied at a conidial
concentration of (1x108). Each treatment involved 18 pots, each containing ten larvae of
each pest species placed on the surface of the pots at three different times after the fungal
spray application and field installation. The timings were: (T1) one day after installation,
(T2) eight days after, and (T3) 15 days after. The larvae were retrieved in two stages, after
which fungal cultures were isolated in the laboratory, and mortality due to the fungus was
confirmed by molecular analysis. The results demonstrated that, under the tested
conditions, the regional isolates (TA and TB) performed better than the commercial isolate
(TD), achieving higher infection efficacy on the larvae during (T1) and (T2) timings, with
greater mortality observed for C. splendana. B. bassiana, under the tested conditions,

shows potential for use in integrated pest management.

Key-words: Castanea sativa; Cydia splendana; Curculio elephas; Beauveria bassiana;

pest control; field conditions
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1. INTRODUCAO

Das espécies que compdem o género Castanea, pertencente a familia das Fagaceae, a
Castanea sativa (Mill) se destaca por representar grande potencial econdmico e cultural
em diversas regides, com destaque na Europa onde é nativa da regido (Ferreira-Cardoso
& Pimentel-Pereira, 2007). A C. sativa, ou em nome comum, o castanheiro europeu, além
de contribuir para a preservacéo da biodiversidade e na manutengcdo de ecossistemas,
apresenta valor na producdo de madeira e na industria alimenticia. Em Portugal, a
castanhicultura (Gomes-Laranjo et al., 2007) tem destaque na regido Norte do pais, em
especial na zona de Tras-os-Montes, que é responsavel por cerca de 77,6% da producéo

nacional da castanha europeia (INE, 2024).

Porém, a producdo da castanha apresenta alguns desafios, que incluem condices
ambientais e mudancas climéticas, e o ataque de pragas e doencgas; fatores que podem
impactar o cultivo e o rendimento da produgédo (Bounous & Marinoni, 2005). Quanto as
pragas, 0 manejo é historicamente dependente de pesticidas quimicos e compostos
guimicos sintéticos, que em contrapartida ao controlo das pragas-alvo, seu uso
indiscriminado tem causado prejuizos ao meio ambiente, afetando outras espécies e
levando ao surgimento de pragas secundarias, gerando outros problemas associados e a
longo prazo, gera ineficacia contra a praga-alvo (Agro Estaddo, 2019; Marques et al.,
2004).

Por meio do problema apresentado, pesquisadores e agricultores tém buscado
alternativas sustentaveis e eficazes para realizar o controlo de pragas (Avtzis et al., 2019).
Assim, o controlo biol6gico vem se destacando como promissora estratégia para minimizar
ou até substituir o uso de defensivos quimicos. Seu principio é usar agentes biolégicos
para realizar o controlo natural de pragas, com a introducdo de determinados organismos,
como por exemplo, fungos entomopatogénicos, no local de controlo da praga-alvo, assim,
realizando o controlo com eficacia e com redu¢do dos impactos ambientais (Hoy et al.,
1998).

Com o escopo de ajudar no contexto apresentado, foi desenvolvido um estudo com
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill, um fungo entomopatogénico amplamente
investigado e utilizado como agente de controlo microbiolégico de pragas agricolas. Uma

promissora ferramenta para a protecao integrada de pragas do castanheiro europeu. Sua



capacidade de infetar e controlar efetivamente um amplo espectro de insetos-praga, aliada
a sua relativa seguranca para o meio ambiente e aos organismos ndo-alvo, torna-o uma

opcao atrativa para os sistemas de producéo agricola (Souza et al., 2023).

Duas das principais pragas que atacam o castanheiro europeu na regido de Tras-os-
Montes sdo a Cydia splendana (Hibner, 1799) e Curculio elephas (Gyllenhal, 1836),
(Souza, 2022) e por serem consideradas pragas-chave da cultura, foram os insetos em

estudo.

No tépico 2, "Referencial Tedrico”, realizou-se uma revisdo bibliografica que demonstra a
importancia econdmica e cultural do castanheiro europeu, bem como as caracteristicas
dos insetos em estudo, C. splendana e C. elephas, para contextualizar o potencial dano
gue estas pragas podem causar, e entender seus mecanismos de agdo, auxiliando na
escolha das condi¢fes experimentais ideais. Ainda, ressaltaram os principios do controlo
biol6gico, com foco no controlo por fungos entomopatogénicos, com destaque para B.
bassiana devido ao seu potencial de eficacia no controlo microbiolégico, o que evidencia

a relevancia do estudo.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de trés diferentes
isolados do fungo entomopatogénico B. bassiana sendo duas estirpes nativas e uma
comercial no controlo de duas pragas-chave da cultura do castanheiro, C. Splendana e C.
elephas em trés diferentes tempos de contato das pragas com o fungo, no intuito de avaliar
o periodo da viabilidade de diferentes estirpes do fungo no solo em uma aplicagcdo em

Tras-os-Montes — Braganca, Portugal.



2. REFERENCIAL TEORICO

No capitulo atual ser4 apresentado uma revisdo de contetdos bibliograficos para dar
contexto ao estudo, comecando com uma breve apresentacdo do castanheiro europeu.
Em seguida, aborda-se sua importancia econémica e posteriormente uma introducao ao
controlo biolégico com foco no controlo microbiolégico e no fungo entomopatogénico

estudado, B. bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

2.1 Castanheiro europeu Castanea sativa (mill.)

A castanha apresenta grande importancia em Portugal, em varios setores como
econémicos culturais e ambientais, com destaque em diversas regides do pais. Uma
arvore que pertence a ordem Fagales, familia Fagaceae, e género Castanea de espécie
arbérea angiosperma dicotiledénea, (Quadro 1). A espécie apresenta em determinada
época do ano, perda das folhas, pois secam e caem, essa caracteristica € chamada de
caducifélia. As folhas possuem peciolo e estipula e séo dispostas de forma alternada
(Gomes-Laranijo et al., 2007). Possui tamanho de médio a grande porte chegando a atingir
de 30 a 35 metros de altura (Conedera et al., 2016).

Quadro 1. Classificacdo taxondmica do castanheiro europeu.

Reino Plantae
Sub-reino Embryophyta (Cornophyta)
Diviséo Spermatophyta (Anthophyta)
Sub-Divisao Angiospermae (Magnoliophytina)
Classe Dicotyledonae (Magnoliopsida)
Sub-Classe Hamamelidae
Ordem Fagales
Familia Fagaceae
Sub-Familia Castaneoideae
Género Castanea

Espécie Castanea sativa Mill., 1768.



Segundo Gomes-Laranjo et al., (2007), o castanheiro (Figura 1) representa uma espécie
florestal autoctone que desempenha fungdes cruciais na conservacao da biodiversidade

e na preservacao da integridade do solo contra a erosao.

Figura 1. Castanheiro europeu Castanea sativa (Mill.).

A nivel mundial existem doze espécies de castanheiro (Barreira, 2010). Que sao divididos
entre América do Norte, Europa e Asia (Gomes-Laranjo et al., 2007). Dentro do continente
europeu a Unica espécie que se apresenta de forma natural € C. sativa (Henriques &
Borges, 2017). Trata-se da variedade cultivada na Europa, que demonstra uma excelente
capacidade tanto para a produgéo de frutos quanto para a obtengéo de madeira, seja em

sistemas de cultivo de talhadia ou em fustas altas (Gomes-Laranjo et al., 2007)

Os frutos do castanheiro encontram-se envolvidos por um invélucro espinhoso, conhecido
como ouri¢o (Figura 2 (a)). As castanhas possuem um formato achatado (Figura 2 (b)) e
podem ser encontrados de uma a trés castanhas por invélucro (Henriques & Borges,
2017).



Figura 2. (a). Ourico; (b). Castanha.

A cultura se torna mais favoravel em regibes mediterranicas devido a sua adaptacdo ao
clima e a altitude. Segundo Conedera et al., (2016), a espécie tem preferéncia por zonas
de solos frescos e bem drenados, com temperatura média anual variando entre 8 e 15°C,
temperaturas médias mensais acima de 10°C durante 6 meses e precipitagdo minima
entre 600 e 800 mm.

2.2 Importancia econémica

A castanha desempenha um papel crucial na industria alimentar, na alimentagdo humana
e animal, contribui para a produgéo de derivados alimenticios e produ¢do de madeira de
boa qualidade (Baltazar, 2015). Segundo dados da FAOSTAT (2022), a castanha possui
uma producéo mundial liderada pela Asia que contribui com 1.725.15,33 toneladas (t),
responsavel por 80,29% da producdo em 2022. Ja a Europa conta com 15% da produc¢éo
mundial no ano de 2022 totalizando 318.920,08 t (Figura 3).
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Figura 3. Producdo mundial de castanhas por regido em 2022 (adaptado de FAOSTAT, 2022).

Segundo a FAOSTAT (2022), dentro dos 27 paises da unido europeia dez possuem
producdo significativa. Os quatro maiores produtores sdo lItalia, Grécia, Portugal e
Espanha. Portugal com uma producéo de 29.360 t de castanha com casca. A distribuicédo
da producédo de castanha na Europa apresentada na (Figura 4), mostra a area nativa do

castanheiro europeu, e a distribuicao introduzida e naturalizada.

ga¥!

Figura 4. Distribuicdo da producédo de (Castanea sativa Mill.) na Europa. A area apresentada pela
coloracdo verde mostra a distribuicdo nativa do castanheiro europeu, e em amarelo-escuro a

distribuicdo introduzida e naturalizada. Fonte: Caudullo et al., 2017.



Para Portugal, a producdo de castanha e seus produtos derivados ndo apenas contribui
para a economia, mas também contribui significativamente para a criagcdo de empregos,
principalmente em regides rurais por exigir mao de obra. Também ostenta um valor cultural
e histdrico marcante em Portugal, constituindo uma tradi¢cdo enraizada em varias regiées

do pais (Gomes-Laranjo et al., 2007).

A cada ano a cultura do castanheiro europeu ganha mais espag¢o em Portugal, no ano de
2011 a area colhida foi cerca de 34.648 hectares, ndo tiveram muitas mudangas no
tamanho da area colhida até o ano de 2016, a partir de 2017 até 2019 a area colhida por
castanheiros teve um aumento significativo para a producao do pais (Figura 5), saindo de
35 mil hectares e chegando a 51 mil hectares, jA no ano de 2022, Portugal teve 49 mil
hectares de area colhida, onde observa-se que houve uma leve queda dessa area colhida
de castanha (FAOSTAT, 2022).

area colhida
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Figura 5. Area colhida de castanhas com casca em Portugal. (adaptado de FAOSTAT, 2022).

