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Resumo

A vitivinicultura no estado do Rio Grande do Sul tem sofrido infestações signiicativas de ácaros 
praga, destacando-se recentemente Panonychus ulmi (Koch). Há relatos sobre a capacidade de controle 

de ácaros itófagos com Isaria fumosorosea. O objetivo deste trabalho foi avaliar em laboratório a ação 
patogênica de I. fumosorosea sobre o ácaro P. ulmi. As criações de P. ulmi foram estabelecidas a partir de 

coletas realizadas em videiras da Serra Gaúcha. Sobre os ovos de P. ulmi, as aplicações de suspensões de 

esporos foram feitas em diferentes concentrações. As triplicatas das fêmeas de 12 a 15 dias foram tratadas 

com suspensão a 108 esporos x mL-1. As testemunhas foram tratadas com água destilada. Após sete dias da 
aplicação, observaram-se 55,6% de ovos não eclodidos tratados com suspensão 106 esporos x mL-1 e com 

fêmeas tratadas obteve-se uma mortalidade total entre 85-90% e mortalidade conirmada entre 50-55%. A 
mortalidade máxima dos controles no tratamento dos ovos e das fêmeas foi, em média, de 12,8 e 15,5%, 
respectivamente. Conclui-se que o isolado I. fumosorosea possui habilidade para infectar ovos e fêmeas 

adultas de P. ulmi e portanto mostra-se como uma alternativa viável para ser experimentada no campo.
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Abstract

Pathogenicity of Isaria fumosorosea to European red mite in the laboratory. Vineyard in Rio 

Grande do Sul State, Brazil have suffered signiicant infestations of mites, especially Panonychus ulmi 

(Koch) recently. There are reports on the ability to control mites with Isaria fumosorosea. The objective of 

this study was to evaluate in the laboratory the pathogenicity of I. fumosorosea to P. ulmi mites. Panonychus 

ulmi was reared from harvests from vineyards in Serra Gaucha. Fungal spore suspensions at different 

concentrations were applied to P. ulmi eggs. Triplicates of females, 12 to 15 days old, were treated with 

a spore suspension of 108 mL-1. Controls were treated with distilled water. Seven days after application, 

55.6% of eggs treated with a spore suspension of 106 mL-1 did not hatch, and treated females showed a total 

mortality of 85-90% and conirmed mortality of 50-55%. The maximum mortality of water-treated control 
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eggs and females was on average 12.8 and 15.5%, respectively. It is concluded that the I. fumosorosea 

isolate has the ability to infect eggs and adult females of P. ulmi and thus appears to be a viable alternative 

to be tested in the ield.
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Introdução

As videiras são suscetíveis a uma série de doenças 
e pragas que podem causar prejuízos à cultura, podendo 
interferir na qualidade e até mesmo provocar perda 

completa da safra (KLOCK et al., 2011).

O uso excessivo de produtos itossanitários causa 
prejuízos tanto do ponto de vista ecológico como de 
saúde pública. Citam-se a eliminação de agentes de 
controle biológico, o aparecimento de populações 
de artrópodes fitófagos resistentes, a ressurgência 
de pragas que eram consideradas secundárias como 

também a contaminação das uvas, do vinho e do próprio 
vitivinicultor (PARRA et al., 2002; GODFREY, 2011; 

DUSO et al., 2012).

Os tetraniquídeos são os ácaros de maior importância 
econômica para a agricultura mundial e cerca de 80% 
dos acaricidas comercializados são utilizados para 
controlar esses ácaros fitófagos (VAN LEEUWEN 
et al., 2015). Devido ao seu curto ciclo de vida e alta 

fecundidade, frequentes aplicações de acaricidas são 
necessárias para controlá-los, o que conduz rapidamente 

ao desenvolvimento de resistência. Panonychus ulmi 

(Koch) está entre os doze artrópodes mais resistentes, 
sendo relatada resistência para 46 princípios ativos, ao 
passo que para Tetranychus urticae (Koch) é relatada a 

resistência para 93 princípios ativos, assumindo o topo 
dos casos de resistência (VAN LEEUWEN et al., 2015). 
Infestações signiicativas de espécies acarinas têm sido 
relatadas na cultura da videira no estado do Rio Grande 

do Sul desde 2006 (FERLA; BOTTON, 2008; JOHANN; 
FERLA, 2012).

