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RESUMO

A cochonilha Orthezia praelonga é uma importante praga dos citros, atacando as
folhas e brotos, sugando continuamente a seiva, introduzindo toxinas que provocam desfolha,
enfraquecimento das arvores e queda de até 50% dos frutos. O fungo Lecanicillium longisporum
¢ patogénico para O. praelonga e ocorre sobre as diferentes fases de desenvolvimento do inseto,
exceto ovo. O trabalho teve por objetivo identificar cochonilhas O. praelonga infectadas por
Lecanicillium sp. e isolar este fungo para posterior multiplicagdo visando a obten¢ao de colonias
puras. Coletou-se 120 insetos com formagdo cotonosa sobre os corpos em folhas de laranjeiras
Valéncia, onde se observaram fungos dos géneros Penicillium, Trichoderma, Metarhizium,
Beauveria e Lecanicillium. No total foram isolados nove insetos com coldnias de Lecanicillium
sp. Uma vez que a colOnia estava isolada e identificada foram utilizados os postulados de Koch
para estabelecer uma relagdo causal entre o fungo L. longisporum e a cochonilha O. praelonga. Os
insetos coletados das plantas inoculadas com o fungo apresentaram sintomatologia semelhante
aos que anteriormente tinham colonias de Lecanicillium sp e confirmaram a relagdo causal da
doenca, havendo morte de 100% dos insetos ap6s 10 dias de inoculacao.

Termos de Indexacio: citros, cochonilha, controle bioldgico.
SUMMARY

Occurrence of entomopathogenic fungi Lecanicillium longisporum Zimmerman on
Orthezia praelonga Douglas (Hemiptera: Ortheziidae)

The soft scale, Orthezia praelonga, is a pest in citrus orchards, they continuously suck
the sap, introducing toxins that cause defoliation, weakening of the tree and can cause a drop
of fruits up to 50%. The fungus Lecanicillium longisporum is pathogenic to O. praelonga and
occurs on the different stages of development of the insect, except egg. The objective of this
work was to identify scale insects O. praelonga infected with Lecanicillium sp. and to isolate this
entomopathogenic fungus for future multiplication. A hundred and twenty insects with a cottony
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sac were collected from Valéncia orange leaves, and we could identify the fungi: Penicillium,
Trichoderma, Metarhizium, Beauveria and Lecanicillium. Nine colonies of Lecanicillium sp
collected from insects were isolated. Once the colony was isolated and identified, Koch postulate
was used to prove the link between the fungus L. longisporum and the scale O. praelonga.
The fungus inoculated insects showed symptoms similar to the previously observed in
Lecanicillium sp infected insects. This fact confirmed the relation between the fungus and
the disease, causing the death of 100% of the insects 10 days after inoculation.

Index terms: citrus, scale, biological control.

INTRODUCAO

A citricultura ocupa uma posigdo de destaque
no Brasil pelo volume de exportacio de suco
concentrado, pelo comércio interno e pela importancia
social, empregando grande niimero de pessoas em sua
cadeia produtiva. A produgdo mundial foi de cerca
de 105 milhoes de toneladas em 2007, sendo o Brasil
responsavel por cerca de 20% desta producdo com
aproximadamente 21 milhdes de toneladas (FAO,
2009).

As pesquisas realizadas tém visado amenizar
os problemas da citricultura, incluindo-se aqueles
relacionados ao ataque de pragas (Mariconi et al.,
1994). A cochonilha Orthezia praelonga Douglas,
1891 (Hemiptera, Ortheziidae), nativa da América
Tropical (Gongalves & Cassino, 1978), ¢ considerada
praga importante no Brasil desde 1954, quando foi
responsavel por grandes perdas na citricultura carioca
(Fernandes et al., 2007). Naquela ocasido, a praga
causou perdas na producao de citros estimadas entre 50
e 90% e praticamente dizimou a cultura do estado do
Rio de Janeiro.

Esse inseto coloniza normalmente a face
abaxial das folhas, sugando continuamente a seiva
e introduzindo toxinas que provocam a desfolha,
enfraquecendo a planta. Além disso, pode provocar
uma queda de até 50% dos frutos produzidos, sendo
que os remanescentes ficam sem sabor, com baixos
teores de agucar e acido. Em casos mais graves, os
frutos apresentam o tamanho reduzido, tornando-se
imprestaveis para o comércio (Fernandes et al., 2005).