Conforme disponibilizado pelo Instituto Nacional de Estatistica em Portugal (INE, 2024),
no ano de 2011 a producdo foi de 21.800 t e para 0 ano de 2023 a producgéo de 23.825 t,
dentro do ano de 2023 no continente a regido norte concentrou a maior produgdo com
18.477 t, aproximadamente 77,6% da producdo do ano, seguido pela regido central com
4.734 t (Figura 6).
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Figura 6. Producao de castanhas no continente em toneladas por regido (Adaptada de INE, 2024).

A castanha proveniente de Portugal € conhecida pela sua qualidade no mercado externo.
Os principais destinos para exportagéo sédo: Franga, Itélia, Espanha e Brasil, dentre todos
0s paises 0 maior importador de castanhas frescas ou secas, com casca de Portugal no
ano de 2023 foi a Espanha com 4.746 t de castanhas compradas (Figura 7) (INE, 2024).
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Figura 7. Destinos e quantidades exportadas em toneladas no ano de 2013 e 2023 (Adaptada de
INE, 2024).



2.3 Pragas alvo da pesquisa

O ataque de um complexo de pragas ¢€ identificado como um dos principais problemas nas
areas cultivadas com castanheiros, ou soutos. O ataque dessas pragas pode causar
danos significativos as castanhas. Esses danos depreciam seu valor comercial e resultam
em perdas de rendimento para agricultores e empresas de comercializacdo e
transformacéo (Bento et al., 2007). A seguir sera abordado informacdes referentes a duas
pragas importantes na cultura do castanheiro, Cydia splendana (Hibner, 1799) e Curculio
elephas (Gyllenhal, 1836).

2.3.1 Cydia splendana (Hubner, 1799)

A C. splendana possui distribuicdo por toda Europa e na regido de Tras-os-Montes é
responsavel por principais prejuizos nos frutos da castanha (Bento et al.,, 2007).
Distribuida por parte da Europa, encontrada em paises como Hungria, Grécia, Italia,
Franca e Turquia, atacando principalmente castanheiros e carvalhos (JOosvai et al., 2016).
A espécie se adaptou bem em diferentes ambientes, o que facilitou a dispersdo nas areas
onde essas plantas sdo predominantes, também foi registada na Tunisia, mostrando a

expansao de seu alcance (Bengtsson et al., 2014; Ezzine et al., 2022).

E um inseto que se alimenta dos frutos e possui uma geracdo anual, ataca plantas do
género Castanea, Quercus, Fagus e Juglans (Navarro, 2019). O principal hospedeiro do
bichado da castanha é o castanheiro-europeu, mas também ataca frutos de outras
espécies de carvalho, como Quercus robur L. e Quercus rubra L. (Myczko et al., 2017,
Giannetti et al., 2022).

Conhecida como uma das principais pragas da castanha em Portugal, atingindo prejuizos
de até 40% de castanhas atacadas (Bento et al., 2022). Com excecdo a seus danos
diretos, sua presenca também implica em custos de manejo adicionais e alem de reduzir

a comercializacéo dos frutos afetados (Cuestas et al., 2020; Ferracini et al., 2020).

O bichado da castanha como é conhecida a C. splendana pertence a familia Tortricidae e

ordem Lepidoptera (Quadro 2). Passam por um processo de desenvolvimento conhecido



como metamorfose completa, contendo quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto. C.
splendana, completa um ciclo reprodutivo anual, os adultos emergindo para voar durante
0 periodo de junho a julho na Europa Central e de julho a setembro no sul da Europa e

Hungria (Conedera et al., 2016).

Quadro 2. Classificacao taxonémica do bichado-da-castanha, Cydia splendana (Hibner, 1799).

Taxonomia Cydia splendana (Hubner, 1799).

Reino Animalia

Filo Arthropoda
Classe Insecta

Ordem Lepidoptera
Familia Tortricidae
Género Cydia

Espécie Cydia splendana

Fonte: GBIF (2024).

Durante o estagio larval, (Figura 8) esses insetos se alimentam dos frutos, criando galerias
em seu interior resultando na perda completa do seu valor comercial. Conforme descrito
no trabalho de Bento et al., (2007) pode-se observar que na regido de Tras-os-Montes ha

a presenca de adultos entre inicio de julho até outubro mostrando valores maiores perto

do final de agosto e inicio de setembro.

Os danos as castanhas sé@o ocasionados pela alimentagdo das larvas (Figura 9), que as

perfuram, resultando em perda de valor comercial. A lagarta se desenvolve ao longo de
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cinco estagios, possui uma coloracdo branca translicida, um pouco amarelada e um
cumprimento de 12 a 16 mm, no ultimo estagio. Conforme o interior danificado, repleto de

excrementos, frequentemente apresenta infestagdes fungicas (Pereira et al., 2018).

Figura 9. Dano causado pela larva de Cydia splendana (Hubner) em castanhas de C. sativa.

Em relacdo a fisiologia dos ovos de C. splendana (Figura 10), estes possuem coloracao
esbranquicada quando feito a postura com um tamanho aproximado de 0,55 x 0,72 mm,
posteriormente pode se identificar o embri&o por conta de um anel visivel na cor vermelho-
parpura (Bento et al., 2022). Estes sao posturados geralmente nas nervuras das folhas
mais proximas aos ouri¢cos jovens, sem preferéncia de lado para postura (Bogenschitz,
1991). Depois de posturados o0s ovos se da o tempo de ecloséo das larvas de no maximo
trés semanas, assim se deslocando ao ouri¢co abrindo fendas e penetrando nas castanhas
(Bento et al., 2022).
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Figura 10. Ovos de Cydia splendana (Hubner). Fonte: Souza (2022).

ApoOs desenvolvimento dentro do fruto da castanha a lagarta faz um buraco a
abandonando e cai no solo para se enterrar, formar casulo e hibernar, onde permanece o
inverno e primavera nesta fase para posteriormente ir a fase de pupa (Navarro, 2019). Os
insetos adultos (Figura 11) possuem habitos noturnos. Os machos vivem de 10 a 12 dias,
maximo 21 dias (Romero, 2013) Os ovos sao depositados durante 4 a 5 dias, podendo

haver postura de até 300 ovos (Pombo et al., 2018; Romero, 2013).

Figura 11. Inseto adulto de Cydia splendana (Hiibner). Fonte a: GBIF (2024).

Como observado por Bento et al., (2007) analisando a curva de voo da C. splendana em
Tras-os-Montes, a populacdo do inseto € variavel entre localizagbes e também varia a
cada ano, podendo ser associados a praticas culturais. Os fatores limitantes naturais para
populacBes de C. splendana incluem condigbes ambientais e agentes de controlo

biolégico. Estressores abibticos, como a seca, podem influenciar as taxas de infestagdo,
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reduzindo a disponibilidade de hospedeiros adequados para as larvas (Canelo et al.,
2021). Souza (2022) relate que os insetos sdo suscetiveis ao ataque de parasitoides em
todas as fases de desenvolvimento, entretanto, caracteristicas de pupacéo e mobilidade
na fase adulta dificultam a exposicéo dos insetos a predadores. Em relacdo a inimigos
naturais sdo citados alguns na Europa sendo eles parasitoides como Endromopoda detrita
(Holmgreen, 1860), Glypta parvicaudata (Bridgmanos, 1889) e dipteros como Bessa
selecta (Meigen, 1824) e Pseudoperichaeta nigrolineata (Walker, 1853) (Meijerman &
Ulemberg, 2000; Yu et al., 2004).

O monitoramento efetivo das populacfes é essencial para o manejo da praga nas culturas
de castanha. Armadilhas com feromonas sdo comumente utilizadas para monitorar as
populac@es adultas, permitindo intervencdes no momento adequado (Delisle et al., 2004;
Aguin-Pombo et al., 2008). Essas armadilhas, que atraem os machos com feromonas
especificos, ajudam a estimar a densidade populacional e o periodo de emergéncia,

essenciais para prever potenciais danos (Josvai et al., 2016).

Produtos associados a luta quimica que sao autorizados em Portugal sdo as substancias
ativas deltametrina, clorantraniliprol (Bento et al., 2022). O controlo quimico, embora
eficaz, deve ser usado com moderacdo para evitar impactos ambientais e o

desenvolvimento de resisténcia (Ferracini et al., 2020; Tarasco et al., 2023).

O momento das aplica¢des de inseticidas deve coincidir com o ciclo de vida da mariposa,
preferencialmente durante o periodo de postura/penetracdo das larvas nos frutos (Marrao
et al., 2021; Souza et al., 2023).

2.3.2 Curculio elephas (gorgulho) (Gyllenhal, 1836)

O Curculio elephas (Gyllenhal, 1836) conhecido como gorgulho ou gorgulho-da-castanha,
se trata de um besouro (Coledptera) pertencente a familia Curculionidae (Quadro 3), mais
comumente encontrado em castanheiro e plantas do género Quercus como o carvalho e
0 sobreiro. Sua possivel origem é da regido paleartica oriental da Europa, de partes do
norte da Africa e da Turquia no Oriente Médio (Venette et al., 2003). Pode ser encontrado
nas regides mediterraneas, abrangendo o sul da Europa, incluindo paises como Espanha,
Italia e Grécia, estendendo-se até partes do norte da Africa (Velez-Gavilan, 2022; CABI &
EPPO, 2023).
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Quadro 3. Classificagdo taxonomica de Curculio elephas (L. Gyllenhal).

Taxonomia Curculio elephas

Reino Animalia

Filo Arthropoda

Classe Insecta

Ordem Coleoptera

Familia Curculionidae

Género Curculio C.Linnaeus, 1758

Espécie Curculio elephas L.Gyllenhal, 1836

Fonte: GBIF (2024).

O gorgulho passa por metamorfose completa, incluindo quatro estagios sendo eles: ovo,
larva, pupa e adulto. Como afirmado por Venette et al., 2003, é um inseto que se reproduz
apenas uma vez por ano com ciclo vida definido que acontece dentro de um ano, sem
contar a fase de larval que pode apresentar diapausa no solo geralmente por 2 a 3 anos
a mais. A diapausa faz com que as larvas ndo morram com condi¢Bes desfavoraveis,
como seca ou falta de alimento, que sdo comuns em climas mediterraneos (Soula & Menu,
2003). O ciclo do gorgulho se da com emergéncia de adultos para acasalamento e postura,
ocorre geralmente de agosto ao inicio de outubro, com o comec¢o das chuvas de outono
(Menu, 1993). Os insetos adultos emergem do solo durante o final do verdo, em meados
de agosto até o inicio de outubro, juntamente com a maturacdo das castanhas (Menu &
Desouhant, 2002).