Casos de baixa ocorrência de P. ulmi têm sido 

relatados em vinhedos orgânicos europeus (DUSO 
et al., 2012), por isso o uso criterioso de acaricidas 

combinados com controle biológico provavelmente 
venha a ser a melhor abordagem para alcançar uma 

produção sustentável e o seu controle (VAN LEEUWEN 

et al., 2015). O controle microbiano com uso de fungos 

entomopatogênicos é amplamente relatado na literatura 

cientíica para controle de insetos e artrópodes (ALVES 
et al., 1998; CIANCIO; MUKERJI, 2010). Estudos a 
respeito da patogenicidade de Isaria fumosorosea sobre 

ácaros itófagos em laboratório são relatados para T. 

cinnabarinus com efetividade superior a 50% (SHI; 
FENG, 2004; SHI et al., 2008) e T. urticae com 75% de 
mortalidade das fêmeas e redução de fertilidade (SHI; 
FENG, 2009; ZHANG et al., 2014).

Escassa é a pesquisa publicada a respeito de 

controle microbiano de P. ulmi em laboratório e em nível 
de campo (SANTAMARINA et al., 1987; AFIFI et al., 

2010; MARCIC et al., 2012). Assim, objetivou-se com 

este trabalho avaliar em laboratório o efeito patogênico 
do fungo I. fumosorosea sobre ovos e adultos de  

P. ulmi.

Material e Métodos

Criação em laboratório

Os ácaros foram coletados em videiras da região 
de Bento Gonçalves, Rio Grande do Sul. Posteriormente 

realizou-se a transferência dos ácaros para folhas de 

macieira mantidas sobre algodão hidróilo umedecido 
no interior de bandejas.

Para manter alta a umidade relativa, cada bandeja 

foi coberta com uma placa de vidro, deixando-se 

aberta uma fresta lateral de cerca de 1 cm para evitar 

a condensação de água sobre as folhas. O algodão foi 
umedecido com água destilada sempre que necessário.

As criações foram mantidas em câmara de 
germinação 25 ± 1°C, umidade relativa de 80 ± 5% e 
fotofase de 14 h (JOHANN, 2008).

Os ácaros foram transferidos de arenas quando as 

folhas apresentavam coloração amarelada indicando 
estarem inadequadas para manutenção das colônias. 
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O material de coleta foi triado em lupa e deste foram 

transferidas dez fêmeas adultas para cada folha. Após 
48 h, as fêmeas foram removidas para novas arenas. Os 

ovos datados foram observados durante 12 dias para a 

aplicação posterior da suspensão fúngica.

Manutenção do fungo

Utilizou-se o fungo I. fumosorosea CCT 5825 

proveniente da Coleção de Culturas Tropical da 
Fundação André Tosello. O isolado foi recebido em 
ampola de vidro com esporos lioilizados e em ampolas 
de plástico seladas com o cultivo em ágar. Os esporos 

lioilizados foram ressuspensos com água estéril por 30 
minutos e, depois de inoculados, em ágar batata dextrose. 

Os isolados das ampolas de plástico foram repicados. Os 

cultivos foram mantidos em bioincubadora à temperatura 
de 24ºC, conforme recomendado no certificado do 

fornecedor. Essa cultura estoque foi mantida através 

do método de repique para a produção dos esporos e a 
realização dos bioensaios.

Bioensaios

Coletaram-se os esporos através de raspagem da 

superfície do cultivo fúngico com auxílio de alça de 
Drigalski e de água autoclavada. A suspensão obtida 
foi iltrada com auxílio de seringa com lã de vidro 
estéril e armazenada em frasco Erlenmeyer de 125 mL. 

Da suspensão obtida, procedeu-se a uma diluição de 
dez vezes (100 μL da suspensão adicionado de 900 μL 
de água estéril) para realizar a contagem. Utilizou-se 

câmara de Neubauer visualizada sob microscópio ótico 
marca Olympus modelo CX3-1 com aumento de 400x. 

Pipetou-se 10 μL para cada câmara. A suspensão foi 
ajustada para 108 esporos/mL de solução. Incubaram-se 
placas de Rodac com ágar batata para testar a viabilidade 

dos esporos. Pipetou-se 100 μL da suspensão ajustada 
para o centro da placa, na qual foram feitos movimentos 

circulares para espalhar o líquido. A contagem dos 
conídios germinados foi realizada após um período 
de incubação entre 16 e 24 h, em aumento de 400x ao 
microscópio.