Machos e fémeas de O. praelonga apresentam
dimorfismo sexual. Os machos nos estadios iniciais
de seu desenvolvimento sdo semelhantes as fémeas,
porém, na fase adulta, estes se tornam morfologicamente
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diferentes destas. Apresentando um par de asas hialinas
(transparentes), com uma longevidade ndo superior a
cinco dias. Os machos apresentam comportamento de
dirigirem-se ao tronco e permanecerem reunidos até
transformarem-se em adultos (Carvalho et al., 1998).
As fémeas sdo de coloracdo branca, corpo ceroso e
movimentos lentos, apresentando na parte superior o
ovissaco. Uma fémea de O. praelonga chega a viver
cerca de 80 dias e pode ovipositar acima de 100 ovos
por ciclo (Carvalho et al., 1998), podendo gerar outras
160 fémeas por ano segundo Lima (1981).

Como as fémeas ndo sao aladas, a dispersdo de
O. praelonga pode ocorrer pelo vento, bem como pelo
transporte de material de colheita (escadas e sacolas),
roupas, mudas infestadas, maquinas e implementos
(Carvalho, 2006).

Devido a excre¢do de substincias acucaradas
(honeydew), a infestagdo dessa cochonilha favorece o
desenvolvimento da fumagina, provocada pelo fungo
Capnodium sp., cujas hifas recobrem as folhas e frutos,
prejudicando a respiracao e a fotossintese da planta
(Cassino et al., 1991). Segundo Parra et al. (2003),
esse potencial de danos faz com que essa espécie seja
considerada a principal cochonilha dos citros.

O fungo Lecanicillium longisporum é patogé€nico
para O. praelonga e ocorre sobre as diferentes fases de
desenvolvimento do inseto, exceto ovo, apresentando
a capacidade de aderir ao tegumento do hospedeiro,
que possui grande quantidade de cera. Os conidios
apresentam-se em massas globosas sobre as fidlides de
disposicdo verticilada, condi¢do que levou a separagao
do género Verticilllium (Molina, 2007).

Para considerar um agente isolado patogé€nico
e responsavel por sintomas observados, as seguintes
etapas enunciadas nos postulados de Kock devem ser
cumpridas. Associacdo constante patdgeno-hospedeiro,
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deve ser possivel o isolamento do patogeno, a
inoculagdo do mesmo e a reproducdo dos sintomas
quando do reisolamento do patdégeno (Bergamim Filho
et al., 1995).

Na superficie do fungo L. longisporum existe
uma substancia mucilaginosa envolvendo os conidios,
facilitando a adesdo do patégeno a superficie do
hospedeiro, seja na cuticula ou nas placas de cera,
garantindo também as condi¢des de protecdo contra
a dessecacdo. Assim, o patdogeno e o hospedeiro tém
mecanismos distintos para evitar a desidratacdo: a
cera promove a prote¢do do hospedeiro, enquanto que
a cobertura mucilagenosa protege o patogeno. Estes
mecanismos sdo importantes na relagdo patdogeno-
hospedeiro. Na adesdo, a cobertura mucilagenosa ¢
solivel em agua e permite explorar, no microclima
da superficie do hospedeiro, as condigdes de umidade
relativa adequadas ao desenvolvimento do fungo e a
solubilizacdo das massas de conidios, disponibilizando
o indculo (Molina, 2007).

O objetivo deste trabalho foi detectar cochonilhas
O. praelonga infectadas com L. longisporum e
isolar esse fungo entomopatogénico para posterior
multiplicacdo visando a obteng@o de coldnias puras
passiveis de serem replicadas.

MATERIAL E METODOS

O pomar de coleta de cochonilhas O. praelonga
possivelmente infectadas por L. longisporum esta
localizado no municipio de Pirassununga, SP (21°56’S
e 47°24°0). A coleta foi realizada em pomar de
laranjeira da variedade Valéncia, com 12 anos de idade,
ndo irrigadas e apresenta sérios problemas de manejo,
principalmente no que diz respeito ao controle de pragas
e doencas, oferecendo, portanto, maior possibilidade
de se encontrar a ocorréncia natural (epizootia) de L.
longisporum sobre populacdes de O. praelonga.

Foram coletados ramos e folhas das laranjeiras
com a presenca de ninfas e adultos de O. praelonga. No
laboratdrio, comauxilio deumalupa, foramidentificados
insetos com algum crescimento cotonoso em seu corpo,
possivelmente por motivo de infeccao por fungos. Os
insetos foram coletados com auxilio de pinga ¢ agulha
histoldgica flambadas e mergulhadas emuma solugao de
cloro (2%) por 30 segundos. Esse procedimento visou
eliminar possiveis fungos oportunistas na superficie

do corpo dos insetos e possibilitar para a extrusdao de
fungos entomopatogénicos responsaveis pela morte do
inseto. Em seguida os insetos foram enxaguados em
agua destilada e inoculados sobre meio de cultura BDA
com antibidtico tetraciclina.