A fase de pupa ocorre no solo, com as larvas se transformando em pupas até o final da
primavera ou inicio do verao do ano seguinte. O tempo de pupag¢do e a emergéncia como
adultos sao influenciados por fatores ambientais, como os niveis de humidade, que afetam
a condicdo do solo e a disponibilidade de castanhas (Soula & Menu, 2005). As larvas
(figura 12) geralmente hibernam no solo apés perfura-lo, onde podem permanecer por um
a trés anos antes de se tornarem pupas e emergirem como adultos (Dreki¢ & Mihajlovié,
2011).
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Figura 12. Larva Curculio elephas (L. Gyllenhal).

As fémeas depositam seus ovos dentro das castanhas, os quais podem ser encontrados
entre 0s meses de agosto e setembro, geralmente deixando um Unico ovo por castanha
(Bonal & Mufioz, 2009). A fertilidade média de uma fémea é de 30 até 50 ovos e o periodo
de acasalamento acontece ap0s 7 a 15 dias a seguir a emergéncia (Santos et al., 2020).
A (Figura 13) demonstra a larva em conjunto com seu hibernaculo de terra que é o local
onde passa o periodo de hibernacéo.

Figura 13. Larva de Curculio elephas (L.Gyllenhal) e o hibernaculo de terra onde hibernam. Fonte:
Souza (2022).
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Os adultos (Figura 14) possuem aparelho bucal comprido e medem entre 6 e 10 mm de

longitude, possui formato oval, com predominéncia de cor amarelada.

Figura 14. Inseto adulto de Curculio elephas (L.Gyllenhal). Fonte: GBIF (2024).

Além disso, a relag@o entre C. elephas e os castanheiros é influenciada por fatores
ecolégicos mais amplos, incluindo a presenga de outros parasitas e estresses ambientais,
como secas e doencgas (Keles, 2024; Waldboth & Oberhuber, 2009). A doencga do cancro
da castanheira, causada pelo fungo Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr, complica ainda
mais a dinamica, pois pode enfraquecer as arvores e torna-las mais suscetiveis a

infestacBes por pragas como o gorgulho (Keles, 2024; Waldboth & Oberhuber, 2009).

E considerado uma praga secundaria na cultura do castanheiro. As larvas do inseto
penetram as castanhas deixando um orificio pouco percetivel onde fazem galerias dentro
da castanha deixando excrementos no seu interior a tornando inviavel para
comercializagdo. Segundo Santos et al., (2020) no ano de 2018 os danos causados pelo

gorgulho registaram valores entre 1 a 7% de castanhas atacadas.

Técnicas de monitoramento eficazes envolvem o uso de armadilhas com iscas de
feromonas para capturar adultos do gorgulho, especialmente durante o periodo de
oviposicdo (Leskey & Wright, 2004). Outras formas de monitorizagdo de adultos, séo
armadilhas de pitfall que sé&o recipientes enterrados no solo onde os insetos caem de tal
forma que ndo conseguem sair ou a técnica de pancadas que consiste em abanar os
ramos do castanheiro no interior de um saco entomoldgico (Bento et al., 2022). Sua

monitorizacao é dificultada por conta destes métodos ndo serem tao eficazes na captura
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de individuos devido ao seu ciclo de desenvolvimento ser a maior parte no solo dificultando
a estimativa da praga. Dado a dificuldade para monitoriza¢éo do inseto seu controlo passa
a ser mais complicado por ndo ser facil determinar a fase exata para aplicar as técnicas
de controlo. Na Espanha € identificado a acdo do parasitoide Schizoprymnus longiseta
(Herrich-Schaffer, 1838) (Hymenoptera: Braconidae), um inimigo natural de C. elephas
(Romero, 2013).

Com a adocao de praticas culturais como remocgéo ou destrui¢cao dos frutos atacados, que
se encontram nos soutos e mobilizacao de solo pouco profunda, pode ser possivel reduzir
0s niveis de populacdo desta praga, outra pratica que pode ser adotada que auxilia na
diminuicéo da infestacdo é o armazenamento das castanhas em locais adequados como

locais cimentados, que evitam que as larvas pupem no solo (Bento et al., 2022).

Métodos de controlo biolégico, como o uso do fungo entomopatogénico B. bassiana,
demonstraram eficacia no controlo de populac¢ées de C. elephas em condi¢gGes de campo,
testando uma cepa do fungo B. bassiana em diferentes concentra¢des (Souza et al.,
2023). Como adoc¢do do controlo quimico para a luta contra o inseto, Portugal possui as
substancias ativas deltametrina, clorantraniliprol, que estdo autorizadas, recomendando
sua aplicacdo na altura da postura da praga ao fim dos meses de agosto e setembro
(Bento et al., 2022).

2.4 Controlo biolégico

Utilizando organismaos vivos o controlo biolégico regula as pragas no ambiente, gerando
equilibrio nos ecossistemas (Jeffers & Chong, 2021). Busca diminuir o uso de quimicos e
Seus possiveis impactos negativos, por meio de uma abordagem mais sustentavel. O
controle é feito por meio da insercdo de predadores, patdégenos, parasitoides e
competidores naturais, promovendo o controlo das pragas de forma eficaz (Parra et al,.
2024).

O controle é feito por meio de diversas formas, como introducdo de organismos exoticos
no ambiente, conservacdo e promocdo de inimigos naturais ja presentes, e uso de
produtos biolégicos especificos para o controlo de pragas e doencas (Parra et al,. 2024).
Inimigos naturais, podem atuar como controlo bioldgico regulando as populacdes de

pragas agricolas. Os inimigos naturais podem ser introduzidos gerando um equilibrio no
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ecossistema, controlando as pragas quando atingem niveis danosos aos produtores,

buscando obter alimentos de maneira mais sustentavel (Fontes & Valadares-Inglis, 2020).

Por exemplo, colaborando com a regulagéo natural da (traga da maca) Cydia pomonella
(Linnaeus, 1758) alguns parasitoides himenopteros foram identificados no seu controlo
(Beers et al., 2016; Mills et al., 2016). Outra estratégia utilizada na regulagdo de pragas
gue apresentou eficiéncia é a disrupcao de acasalamento. Como afirmado por Ferracini et
al., 2021 estudos demonstram que essa técnica com intermédio de feromonas, oferece
uma alternativa funcional para reduzir populacdes de pragas em pomares. Eles invadem
o inseto hospedeiro e liberam bactérias que causam doencas, levando a morte da praga
(Tarasco et al., 2023).

Jé dentro dos estudos de controlo bioldgico inclui-se o controlo microbioldgico, que € uma
forma de controlo biol6gico que faz o uso de microrganismos, dentre eles bactérias e
fungos, como objetivo para controlo de pragas ou doencas (Parra et al., 2024). Em seu
estudo, Geraldo (2024), observou que microrganismos do género Bacillus tem alto
potencial como agentes de controlo, bactérias pouco utilizadas como Bacillus lutti (Liu et
al., 2017) (S2965), Bacillus pumilus (Meyer e Gottheil, 1901) (S2942), Bacillus toyonensis
(Jiménez et al., 2013) (S2929) e Priestia megaterium (de Bary, 1884) (S2936) mostram

eficacia como uma estratégia a diversificar as tecnologias do mercado.

Além disso, o uso de nematéides entomopatogénicos representa uma via promissora para
o controlo biolégico, pois junto com suas bactérias simbidticas, sdo reconhecidos por sua
eficAcia no manejo de varias populacbes de pragas de insetos. Os nematoides
entomopatogénicos, Heterorhabditis baujardi (Phan et al., 2003), Heterorhabditis indica
(Poinar et al., 1992) e Heterorhabditis noenieputensis (Malan et al., 2014) sdo promissores
agentes de controlo da traca-minadora Holocacista capensis (Van Nieukerken &
Geertsema, 2015) como demonstrado no estudo de Steyn et al. (2019) realizado na Africa
do Sul. Porto & Garcia (2022) falam do uso de um produto com 0 microrganismo
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff, 1879) na mortalidade de Euschistus heros (Fabricius,
1798) (Hemiptera: Pentatomidae), e de utilizar o fungo como forma de controlo alternativo
do percevejo e apresentando o resultado de 80% de mortalidade dos insetos apds quatro

dias de inoculacao e 100% de mortalidade apés seis dias.

O mercado de produtos bioldgicos apresenta alto crescimento por demonstrar inovacées

aliadas a microrganismos nativos do solo que atuam na defesa das plantas e podendo as
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fazer crescer, sendo incorporados no substrato de plantio e aplicacéo foliar (Mariano et
al., 2004).

O controlo biolégico é dividido em trés modalidades: o classico, com a introducdo de
inimigos naturais que estabelecem controlo; o aumentativo, com liberagdes de forma
programada para controlo imediato; e o de conservacdo, que pretende proteger a
microfauna e microflora naturais do ecossistema, reduzindo o uso de quimicos e

promovendo ambientes adequados (Jeffers & Chong, 2021).

2.4.1 Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sao 6timas ferramentas no controlo biolégico. Colonizam
varias espécies de pragas, as controlando com menos problemas ao meio ambiente em
comparagdo com os produtos quimicos, e mantendo uma alta eficiéncia e facilidade de
producdo (Santos et al., 2021). Com diversos mecanismos, eles conseguem infetar as
pragas, ocasionando a epizootia, seguindo seu ciclo de vida liberando esporos, e assim,

colonizam novos hospedeiros (Ekka, 2023).

Dos principais géneros em pesquisas de controlo biolégico destacam-se Beauveria,
Metarhizium e Lecanicillium, cada um com suas caracteristicas especificas para infetar os
alvos a serem controlados e faixas especificas de hospedeiros (Amutha & Banu 2015;
Gandarilla-Pacheco et al., 2021). Em seu trabalho, Waquil et al. (2006), é exposto que
fungos, bactérias e virus entomopatogénicos tém-se demostrado altamente eficientes na

reducao das populacdes de pragas em zonas agricolas.

Os fungos entomopatogénicos conseguem reduzir a populacdo de pragas se fixando na
superficie externa desses insetos e, entdo, penetrando nas camadas de protecdo destes
hospedeiros, ja que liberam enzimas como quitinases e lipases. A infecdo € facilitada,
portanto, pois estas enzimas quebram as barreiras naturais dos insetos (Meng et al., 2022;
Hasaballah et al., 2017). Uma vez dentro do hospedeiro os fungos se multiplicam
causando uma infecdo no corpo todo e levando eventualmente a morte do inseto. Em
condi¢Oes de temperatura e humidade ideais, o esporo entrando em contato com o inseto,
penetra a cuticula alcancando a hemolinfa. As hifas se desenvolvem e colonizam todo o

corpo do inseto, resultando em sua morte (Amaro, 2003). Esse processo de infecao pode
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desencadear epizootias, onde um grande nimero de insetos sucumbe a infe¢ao flngica,

impactando significativamente as populagcfes de pragas (Beemrote et al., 2024).