As arenas para aplicação dos fungos foram 
montadas com folha de macieira e de videira com 

papel germinativo sob a folha e algodão como barreira 
antifuga.

Os bioensaios foram conduzidos com ovos de  

48 h e fêmeas adultas de 12 a 15 dias, todos provenientes 

da criação realizada em laboratório. Preparou-se um 
experimento com arenas em triplicata para a aplicação 
da suspensão de esporos. Em arenas montadas com 
folha de macieira, colocou-se de 10 a 15 fêmeas para 

oviposição. Após 48 h, removeram-se as fêmeas das 
arenas, procedeu-se à contagem dos ovos e, em seguida, 
à aplicação da suspensão sobre os ovos. A suspensão de 
esporos foi aplicada por meio de pulverização manual, 
no volume de 1 mL nas concentrações de 1x10², 1x104, 

1x106 e 108 esporos x mL-1.

O tratamento testemunha recebeu apenas água 

destilada sobre os ovos. Os ovos foram contabilizados 

sete dias após a aplicação. Calculou-se apenas a 
mortalidade total em porcentagem.

Com as fêmeas adultas, realizaram-se triplicatas que 

consistiram de 10 a 15 ácaros em cada arena. A suspensão 
de esporos foi aplicada por meio de pulverização manual, 
no volume de 1 mL na concentração de 1x108 esporos 

x mL-1.

Para o controle (testemunha), procedeu-se de 

acordo com as mesmas condições experimentais, exceto 

pela pulverização de água destilada em substituição à 
suspensão de esporos.

A cada 24 h até o sétimo dia realizou-se a 

observação das arenas e retiraram-se os ácaros mortos 
retiraram-se os ácaros mortos com pincel, sendo estes 

repassados para uma câmara úmida, conforme Alves  
et al. (1998). Após o 4o dia, veriicava-se ao microscópio 
os ácaros-cadáveres. Contabilizou-se a mortalidade total 

(%Mt); a mortalidade conirmada (%Mcf) pela presença 
do fungo e a mortalidade corrigida (%Mc) em função 
do controle, de acordo com Abbott (1925) (Equação 1).  
%Mc= 100 x (T – i / T). Onde “T” corresponde aos ácaros 
vivos na testemunha e “i” corresponde aos ácaros vivos 
no tratamento.

Os resultados foram analisados estatisticamente 

ao nível de 5% de signiicância. Realizou-se análise 
de variâncias no programa Bioestat versão 5.3. Os 
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resultados com diferença signiicativa foram avaliados 
com o teste de Tukey. 

Resultados e Discussão

A Tabela 1 mostra a média de ovos tratados para 

cada concentração de suspensão fúngica experimentada 
e o percentual de mortalidade, ou seja, de ovos não 
eclodidos. A mortalidade total obtida no tratamento dos 

ovos com as diferentes concentrações fúngicas variou 

de 8,62±4,02% a 55,56±10,12%.

TABELA 1:  Mortalidade dos ovos de Panonychus ulmi 10 

dias após a aplicação de suspensão de Isaria 

fumosorosea em diferentes concentrações de 

esporos.

Tratamento
Esporos  

x mL-1

Média de 

ovos tratados

% 

Mortalidade 

total

I. fumosorosea 102 113 8,6c ± 4,02
I. fumosorosea 104 107 34,7b ± 7,62
I. fumosorosea 106 76 55,6a ± 10,12
I. fumosorosea 108 102 31,9b ± 5,82

Testemunha - 39 3,6 ± 0,76
Testemunha - 73 12,5 ± 6,85
Testemunha - 100 8,8 ± 4,67
Testemunha - 89 2,5 ± 0,76

* Média seguida do desvio padrão. Médias seguidas das mesmas 
letras não diferem entre si estatisticamente ao nível de signiicância 
de 5%.