As placas de Petri foram mantidas em camara de
crescimento com temperatura constante de 25+1°C, com
fotofase de 12 horas e UR = 70+10%, por cinco dias. Os
insetos que mostraram crescimentos de fungos foram
observados em lupa, dos quais se preparavam laminas
para confirmacdo das espécies. Apds isolamento e
identificacdo da colonia empregaram-se os enunciados
dos postulados de Koch para estabelecer uma relagao
causal entre o fungo L. longisporum e a cochonilha O.
praelonga. O patoégeno foi inoculado no hospedeiro
vivo, mantido em plantas jovens de laranjeiras da
variedade Seleta, para reprodugdo dos sintomas. Foram
selecionadas nove plantas, uma por isolado, com cerca
de 60 cm de altura, sendo escolhidas aquelas com
brotagdes novas e sob alta infestagdo de O. praelonga.
As plantas foram mantidas em vasos plasticos de 2
litros e cultivadas em telado. Os ramos foram ensacados
para ndo ocorrer exposicdo a outros possiveis agentes
controladores, sendo as plantas irrigadas a cada dois
dias. Apos 10 dias, os insetos inoculados com o
patogeno foram coletados, mergulhados em solucdo de
cloro 2%, enxaguados com agua destilada e inoculados
em placas de Petri com meio BDA e antibiotico para,
novamente, obter-se colonias puras do fungo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 120 insetos com formacao
cotonosa sobre 0s corpos, onde se constatou a presenca
de fungos do género Penicillium, Trichoderma,
Metarhizium, Beauveria e Lecanicillium. Uma vez que
0 pomar encontrava-se com um manejo deficiente no
que diz respeito ao controle de pragas e doengas, ja era
esperado detectar uma grande diversidade de fungos.
Na procura de métodos alternativos para solucionar
problemas ocasionados pelo uso ndo criterioso de
agrotoxicos no manejo de pragas de citros, tem-se
avaliado os fungos entomopatogénicos Beauveria
bassiana, Colletotrichum gloesporioides e Metarhizium
anisopliae no controle de O. praelonga, sendo as
ninfas de segundo e terceiro instares as mais susceptiveis
aos dois primeiros patogenos (Molina, 2007). Nos
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pomares de Sdo Paulo, com pouco uso de inseticidas, ha
ocorréncia de Lecanicillium sp. € Syngliocladium sp. com
incidéncias variaveis para cada més (Alves et al., 2004).
No total foram isoladas nove insetos com colOnias
de Lecanicillium sp. (Figura 1). Repicando as colonias,
observou-se que o crescimento em placa de Petri com
meio BDA, foi lento, exigindo cerca de quatro semanas
para que tomasse toda a superficie do meio na placa.
Devido a este crescimento lento e visando uma produgao
em larga escala, para o uso deste fungo entomopatogénico
como biocontrolador de cochonilhas, seria necessaria a

produgdo de uma massa de micélios em meio liquido para
inoculacdo desta massa em arroz pré-cozido, permitindo a
obten¢do de um volume adequado e com relativa rapidez.

Visualizando em microscopio optico foi possivel
identificar as estruturas do fungo (Figura 2). No
crescimento de micélio a partir de um ponto separam-
se uma ou mais fialides, com esporulagdes globosas
na extremidade, formadas por inumeros conidios de
forma alongada unidos (Figura 3). Essas caracteristicas
permitiram concluir que o isolado obtido era do género
L. longisporum.

Figura 1. Cochonilhas Orthezia praelonga com
formagdes cotonosas nos corpos em folhas de laranjeiras
Valéncia, visualizagdo em microscopio esteroscopio
aumento 20x (A) e 30x (B), respectivamente.
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Figura 2. Visualizagdo em microscopio &ptico
(aumento 40x), das estruturas do fungo Lecanicillium
longisporum, com crescimento de micélio separando-
se de um ponto uma ou mais fialides, com esporulagdes
globosas na extremidade.

Das plantas com O. praelonga, onde foi
inoculado o fungo L. longisporum, todos os insetos
presentes morreram ap6s 10 da inoculagdo. Varios
individuos apresentavam o corpo recoberto por
micélios de fungos (Figura 4). Assim verificou-se que
a cera contida no inseto nao bloqueou a penetragdao do
fungo no corpo do inseto, conforme descrito por Garcia
& Alves (2005). Destes insetos foi possivel reisolar o
fungo, confirmando assim os postulados de Koch, ou
seja, o fungo L. longisporum isolado € patogénico a O.
praelonga (Bergamim Filho et al., 1995).
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Figura 3. Estruturas do fungo Lecanicillium longisporum, inimeros conidios de forma alongada unidos na
extremidade dos micélios, visualizagdo em microscopio optico aumento (400x).

Figura 4. Cochonilhas Orthezia praelonga com crescimento do fungo Lecanicillium longisporum no corpo, ap6és 10
dias de inoculagdo do fungo, visualizagdo em microscopio esteroscopio aumento 30x (4A) e 40x (4B), respectivamente.
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