Porem possuem limitagBes que podem afetar a sua utilizag&o, fatores como temperatura,
precipitacdo, radiacéo solar e humidade (Inglis et al., 2001). Para que qualquer agente de
controlo microbiano seja eficaz, o desempenho técnico é fundamental, entretanto isso
deve ser ligado a outros parametros sendo eles, a eficacia pratica que se trata de custo-
beneficio, sua viabilidade comercial visando a rentabilidade, sua sustentabilidade
buscando o controlo a longo prazo e a seguranca que pode fornecer ao publico utilizador
(Gelernter & Lomer, 2000).

2.4.2 Beauveria bassiana (Bals.- Criv.) Vuill.

Beauveria bassiana é um fungo muito pesquisado e com varias formula¢des registadas,
gue se diferenciam pelas cepas e concentracdo. Mostra ser eficiente na protecao
integrada de pragas (Xiao et al., 2012). Segundo trabalhos de Xiao et al., (2012); Zhang
et al., (2020); Melo et al., (2008), o fungo pode atuar em diversos insetos como besouros,
moscas e mosquitos transmissores de doencas. Pertence a familia Clavicipitaceae e é
classificado na ordem Hypocreales. Pode viver em diversos ambientes naturais diferentes
como solo ou insetos. Os fungos sobrevivem no solo tanto como micélio saprofitico quanto
como propagulos dormentes até encontrar um hospedeiro adequado no entorno ou

estabelecendo relagbes com plantas como enddfitos (Imoulan et al., 2017).

Quando entra em contato com o hospedeiro, 0s esporos assexuados se desenvolvem, e
as hifas invadem o corpo do inseto, levando a uma infe¢do generalizada. Esse processo
causa morte do hospedeiro, e depois o fungo esporula e libera novos conidios para infetar
novos hospedeiros (Melo et al., 2008). Sua capacidade viral pode variar com influéncia de

fatores climaticos e diversidade genética (Zhang et al., 2020; Xiao et al., 2012).

A acdo da B. bassiana é afetada por fatores ambientais. Sua temperatura 6tima de
desenvolvimento é de 25°C, e o tempo letal médio também ¢é afetado pela temperatura
(Vestergaard et al., 1995; Zimmermann, 2007; Zhumatayeva et al., 2022). Conforme a

temperatura sofre alteracdo, a viabilidade e a patogenicidade podem ser impactadas.
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Temperaturas fora da faixa ideal podem comprometer a acdo do fungo, por dificultarem o

crescimento dos esporos e diminuirem a atividade do fungo (Medo et al., 2021).

Outro fator que afeta a agdo do fungo comprometendo a eficicia € exposi¢cdes a radiagéo
ultravioleta (UV). A radiagdo UV junto com altas temperaturas causam perca da viabilidade
dos conidios a campo e podem levar a sua destruicdo e perda de infetividade (Yu et al.,
2022). Santiago-Alvarez et al., (2006) apresentaram que a radiacdo UV afeta
significativamente a eficicia de B. bassiana contra o percevejo, Lygus lineolaris (Linnaeus,

1758), em morangos, reduzindo a viabilidade dos conidios expostos.

A humidade também afeta o desempenho de B. bassiana. Para que os esporos tenham
um crescimento de forma eficiente e para que o fungo tenha altas taxas de infecdo, a
humidade deve estar em uma média de 85% (Lozano-Gutiérrez & Espafia-Luna, 2008).
As mudancas climéticas podem gerar periodos de seca, o que pode resultar na diminuicdo
dos niveis de humidade e, consequentemente, a reducdo da eficiéncia do fungo. Por
exemplo, uma humidade mais baixa pode comprometer a sobrevivéncia e a habilidade
viral do fungo, ja que a ativacdo dos esporos depende da humidade (Lozano-Gutiérrez &
Espafa-Luna, 2008). Altas temperaturas aliadas a baixa humidade podem ser
especialmente danosas para a sobrevivéncia dos esporos de B. bassiana (Jaronski,
2010).

O tempo necessario para que B. bassiana infete e cause a morte do inseto-alvo varia
conforme a espécie de inseto, o estagio de desenvolvimento do inseto, a concentracao de
conidios aplicada e as condi¢cdes ambientais (Pedrini, 2022; Lee et al., 2014; Sukhu et al.,
2019). Perante condigbes de laboratério no controlo do percevejo, Thaumastocoris
peregrinus (Carpintero & Dellapé, 2006) (Hemiptera: Thaumastocoridae) isolados de B.
bassiana testados causaram mortalidade confirmada entre 37% e 80,1% apés 10 dias da
aplicacao, apresentando maior percentual médio de mortalidade diaria 39,9% no quarto
dia apés o contato do inseto com o substrato pulverizado (Lorencetti et al., 2018). Segundo
trabalho de Tonet & Reis (1979) ninfas de quinto estagio de desenvolvimento, tiveram um

indice de mortalidade de 100%, dez dias apés a pulverizacao do in6culo.

O tempo de aplicacdo e as praticas de manejo também sédo fatores a ser levados em
conta, em especial em climas e lugares que as condi¢cdes naturais podem diminuir a

capacidade de acao do fungo (Yu et al., 2022; Lozano-Gutiérrez & Espafna-Luna, 2008;
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Zhang et al., 2020). Win et al., (2022) falam que a capacidade viral de B. bassiana tende
a diminuir ao longo do tempo que os esporos assexuados permanecem sem contato com
um hospedeiro, também demonstram que a eficacia do fungo contra o percevejo-do-feijao,
Riptortus pedestris (Fabricius, 1775) (Hemiptera: Alydidae), depende de uma aplicacédo no
momento adequado, j& que a exposicdo prolongada a condicbes desfavoraveis pode

inviabilizar os conidios e sua capacidade de infec&o.

No trabalho de Zhang et al., (2020) compreende-se que os conidios do fungo podem
permanecer viaveis no ambiente por longos periodos de tempo, mas sua concentragao e
habilidade viral podem diminuir devido aos fatores aos quais é exposto como radiacéo UV,

niveis de humidade, temperatura e competicdo microbiana.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Tratamentos

Com objetivo da avaliagdo da eficacia do fungo B. bassiana como agente de controlo
biol6gico contra as pragas C. splendana e C. elephas, realizou-se um ensaio a semi-
campo (vasos) com trés isolados de B. bassiana, LC39GF10 e A67GF09 da colecao de
microorganimos entomopatogénicos da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de
Braganca e a estirpe ATCC74040 do produto comercial Naturalis® (CBC (Europa) S.R.I.
— BIOGARD Division, Cesena, lItalia). Foram avaliados 4 tratamentos, LC39GF10 (TA),
A67GF09 (TB), Controlo com agua destilada (TC), ATCC74040 (TD). Para cada
tratamento foram utilizados 18 vasos, cada vaso possuia 10 larvas de C. splendana e 10
de C. elephas totalizando (180 larvas de cada inseto por tratamento). Foi utilizada a
mesma concentracdo de conidios (1x108) para todos os tratamentos e no tratamento
controlo foi utilizada agua destilada.

As larvas foram colocadas apés a instalacdo dos vasos a campo e respetivamente nos
tempos de aplicacdo, (T1) um dia apés a instalacao, (T2) oito dias apos a instalacao e (T3)
quinze dias apOs a instalagdo. Os vasos de cada tratamento (Figura 15) foram

identificados e distribuidos casualmente.

3.2 Preparacgao dos vasos

Os vasos feitos de polietileno com dimensdes de (7 cm de didmetro, 23 cm de
profundidade) possuiam furos em seu fundo, os quais foram isolados com uma rede de
polietileno malha fina e preenchidos com 5 cm de argila expandida e novamente isolados
com rede, apos isso, completado com o substrato (solo e perlita na propor¢céo de 1:1).
Esta mistura foi esterilizada em autoclave duas vezes a 120°C por 20 minutos. Apdés o
preenchimentos dos vasos, foi realizada a pulverizacao das estirpes e da agua destilada
com um borrifador manual, as pulveriza¢6es foram feitas 24 horas antes da instala¢éo dos
vasos. Colocaram-se se a superficie de cada vaso as larvas de C. splendana e de C.
elephas para que se enterrem. Os vasos foram cobertos com uma rede malha fina que

impossibilita a saida das larvas ou a entrada de outros animais.
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A (Figura 15) representa um esquema ilustrativo resumido da metodologia pratica em

ordem de agéo para melhor entendimento do planejamento experimental.

12 = Preparo dos vasos 32 = Instalagdo dos vasos 4° = Colocacgao das larvas nos vasos
1-Tela i : i Curculio elephas
- Substrato FEANOERSDS . .
2 as pulverizacdes; Cydia splendana
3-Tela Tempo de
4 A_:g:'a . » ) x 10 de cada larva em cada aplicacdo
IeAem ( et ; das larvas
= | vaso B i
& 2?2 = Pulverizagdo das estirpes de Beauveria > . T1=umdia
bassiana/agua nos vasos com substrato T T T T T T . ap(?s a~
< P <% instalacao
1 1 1 1 dos vasos;
. : - < - T2 = oito
TA B TC TD P P ’ dias apés a
T2 T2 T2 T2 T2 T2 instalacdo
dos vasos;
TA = LC39GF10 Cada tratamento
8 vasos;
TB = A67GFo apresenta 1 s . * . ® _
Ry com 3 diferentes . 3 _T3 = 1,5
. K dias apés a
TC = Aguadestilada ~ tempos de aplicagdo T3 T3 T3 T3 3 i i
das larvas em triplicata, instalacao
TD = ATCC74040 o para cada estacio. dos vasos;

Retirada inverno Retirada primavera

Figura 15. Esquema resumido da metodologia pratica em ordem de acéo.

3.3 Insetos

As larvas de C. splendana (estagio larval 4 e 5) e C. elephas (estagio larval 3) foram
coletadas manualmente de forma aleatéria em uma industria local de nome social Alcino
Augusto Nunes, de processamento das castanhas, logo apés a saida dos frutos
correspondendo ao inicio de novembro. Em seguida, levadas para o laboratério e

separadas para adicionar a superficie dos vasos dentro de algumas horas.
3.4 Instalacado
No dia 6 de novembro de 2023, os vasos foram enterrados dispostos de forma aleatéria

em um souto localizado na freguesia de Samil, distrito de Braganca, Portugal (6°45'52.97"
N, 41°46'50.14"W).



Figura 16. Instalagdo dos vasos na aldeia de Samil, Braganca.

3.5 Avaliacdo da mortalidade das larvas

A eficacia da aplicacdo das estirpes de B. bassiana sobre as larvas de C. splendana e de
C. elephas foi avaliada em 2 retiradas distintas correspondendo a inverno e primavera,

apos a acao dos tratamentos.