Os resultados obtidos para a concentração de 
106 esporos x mL-1 diferiram significativamente 

das demais concentrações experimentadas. Houve 

comportamento linear somente até a concentração 106 

esporos x mL-1, ou seja, à medida que aumentava a 
concentração de esporos, aumentava a porcentagem de 
mortalidade dos ovos. Nas arenas dessa concentração 
obteve-se a maior porcentagem média de ovos 

não eclodidos com o maior desvio padrão entre 
as triplicatas. A concentração 108 esporos x mL-1 

apresentou resultado semelhante ao da concentração 
104 esporos x mL-1.

Três isolados de I. fumosorosea em concentrações 

de 1x106, 1x107 e 1x108 esporos x mL-1 sobre ovos de 

Tetranychus cinnabarinus (Boisduval) com 18 h de 

idade causaram uma mortalidade dos ovos entre 7 e 

66% com uma relação linear das concentrações (SHI; 
FENG, 2004). O fungo Penicillium funiculosum aplicado 

sobre ovos de P. ulmi produziu 52% de mortalidade 
(SANTAMARINA et al., 1987).

Aproximadamente 24 h após a aplicação, os esporos 
de I. fumosorosea aderem e germinam sobre os ovos de 

tetraniquídeos. O fungo expressa sua patogenicidade 
inviabilizando os ovos através da perturbação do 
embrião por falta de nutrientes, fazendo com que os ovos 
apresentem deformação por encolhimento (ZHANG et 
al., 2014).

A taxa de mortalidade no controle deste estudo 

variou de 2,50 + 0,76% a 12,50 + 6,85% (Tabela 2). A 
mortalidade total e a mortalidade corrigida de adultos 

foram semelhantes (Tabela 2). A mortalidade conirmada 
causada pelo fungo variou de 50 a 55%.

TABELA 2:  Mortalidade total (%Mt), mortalidade corrigida 
(%Mc) e mortalidade conirmada (%Mcf) das 
fêmeas adultas de Panonychus ulmi 10 dias 

após a aplicação da suspensão de esporos na 
concentração 108 esporos x mL-1.

Tratamento
Esporos 

x mL-1

Fêmeas 

tratadas

%  

Mt

% 

Mc

% 

Mcf

I. fumosorosea 108 40 90 ± 8 87,5 55

I. fumosorosea 108 30 80 ± 3 75,0 50

Testemunha - 20 15 ± 5 - -

Média de mortalidade total (%Mt) seguida de desvio padrão.

Em ambos os experimentos, a mortalidade na 

testemunha variou de 10 a 20%. Essa mortalidade 
‘natural’ é semelhante à encontrada em outros ácaros 
como T. cinnabarinus e T. urticae (SHI et al., 2008; 

SHI; FENG, 2009).

A mortalidade causada por fungos em outros 

experimentos parece se situar dentro dos limites dos 

resultados deste trabalho, ainda que a aqueles tenham 

alcançado cerca de 80% de mortalidade (SHI et al., 
2008; SHI; FENG, 2009; AFIFI et al., 2010). Testes de 

campo com produto comercial a base de B. bassiana 

obtiveram níveis de mortalidade semelhantes (MARCIC 
et al., 2012).
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A mortalidade causada pelo fungo foi estimada 

neste estudo entre 50 e 55% (Tabela 2). Não obstante, 
essa mortalidade pode ter sido subestimada, pois ácaros 

com esporos de resistência (dormentes) também foram 

mortos pelo fungo, adquirindo coloração escura e/ou 
preta, e diicilmente é possível distinguir essa morte da 
natural. A presença de esporos resistentes produzidos sob 

condições ambientais desfavoráveis tem sido relatada 

para Neozygites floridana em cadáveres de ácaros 

Mononychellus tanajoa no nordeste brasileiro (ELLIOT 

et al., 2002). Sob ambientes naturais, a mumiicação 
com esporulação exterior tem maiores probabilidades 
de causar epizootias e de se estabelecer no ambiente 

(DELALIBERA JR.; HAJEK, 2004).

Nossos resultados conirmam o valor patogênico do 
isolado I. fumosorosea CCT 5825 sobre ovos e fêmeas 

adultas de P. ulmi.

Assim, levando-se em consideração que os 
tetraniquídeos são caracterizados pelo curto ciclo de 
vida e alta taxa de fecundidade (JOHANN; FERLA, 
2012), os resultados de percentual de mortalidade de 

ovos e adultos obtidos neste trabalho representam uma 

alternativa para auxiliar no controle da população do 
ácaro P. ulmi.
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