Para cada data de retirada foram coletados 9 vasos para cada um dos quatro tratamentos
e sendo assim 3 vasos por tempo de aplicacdo, totalizando 36 vasos por retirada com um
total de 90 larvas de cada inseto por tratamento fangico. Os vasos foram transportados
até o laborat6rio onde foi utilizado um tabuleiro para colocar o substrato de cada repeticao

como forma de facilitar a remocéo das larvas hibernantes dos insetos em estudo.

As larvas de cada espécie, apds serem coletadas dos vasos (mortas ou vivas), foram
desinfetadas seguindo o seguinte procedimento: um minuto em alcool 70%, cinco minutos
em hipoclorito de sédio (5%), um minuto em alcool 70% e um minuto em agua destilada
estéril repetido trés vezes. Posteriormente, as larvas foram colocadas em papel
absorvente esterilizado, cortadas em quatro partes com bisturi e colocadas em meio de
cultura agar batata dextrose (PDA), com adicdo de antibioticos (Chloramphenicol

Suplplement, Oxoid Ltda., Wade Road, UK). As placas foram incubadas a 25 + 1 °C na
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auséncia de luz para determinar a presenca de esporulacdo externa de acordo com
(Zimmermann 1986; Llacer et al., 2013). Apds 8 dias de incubacéo, o crescimento de B.
bassiana nas larvas foi registado observando o crescimento do fungo na superficie das

larvas no meio de cultura.

3.6 Isolado fungico

O fungo obtido de cada larva foi transferido e repicado para uma nova placa de PDA e
colocado novamente a 25 + 1 °C na auséncia de luz. Este procedimento foi repetido até
gue culturas puras fossem obtidas e a producédo de esporos fosse observada, para manter
a colecdo da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca (ESA-IPB)
(Figura 17).

Figura 17. Placa com fungos isolados.

3.7 Dados meteorolégicos

Os dados meteoroldgicos foram recolhidos diariamente durante o periodo em que o0s
vasos estiveram enterrados no campo pela estacdo automatica (Vantage Pro2 Sensor
Suite ou (ISS) Weather Station) da Escola Agraria de Braganga do Instituto Politécnico de
Braganca (ESA/IPB), localizado na Quinta Santa Apolénia em Braganca, Portugal. A
temperatura média foi medida em graus Celcius (°C), a precipitacao foi medida em

milimetros (mm/dia), e a humidade relativa do ar em percentagem (%).
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3.8 Andlise de dados

A analise estatistica foi realizada utilizando o software R (R Core Team, 2021) pacotes de

R Utilizados: agricolae: para o teste de Tukey HSD com agrupamento / dplyr: para

manipulacao e resumo dos dados. Para ajustar os resultados considerando a mortalidade

natural, aplicou-se a correcao de Abbott (Abbott, 1925). A férmula utilizada foi:

%Mcor= (%Mobs-%Mcont)x100 / 100-%Mcont

onde:

%Mcor = % de mortalidade corrigida;

%Mobs = % de mortalidade observada no tratamento;
%Mcont = % de mortalidade no grupo controlo.

Valores negativos resultantes desta correcdo foram ajustados para zero. Para estabilizar
a variancia e aproximar os dados de uma distribuicdo normal, aplicou-se uma

transformacao arcoseno a raiz quadrada das percentagens corrigidas:

Dados Transformados = arcoseno(+(Mortalidade Corrigida / 100))

Realizou-se uma Analise de Variancia (ANOVA) de fator Unico nos dados transformados
para avaliar as diferengas entre os tratamentos. O nivel de significancia adotado foi de 5%
(a = 0.05). Para comparac¢des post-hoc entre os tratamentos, aplicou-se o teste de Tukey
HSD (Honestly Significant Difference). As diferencas significativas entre os tratamentos

foram determinadas com um nivel de confianca de 95%.
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Os resultados foram resumidos calculando-se a média da percentagem de mortalidade

corrigida e o erro padrao para cada tratamento.

As andlises climaticas foram tabuladas em planilhas Excel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A discussédo dos resultados foi dividida em duas partes, uma para cada inseto, sendo

apresentados os resultados e posteriormente as discussoes.

4.1 Eficiéncia de Beauveria bassiana (Bals.- Criv.) Vuill no controlo da praga Cydia
splendana (Hubner, 1799)

4.1.1. Eficacia das cepas de B. bassiana na mortalidade de C. splendana em diferentes

tempos de aplicacéo das larvas

4.1.1.1 Inverno

No inverno (Quadro 4), podem-se observar os seguintes resultados.

Quadro 4. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1) um dia ap0s
aplicacdo das larvas, (T2) oito dias apos e (T3) 15 dias apos, sujeitas a diferentes
tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), no
inverno. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

Tempo de aplicagﬁo‘ Tratamento | Cydia splendana ‘ p-valor
7168+x642a
8048784 a
588+x34b
49+ 784 a
435 +113a
961 x452a

823 +8a
207 +808a

2098 £354a

19.64 +1063 a
238 +£1,19b
284 x0,73Db

=

T < 0,001

0,066

0,036

OO0 0O00> OO0
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No primeiro tempo de aplicacdo (T1) (Figura 18) o tratamento (TA) apresentou uma
mortalidade média de 76,8 + 6,42, enquanto o tratamento (TB) obteve 80,48 + 7,84, o
tratamento (TD) apresentou mortalidade de 49 + 7,84. O controlo apresentou uma média
de 5,88 £ 3,40. (TA) e (TB) mostraram diferenca de superioridade em compara¢do com o
(TC) em (T1), entretanto (TD) apresenta semelhanca com os demais tratamentos e com
(TC) (p < 0,001).

T1

ab

Tratamenio

E3 4; LC39GF10
£ B: A67GF09
E3 c: Controle
E3 n: ATCC74040

Porcentagem de Mortalidade Corrigida

b

==

al (]

Tratamento

Figura 18. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1 - um dia apés aplicagéo
das larvas), sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GFQ9), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), no inverno. Letras diferentes indicam diferencas significativa pelo teste t

(p<0,05).

No segundo tempo de aplicacdo (T2) (Figura 19), no tratamento (TA) obteve-se o valor de
43,5 £ 11,3, e o tratamento (TB) de 9,61 £ 4,52. O tratamento (TD) evidenciou o valor de
20,7 £ 8,08, enquanto o controlo registou 8,23 + 8. Nenhum tratamento obteve diferenca

significativa entre si (p = 0,066).
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T2

Tratamento

a &3 A: LC39GF10
E3 #: A67GF09
a | E3 c: Controle

£3 o: ATCC74040

Porcentagem de Mortahdade Cormgica

Tratamento
Figura 19. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hiubner) em (T2 — oito dias apés aplicagéo
das larvas), sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GFQ9), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), no inverno. Letras diferentes indicam diferencas significativa pelo teste t
(p<0,05).

No terceiro tempo de aplicacéo (T3) (Figura 20), (TA) e (TB) apresentaram mortalidade de
20,98 £ 3,54 e 19,64 £ 10,63, respetivamente, e (TD) de 2,84 + 0,73, enquanto o controlo
(TC) revelou o valor de 2,38 + 1,19. Foi possivel observar que os tratamentos (TA) e (TB)
ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, mas (TA) é superior a (TC) e (TD) (p <
0,001).
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T3
ab

Tratamenio

E3 4 LC39GF10
E3 = A67GF09
E3 c: Controle

| B3 0: ATCC74040

b b

L B c D
Tratamento

Porcentagem de Mortalidade Cormigida

Figura 20. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T3 - 15 dias ap6s aplicagéo
das larvas) sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), no inverno. Letras diferentes indicam diferencas significativa pelo teste t
(p<0,05).

4.1.1.2 Primavera

Na primavera (Quadro 5), podem-se observar 0s seguintes resultados.
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Quadro 5. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1) um dia apo6s

aplicacdo das larvas, (T2) oito dias apos e (T3) 15 dias apoés, sujeitas a diferentes
tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), na

primavera. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

Tempo de aplicagao Tratamento

Cydia splendana p-valor

A

405169 a

™

76,8+232a

0,171
179+179a

342+226a

176+ 13.8ab

724276 a

0,0426
532 +266b '

573+573b

494+475a

38,0 + 8,28 ab

< 0,001
290+290¢

OO FOoND|FO00

12,7 + 3,60 bc

Em (T1) um dia apos instalagdo do experimento (Figura 21), o controlo (TC) apresentou

uma mortalidade corrigida média no valor de 17,9 + 17,9. O tratamento (TA) mostrou uma
mortalidade de 40,5 + 16,9, enquanto (TB) atingiu 76,8 + 23,2, ja o tratamento (TD)

apresentou uma mortalidade de 34,2 £ 22,6. Os tratamentos ndo demonstraram diferenca

entre si (p = 0,171).
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T1

a Tratamento

E3 A: LC39GF10
E3 8: AG7TGF09
E3 ¢: Controle

£3 o: ATCC74040

Porcentagem de Monalidade Comgida

Tratamento
Figura 21. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1 — um dia apés aplicagéo
das larvas) sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GFQ9), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), na primavera. Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste t
(p<0,05).

No tempo de aplicacdo (T2) (Figura 22) a mortalidade do tratamento (TC) foi de 5,32 +
2,66, enquanto (TB) apresentou valores de 72,4 + 27,6, ja (TA) teve 17,6 + 13,8 de
mortalidade e (TD) com valores de 5,73 + 5,73. O tratamento (TB) ndo apresenta diferenca
com relacdo a (TA), mas mostra-se superior aos tratamentos (TC) e (TD); ja (TA) néo
difere de nenhum dos outros tratamentos (p = 0,042).
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Tratamento

B3 A: LC39GF10
ab E3 &: AG7GF09
E3 c: Controle
ES o: ATCC74040

Porcentagem de Martalidade Corrigida

Tratamento

Figura 22. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hibner) em (T2 — oito dias apés aplicagéo
das larvas) sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GFQ09), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), na primavera. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t
(p<0,05).

No tempo de aplicacdo (T3) (Figura 23) a mortalidade do controlo (TC) foi de 2,90 + 2,90
(p < 0,001), enquanto os tratamentos (TA) e (TB) apresentaram valores de 49,4 + 4,75 e
38,0 * 8,28, respetivamente, e ndo se diferenciam entre si. O tratamento (TD) teve uma
mortalidade de 12,7 + 3,69, ndo apresentando diferengca com (TB) e (TC). (TC) é inferior
aos tratamentos (TA) e (TB).
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E3 A | C39GF10
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B3 <: Controle
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Porcentagem de Mortalidade Corrigida

Tratamento

Figura 23. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T3 — 15 dias ap0s aplicagédo
das larvas) sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GFQ09), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), na primavera. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t

(p<0,05).

4.1.2. Influéncia dos diferentes tempos de aplicacao das larvas na eficacia das cepas de

B. bassiana na mortalidade de C. splendana

4.1.2.1 Inverno

Para avaliar os resultados da comparacdo dos tempos de aplicacdo dentro de cada
tratamento foi elaborado o (Quadro 6), apresentando os resultados de inverno. O
tratamento (TC) ndo apresentou diferenca entre os tempos de aplicagdo, em (T1)
apresentou uma mortalidade média de 15 + 7,64, 26,2 + 9,25 em (T2) e 17,0 + 2,96 em
(T3) (p =0,531). O tratamento (TA) foi de 44,9 £ 14,1 em (T1) para 37,3+ 7,92 em (T2) e
17,8 + 2,13 em (T3) sem diferenca entre os tempos de aplicacdo (p = 0.147; a = 0.05). O
tratamento (TB) (p = 0,094) demonstra que os tempos de aplicacdo nao diferiram entre si,
e passou de 47,2 + 15,2 em (T1) para 21,8 £ 4,96 em (T2) chegando a 17,1 + 5,07 em

(T3). O tratamento (TD) nao apresentou diferenca entre os tempos de aplicacdo, com
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valores comecando em 30,6 + 8,61 em (T1) para 26,8 + 5,30 em (T2) e chegando a 8,50
+ 4,06 em (T3) (p = 0,055).

Quadro 6. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hibner) em (T1) um dia ap6s
aplicacdo das larvas, (T2) oito dias apos e (T3) 15 dias apds, dentro de cada tratamento
(TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), no inverno. Sem

presenca de letras indica que nao houve diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

Tratamento Tempo de aplicagdo | Cydia splendana p-valor
™ 449 +141
A T2 37,3792 0,147
T3 17,8+2 13
™ 472 +152
B T2 21,8 +4 96 0,0944
17,1 £+ 5,07
™ 15+7 64
C T2 26,2 +925 0,531
T3 17,0 +2 96
™ 30,6 +8 61
D T2 26,8 £530 0,0553
T3 850+406

4.1.2.2 Primavera

Avaliando os resultados da comparagéo dos tempos de aplicacdo dentro de cada

tratamento foi elaborado o (Quadro 7).
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Quadro 7. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1) um dia apds
aplicacdo das larvas, (T2) oito dias ap0s e (T3) 15 dias apds, dentro de cada tratamento
(TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), na primavera. Letras

diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

Tratamento Tempo de aplicagdo | Cydiasplendana p-valor
™ 50,2+x889%a

T2 320+792ab 0,0342
T3 17,4+687hb
™
T2

A

641+131a
579+136a 0,00775
9,63+593b

T 461+145a

T2 39,6 + 4,81 ab 0,0357

T3 417 +417b

T

T2

T3

46,3 +109 a
282 +6,16 ab 0,00251
208+208b

No tratamento (TA: LC39GF10) (Figura 24), a mortalidade corrigida foi de 50,2 + 8,89 em
(T1), 32,0 + 7,92 em (T2) e 17,4 + 6,87 em (T3). E possivel observar que (T1) nédo difere
de (T2), e (T2) nao difere de (T3), mas (T1) é maior do que (T3) (p = 0,034).



Porcentagem de Mortalidade Corrigida

B0

Tratamento A

= |

ab

T1

T2
Tempos de aplicagio

T3

Tempos de aplicagdo

=]
=]
=]

T1 (1 dia)
T2 (8 dias)
T3 (15 dias)

Figura 24. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1) um dia apés aplicagéo

das larvas, (T2) oito dias ap0s e (T3) 15 dias apés, no tratamento (TA: LC39GF10), na primavera.

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste t (p<0,05).

O tratamento (TB) (Figura 25) apresentou o valor de 64,1 + 13,1 de mortalidade corrigida
em (T1). Em (T2), a mortalidade foi de 57,9 + 13,6, sem diferenca estatistica com (T1) No

entanto, em (T3), a mortalidade foi de 9,63 + 5,93, sendo inferior a ambos (T1) e (T2), (p

= 0,007).
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Tratamento B
a a

Tempos de aplicagéo
E3 T1(1dia)
B3 T2(8dias)
B3 T3(15 dias)

Porcentagem de Mortalidade Corrigida

0
I

T1 T2 T3
Tempos de aplicagéo

Figura 25. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1) um dia apés aplicagéo
das larvas, (T2) oito dias ap6s e (T3) 15 dias apds, no tratamento (TB: A67GF09), na primavera.

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste t (p<0,05).

No tratamento (TC) (controlo) (Figura 26), (p = 0,035) a mortalidade corrigida comecou em
46,1 £ 10,9 em (T1), foi para 28,2 + 6,16 em (T2), e atingiu 2,08 £ 2,08 em (T3). (T1) e
(T2) ndo diferem entre si, enquanto (T3) difere de (T1) com (T1) sendo superior, mas nao
de (T2).
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Tratamento C
a

&0

ab

Tempos de aplicagao
40 E3 T1(1dia)
E3  T2(8 dias)
E3 T3 (15dias)

Porcentagem de Mortalidade

20

b

T1 T2 =
Tempos de aplicagéo

Figura 26. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1) um dia apés aplicagéo

das larvas, (T2) oito dias apés e (T3) 15 dias apos, no tratamento (TC: controlo), na primavera.

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste t (p<0,05).

O tratamento (TD) (Figura 27), teve uma mortalidade de 46,3 + 10,9 em (T1), em (T2), a
mortalidade foi de 28,2 + 6,16 e em (T3), a mortalidade foi de 2,08 + 2,08. Os tempos de
aplicacdo (T1) e (T2) ndo apresentaram diferenca entre si, e (T3) € igual apenas a (T2),
mas inferior a (T1) (p = 0,002).
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a

B0
o
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[= =1t
E
[=]
[&]
g T de aplicaga
§ ab empos de aplicagdo
g | E3 T1(1dia)
E"'-" E3 T2 (8 dias)
s B3 T3 (15 dias)
g
[=
g
5 .
S

T1 T2 T3
Tempos de aplicagdo

Figura 27. Mortalidade de larvas de Cydia splendana (Hubner) em (T1) um dia apés aplicagédo
das larvas, (T2) oito dias ap6s e (T3) 15 dias apds, no tratamento (TD: ATCC74040), na
primavera. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

4.1.3 Discussao

No inverno, em (T1), segundo McCoy et al., (1992) em um levantamento bibliogréfico dos
fatores que influenciam fungos entomopatogénicos, aponta que as cepas fungicas de
forma geral apresentam diferentes condi¢des étimas de operacgéo entre si em fungéo da
temperatura, humidade e influéncia genética por fatores internos e externos. As cepas
utilizadas nos tratamentos (TA) e (TB) séo isolados provindos da colecdo da Escola
Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca por serem isolados locais mais
adaptados as condi¢cfes da regido apresentaram alta viruléncia se comparadas a cepa

comercial do tratamento (TD) que obteve um resultado inferior.

Em (T2) é admissivel que a combinacdo dos fatores tempo de aplicacdo das larvas nos
vasos e condi¢cdes ambientais tenha afetado o desempenho de mortalidade das cepas. A
premissa de que a combinagdo de todos esses fatores é crucial no desempenho de um

fungo entomopatogénico como controlo de pragas é citada por McCoy et al., (1992) que
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realizou um levantamento bibliografico dos fatores que afetam fungos entomopatogénicos,

incluindo B. bassiana.

Em (T3) o tratamento (TA) apresentou taxas de mortalidade superiores, (TB) ndo diferiu
de (TA) e nem do controlo. (TD) ndo teve diferenca significativa em comparacdo ao
controlo, ou seja, a influéncia do tempo de 15 dias exposto ao ambiente afetou mais o
isolado comercial nas condi¢fes avaliadas. Zhang et al., (2020) avaliou que a diversidade
genética de B. bassiana pode influenciar na concentracdo e viabilidade dos conidios em
funcdo do tempo em que o fungo permanece no solo sem um hospedeiro para infetar,

corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Na primavera, nos resultados de (T1) € possivel observar que ndao houve diferenca
estatistica entre nenhum tratamento e com o controlo, porém pode-se notar as diferentes
percentagens de mortalidade de acordo com o isolado utilizado, demonstrando a

viruléncia entre as cepas.

Em (T2) o tratamento (TB) foi superior aos tratamentos (TC) e (TD) indicando um aumento
de aproximadamente 67% de mortalidade sobre ambos os tratamentos. Paparatti &
Speranza (2004), em um trabalho realizado em campo usando o fungo entomopatogénico
B.bassiana contra a praga Curculio nucum (Linnaeus, 1758) (Coleopetera: curculionidae),
na Italia entre os meses de outubro e maio de 2002, concluiu que as gaiolas tratadas com
B. bassiana apresentaram um aumento de 35% na mortalidade de larvas de C. nucum.
Em (TA) embora ndo demonstre diferenca estatistica, pode-se uma tendéncia de eficacia

do isolado pois ele nédo difere de (TB).

No tempo de (T3) o tratamento (TA) apresentou maior mortalidade, (TB) nao diferenciou
de (TA) e nem de (TD), e (TD) néo teve diferenca em relacéo ao controlo. Dhaliwal et al.,
(2018) que avaliaram oito diferentes isolados de B.bassiana contra Chilo partellus
(Swinhoe, 1885) e Wraight et al., (2022) (Lepidoptera: Crambidae), em um estudo do
potencial de diversas cepas de B. bassiana isoladas de Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) (Coleopetera: curculionidae) em comparacdo com uma cepa comercial do mesmo
fungo; descobriram que a viruléncia de diferentes isolados de B. bassiana, € influenciada
por contextos ecolégicos especificos, indicando que cepas locais podem ter desenvolvido
mecanismos para otimizar as taxas de infecdo em condi¢des especificas que aumentam
sua viruléncia e infetividade contra populacdes de pragas locais. Esses estudos entram

em concordancia com os resultados apresentados, pois evidenciam que toda a
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combinacdo dos fatores influencia na mortalidade, e dessa forma, explicam-se as

diferencas das eficécias entre as cepas quando submetidas as condi¢fes de (T3).

Por meio dos resultados apresentados na retirada de inverno e na retirada de primavera
onde se avalia as cepas dentro dos diferentes tempos de aplicacédo das larvas, se destaca
a viruléncia das cepas (TA) e (TB) isolados oriundos da colecdo da Escola Superior
Agréria do Instituto Politécnico de Braganca em comparacéo com o isolado comercial (TD)
gue obteve um desempenho inferior nos tempos de aplicacdo. Esses resultados podem
ser apoiados por Zhang et al., (2020) e Xiao et al., (2012) que falam que a viruléncia de
diferentes cepas de B. bassiana pode variar significativamente, influenciada por fatores
como diversidade genética e condicbes ambientais. Por fim isolados (TA) e (TB) por se
tratar de cepas locais mais adaptadas as condi¢des climaticas da regido apresentaram

um efeito de controlo maior que a cepa comercial (TD).

Na retirada de inverno, avaliando os tempos de aplicacdo das larvas em cada cepa,
reforca a premissa de que a eficicia de B. bassiana € a partir da conciliagdo de varios
aspetos. Na Guiana um estudo contra larvas da broca da cana-de-acUcar, Diatraea
centrella (Mdschler, 1883) (Lepidoptera: crambidae), mostrou que apos aplicacdo do fungo
a mortalidade das larvas aconteceu entre quatro e dez dias, variando conforme a
concentracao de conidios e estagios das larvas (Sukhu et al., 2019). Foi observado que o
aumento na producdo de toxinas variava de acordo com a espécie do inseto e as
condicbes ambientais, como temperatura e humidade, que influenciava o tempo para a
mortalidade dos hospedeiros, a expressdo de genes que codificam metabdlitos
secundarios em B. bassiana na infecado de diferentes espécies de insetos hospedeiros,
mostrou o processo de infecdo desde a adesao dos conidios a cuticula até a morte dos

insetos, analisando como a produc¢éo de toxinas variou ao longo do tempo (Pedrini., 2022).

Na primavera, é possivel observar um padrao de comportamento demonstrando queda
linear na mortalidade de cada tratamento em funcdo de um maior tempo em que o fungo
persiste no solo sem um hospedeiro. Todos o0s tratamentos apresentaram maior
mortalidade em (T1) quando as larvas foram expostas um dia apos instalagcdo do

experimento.

Perante resultados apresentados por Vicentini et al., (2001) onde selecionou isolados de
B. bassiana sobre ninfas de primeiro instar de Bemisia tabaci (Gennadius, 1889),

apresentou apos sete dias da inoculagéo, os valores de mortalidade média de 25,7%,
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variando de 6,1 a 92,3% depois de 14 dias da pulverizacéo. E possivel afirmar que a
diferenca genética entre isolados impacta diretamente no comportamento que o fungo tem
em resposta ao tempo de aplicacdo. O estudo com a cepa M130 de B. bassiana no
controlo da mosca-branca de estufa, Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856),
avaliou que o tempo de mortalidade dos insetos variou entre 3 a 7 dias ap0s a aplicacao
do fungo, foi possivel observar que condigdes Otimas de temperatura e humidade com
altas concentragcfes de conidios, causaram uma morte mais rapida dos insetos, porém
fora dessas condig@es ideais o tempo de infecdo aumentou e a eficacia diminuiu (Lee et
al., 2014).

Como observado e confirmado nos resultados de (R1) e (R2), quando as larvas foram
expostas aos tratamentos 24 horas e 8 dias apoés pulverizacdo, se manteve boa eficiéncia
dos isolados para controlo do inseto, porém ao avaliar os valores de (R3) referentes as
larvas expostas 15 dias ap6s a pulverizacdo a mortalidade decresce claramente,
indicando a perda de viabilidade da aplicagdo do fungo no periodo em que ficou exposto

as condi¢cdes ambientais na primavera.

4.2 Eficiéncia de Beauveria bassiana (Bals.- Criv.) Vuill no controlo da praga
Curculio elephas (Gyllenhal, 1836)

4.2.1. Eficacia das cepas de B. bassiana na mortalidade de C. elephas em diferentes

tempos de aplicacéo das larvas

4.2.1.1 Inverno

No inverno (Quadro 8), podem-se observar os seguintes resultados.
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Quadro 8. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1) um dia apds

aplicacdo das larvas, (T2) oito dias apés e (T3) 15 dias apds, sujeitas a diferentes
tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), no

inverno. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

Tempo de aplicagéo‘ Tratamento

| Curculio elephas | p-valor

A

51.9+9.26 ab

™

16,9+ 9,72 ab

0,017
9.41+575b

60,1+ 1209 a

433+ 285 ab

933+ 6,67 a

0,049
667+ 3,33 b

48+ 191 ab

16 £ 8,1 ab

635 +768a

0,033
988 +653 b

O0D|=O0 D> 00D

285+ 112b

No tempo de aplicacdo (T1) (Figura 28), o controlo (TC) apresentou uma mortalidade

corrigida de 9,41 £ 5,75 (p = 0,017). J& o tratamento (TA) apresentou uma mortalidade de
51,9 £ 9,26. O tratamento (TB) teve uma mortalidade de 16,9 £ 9,72. O tratamento (TD)

apresentou a maior mortalidade entre todos os tratamentos 60,1 + 12,09. Os tratamentos
(TA) e (TB) nao se diferenciam de (TC) e (TD) e entre si, mas (TD) é superior a (TC).
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Figura 28. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1 - um dia apds aplicagéo
das larvas), sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), no inverno. Letras diferentes indicam diferencas significativa pelo teste t
(p<0,05).

No segundo tempo de aplicacdo (T2) (Figura 29), o controlo (TC) apresentou uma
mortalidade de 6,67 + 3,33. O tratamento (TA) demonstrou uma mortalidade de 43,3 *
28,5. O tratamento (TB) teve uma mortalidade de 93,3 = 6,67. O tratamento (TD)
apresentou uma mortalidade de 48 + 19,1. O tratamento (TB) foi superior a (TC), mas
ainda igual a (TA) e (TD), que ndo diferem entre si e nem com o tratamento (TC) (p =
0,049).
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T2

ab a

Tratamento

E3 A: LC39GF10
B3 &: AG7GF09
B3 c: Controle
B3 o: ATCC74040

Parcentagem de Mortalidade Corrigida
=3

Tratamento

Figura 29. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T2 - oito dias ap0s aplicagéo
das larvas), sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GFQ09), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), no inverno. Letras diferentes indicam diferencas significativa pelo teste t
(p<0,05).

No terceiro tempo de aplicacdo (T3) (Figura 30), o controlo (TC) teve uma mortalidade de
9,88 + 6,53. O tratamento (TA) obteve uma mortalidade de 16 + 8,1. O tratamento (TB)
apresentou mortalidade de 63,5 + 7,68. O tratamento (TD) teve uma mortalidade de 28,5
+ 11,2. As diferengas entre os tratamentos permaneceram estatisticamente significativas,
com (TB) sendo semelhante a (TA) e (TD), mas superior a (TC), e (TA) e (TD) sendo iguais
a (TC) (p =0,033).
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Figura 30. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T3 - 15 dias apés aplicagéo
das larvas), sujeitas a diferentes tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e
(TD: ATCC74040), no inverno. Letras diferentes indicam diferencas significativa pelo teste t
(p<0,05).

4.2.1.2 Primavera

Na primavera (Quadro 9), podem-se observar 0s seguintes resultados.
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Quadro 9. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1) um dia apo6s
aplicacdo das larvas, (T2) oito dias apés e (T3) 15 dias apods, sujeitas a diferentes
tratamentos (TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), na
primavera. Sem presenca de letras indica que nédo houve diferenca significativa pelo teste
t (p<0.05).

Tempo de aplicagdo Tratamento Curculio elephas p-valor
A 463 +23 1
46,4 £ 142
156 £118
544 x 272
75+ 14 4
75+ 25
333+ 3373
11,7726
198 +128
247 21,7
8,33 +833
292146

™

0,266

0,227

QD2 00D > 00D

0,812

w)

No primeiro tempo de aplicacdo (T1), o tratamento (TA), apresentou uma mortalidade de
46,3 + 23,1, enquanto o tratamento (TB), teve uma mortalidade de 46,4 + 14,2. O
tratamento (TD) apresentou uma mortalidade de 5,44 £ 2,72, e o controlo (TC) de 15,6

11,8. As diferencas entre os tratamentos nao foram significativas (p = 0,266).

No segundo tempo de aplicacdo (T2), o tratamento (TA) demonstrou uma mortalidade de
75 + 14,4, ja o tratamento (TB) apresentou uma mortalidade de 75 + 25. O tratamento (TD)
registou uma mortalidade de 11,7 + 7,26, e o controlo (TC) de 33,3 = 33,3. Nenhum dos
tratamentos se diferenciou (p = 0,227).

Em (T3) o controlo (TC) registou uma mortalidade de 8,33 + 8,33, o tratamento (TA)
apresentou uma mortalidade de 19,8 = 12,8. O tratamento (TB) teve uma mortalidade de
24,7 + 21,7 e o tratamento (TD) apresentou mortalidade de 29,2 + 14,6. As diferencas

entre os tratamentos ndo foram significativas nessa repeticéo (p = 0,812).
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4.2.2. Influéncia dos diferentes tempos de aplicacdo das larvas na eficacia das cepas de

B. bassiana na mortalidade de C. elephas

4.2.2.1 Inverno

Para avaliar os resultados da comparacdo dos tempos de aplicagdo dentro de cada
tratamento foi elaborado o (Quadro 10), apresentando os resultados de inverno. O controlo
(TC) apresentou mortalidade de 37,6 = 9,05 em (T1), 44,4 £ 5,56 em (T2), € 22,9 + 11,9
em (T3). Nao houve variacao estatisticamente significativa entre os tempos de aplicacdo
(p = 0,309).

Quadro 10. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1) um dia apés
aplicacao das larvas, (T2) oito dias apds e (T3) 15 dias apds, dentro de cada tratamento
(TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), no inverno. Letras

diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

Tratamento Tempo de aplicagdo Curculio elephas p-valor
T 457 +6 73 a

T2 480113 a 0,0306
T3 109+902b
™
T2

A

289 +699 a
604 +117a 0,0283
39.8+101b
T 37.6+9.05a
T2 44 4 +5 56 a 0,309
T3 229+119a
T
T2
T3

497 +872 a
50,0 £+ 8,09 a 0,0283
19.0+817b

O tratamento (TA) (Figura 31), apresentou uma mortalidade de 45,7 £ 6,73 em (T1), 48,0
+ 11,3 em (T2) e em (T3) a mortalidade foi de 10,9 + 9,02. A analise estatistica mostra que
ha diferenca entre os tempos de aplicacdo (p = 0,0306), com (T1) e (T2) diferenciando de

(T3) com valores maiores de mortalidade.
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Tratamento A

100 Ll

50 —_— Tempos de aplicagéo
B3 T1(1dia)
EJ T2(8dias)
E3 T3(15dias)
| ‘

T1 T2 T3
Tempos de aplicagdo

Porcentagem de Mortalidade Corrigida

Figura 18. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1) um dia apds aplicacéo
das larvas, (T2) oito dias apés e (T3) 15 dias apoés, no tratamento (TA: LC39GF10), no inverno.
Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

O tratamento (TB) (Figura 32) apresentou em (T1) uma mortalidade de 28,9 + 6,99, j& de
69,4 + 11,7 em (T2), e em (T3), a mortalidade foi de 39,8 + 10,1. As analises estatisticas
indicam que ha diferenca entre os tempos de aplicacdo, com (T2) sendo maior em relacao

a (T1), e (T3) ndo apresentando diferengca com ambos (p = 0,0283).
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Tratamento B

100 l

ab

Porcentagem de Mortalidade Corrigida

25

T1 T2 T3
Tempos de aplicagao

Tempos de aplicagéo
E3 T1(ldia)
E3 T2(8dias)
B3 T3(15dias)

Figura 19. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1) um dia apo6s aplicagédo

das larvas, (T2) oito dias apds e (T3) 15 dias apoés, no tratamento (TB: A67GF09), no inverno.

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

O tratamento (TD) (Figura 33), apresentou mortalidade de 49,7 + 8,72 em (T1), 50,0 + 8,09
em (T2), e mortalidade de 19,0 + 8,17 em (T3). Observa-se pela analise estatistica que

(T1) e (T2) ndo se diferem entre si, mas sdo superiores a (T3) (p = 0,0283).
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Tempos de aplicagéo

&
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E3 T3(15 dias)

Porcentagem de Mortalidade Corrigida
8]
[=]

T1 T2 T3
Tempos de aplicagdo

Figura 33. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1) um dia apo6s aplicagédo

das larvas, (T2) oito dias apés e (T3) 15 dias apos, no tratamento (TD: ATCC74040), no inverno.

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).

4.2.2.2 Primavera

Avaliando os resultados da comparacdo dos tempos de aplicagdo dentro de cada
tratamento foi elaborado o (Quadro 11). O controlo (TC) mostrou uma mortalidade de 45,6
+ 13,7 em (T1), 33,3 £ 33,3 em (T2) e 11,1 + 11,1 em (T3). O tratamento controlo ndo
apresentou diferenca entre os tempos de aplicacdo (p = 0,558), refletindo a mortalidade

natural dos insetos.
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Quadro 11. Mortalidade de larvas de Curculio elephas (Gyllenhal) em (T1) um dia apds
aplicacdo das larvas, (T2) oito dias apés e (T3) 15 dias apds, dentro de cada tratamento
(TA: LC39GF10), (TB: A67GF09), (TC: controle) e (TD: ATCC74040), na primavera. Sem

presenca de letras indica que ndo houve diferenca significativa pelo teste t (p<0.05).

Tratamento Tempo de aplicagdo Curculio elephas p-valor
™ 482 +129

A T2 548+188 0,076
10,3 +6,55
™ 51,9 +8 34

B T2 548+207 0,125
T3 15,4 +10.3
™ 456 13,7

C T2 33,3+£333 0,558
T3 11,1111
™ 323+952

D T2 238+159 0577
T3 151 £6,78

No tratamento (TA), a mortalidade foi de 48,2 £ 12,9 em (T1) e 54,8 + 18,8 em (T2) e em
(T3) foi de 10,3 £ 6,55. Nao houve diferenca entre os tempos de aplicagéo (p = 0,076).

O tratamento (TB), apresentou os valores de mortalidade de 51,9 + 8,34 em (T1), 54,8
20,7 em (T2), e de 15,4 + 10,3 em (T3). As diferencas entre os tempos de aplicacdo nao

foram significativas (p = 0,125).

No tratamento (TD), a mortalidade foi de 32,3 £ 9,52 em (T1), 23,8 + 15,9 em (T2) e de

15,1 £ 6,78 em (T3). Os valores néo séao estatisticamente diferentes entre si (p = 0,577).

4.2.3 Discussao

No inverno, em (T1) é possivel observar que a associacdo dos fatores do tempo de
aplicacdo de 24 horas apds a inoculacédo do fungo com as caracteristicas das larvas de
gorgulho e a cepa ATCC74040 do produto comercial Naturalis®, gerou bons resultados

de mortalidade. Souza (2022) em um estudo de campo que avaliou a eficacia da cepa
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ATCC74040 de B. bassiana no controlo biolégico de C. elephas, demonstrou que a estirpe

apresenta boas taxas de mortalidade contra o inseto.

A diferenca da performance de (TB) entre (T1) e (T2) pode ser associada a adaptagéo da
cepa. Em (T1), os esporos foram pulverizados e as larvas introduzidas um dia depois, 0
gue pode ter exposto os esporos a condigdes de estresse ambiental, por diferencas no
cultivo em laboratério para o campo sem que eles tivessem tempo suficiente para se

adaptar ou germinar adequadamente.

Costa (2019) testando uma cepa comercial de B. bassiana contra Tetranychus urticae
(Koch, 1836) obteve 52% de mortalidade em 13 dias. Em comparacdo com a cepa
comercial testada no devido trabalho (TD) em (T3), nao foi possivel observar diferenca
com o controlo, todavia a cepa do tratamento (TB) teve um desempenho similar ao do

autor citado no mesmo periodo avaliado.

Na primavera, a analise de todos os tratamentos (TA), (TB), (TC) e (TD) dentro dos tempos
de aplicacdo das larvas (T1), (T2) e (T3) ndo houve diferenca estatistica entre henhum
deles. Porém se destaca a viruléncia das cepas (TA) e (TB) isolados oriundos da colecdo
da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganga em compara¢cdo com o

isolado comercial (TD) que obteve valores de mortalidade inferiores nas repeticées.

Por fim isolados (TA) e (TB) por se tratar de cepas locais mais adaptadas as condi¢des
climaticas da regido apresentaram um efeito de controlo maior que a cepa comercial (TD)

para o gorgulho.

Na retirada de inverno, avaliando os tempos de aplicacdo das larvas em cada cepa, é
possivel inferir que o controlo (TC) ndo demonstrou diferenca estatistica entre os tempos
de aplicacdo. Entretanto, nos demais tratamentos (TA), (TB) e (TD) observa-se um padréao
de comportamento de melhores eficacias em (T1) um dia e (T2) 8 dias, com (T3) 15 dias
sendo inferior. Nesse sentido, analisa-se que em (T3), onde as larvas foram expostas ao
fungo em um maior intervalo de tempo, as cepas de B. bassiana perdem sua eficacia em
funcdo do tempo expostas as condicdes ambientais. Guinossi (1997) em um estudo que
avaliou a disseminacdo e persisténcia dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok (1883) nas culturas de soja e trigo, demonstraram

gue a persisténcia dos fungos foi mais elevada durante a primeira semana apés a
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aplicacdo e afirmam que as probabilidades de causar infecdo nas popula¢cdes de insetos

suscetiveis sdo maiores neste periodo.

Na retirada de primavera, avaliando os tempos de aplicagdo das larvas em cada cepa, 0s
testes estatisticos evidenciam que nenhum dos tempos de aplicacdo houve diferenca
significativa, entretanto os valores apresentados em (T1), (T2) e (T3) demonstram a queda
linear da eficacia da aplicacdo conforme o fungo permanece no solo exposto as condi¢des
ambientais, em (T1) e (T2) o tempo de aplicacdo néo influencia consideravelmente na
viabilidade ainda resultando na mortalidade dos insetos, mas a partir de 15 dias (T3) pode-
se observar a queda dos valores para todos os tratamentos, demonstrando que uma Unica

aplicacdo apdés 15 dias ja ndo apresenta consideravel eficacia contra as pragas.

Os resultados apresentados na retirada de inverno e na retirada de primavera onde foi
avaliado os tempos de aplicagéo das larvas em cada cepa, demonstram a influencia que
as condi¢cdes ambientais exercem na viabilidade da aplicacdo do fungo no solo,
apresentando que nos periodos testados em (T1) um dia e (T2) 8 dias a aplicacdo ainda
é efetiva no controlo do inseto, ja em (T3) a viabilidade da aplicagdo é comprometida,

mostrando a queda nos valores de mortalidade.

4.3 Dados meteoroldgicos

Os dados recolhidos de temperatura e umidade, respetivamente, ao longo do periodo analisado

(Figuras 34 e 35 — Anexo 1)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo evidenciam o potencial significativo de Beauveria bassiana
como uma ferramenta eficaz no manejo biol6gico das pragas do castanheiro em questéo
- Cydia splendana e Curculio elephas, em condi¢cdes de campo na regido de Tras-os-

Montes.

Ao avaliar a eficacia das diferentes estirpes do fungo entomopatogénico, observou-se que
os isolados (LC39GF10 e A67GF09), (TA) e (TB) respetivamente, demonstraram uma
viruléncia maior nas pragas-alvo, salientando que a viabilidade da aplicacdo testada,
referente a (R1) 24 horas e (R2) 8 dias, apresenta maior sucesso na infe¢cdo das pragas
em estudo. Enfatiza-se que as estirpes regionais, por estarem mais adaptadas as

condic¢bes locais, apresentaram um melhor desempenho.

A estirpe comercial ATCC74040 (Naturalis®) apresentou, no geral, um desempenho
inferior ao longo das repetices (R1), (R2) e (R3) em comparac¢do aos isolados da colecéo
de cultura da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca, sugerindo e
corroborando com mais estudos citados neste trabalho que estirpes de amplo espectro

podem ter uma eficécia inferior em nichos especificos.

Como aplicacdo préatica pode-se concluir que, os isolados locais (LC39GF10 e A67GF09)
provindas da cole¢cdo da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca
apresentam uma maior viruléncia quando comparados ao isolado comercial ATCC74040
(Naturalis®), e que apenas uma uUnica aplicacdo do fungo no inicio da queda das
castanhas pode nado ser o suficiente para cobrir todo o periodo, por conta da viabilidade
da aplicacdo apresentar um decréscimo consideravel na mortalidade dos insetos apés 15
dias, evidenciando assim que quanto menos tempo o fungo permanecer no solo sem um
hospedeiro, exposto as condigbes climaticas, melhor sera sua eficacia. Futuras
investigacdes devem focar na otimizagao das condi¢cfes de aplicacéo visando fazer mais
de uma aplicacdo do fungo no solo para que envolva o periodo todo da queda das

castanhas, assim otimizando o controlo dos insetos.
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7 ANEXOS

Anexo 1
Temperatura média
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Figura 34. Dados de temperatura média em cada més durante a conducdo do ensaio registados

pela estacdo meteoroldgica da Escola Superior Agraria de Braganca.
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Figura 35. Dados da humidade relativa do ar durante a conducdo do ensaio registados pela

estacao meteoroldgica da Escola Superior Agréria de Braganga.
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