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RESUMO

FERREIRA, JULIANA SILVA. Metodologia de criagao massal da broca-do-café com novas
dietas artificiais, e potencial de controle com fungos entomopatogénicos. 83 f. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia/Produgcdo Vegetal) - Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, 2022.

A cafeicultura ¢ de grande importancia econdmica para o Brasil, e alguns problemas
fitossanitarios que acometem o cafeeiro exigem maior atencao em seu controle, considerando
a frequéncia de incidéncia, as areas de ocorréncias e as injurias/danos causados as plantas
afetando a produtividade. Dentre as principais pragas do cafeeiro destaca-se a broca-do-café
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae). Nos métodos de
controle biologico dessa praga, destaca-se a utilizacdo de fungos entomopatogénicos devido a
facilidade produtiva, aplicacdo e eficicia. Para realizagdo de pesquisas com entomopatdgenos
faz-se necessario a criagdo massal de broca-do-café que permita a utilizagdo de um nimero
significativo de insetos para essa finalidade. Dessa forma objetivou-se neste trabalho
estabelecer uma metodologia para criagdo massal ¢ manutencdo da broca-do-café em dietas
artificiais em laboratério e verificar o potencial de controle com fungos entomopatogénicos.
Foi realizada a criagdo massal da broca em dieta artificial com dois periodos de incubagao e,
posteriormente, avaliagdo da geragdo de individuos totais em diferentes dietas. A partir dos
resultados verificou-se que as dietas de Villacorta e Barrera (1993) modificadas, propiciaram
a geracdo de mais descendentes de H. hampei com total médio de 48,8 e 41,3
individuos/broca ap6s 60 dias de incubagdo. Com periodo de 80 dias de incubagdo, foi gerado
64 e 66 individuos/broca. Posteriormente, foram realizados dois bioensaios com 27 isolados
de fungos entomopatogénicos para avaliar mortalidade confirmada de H. hampei e a partir dos
resultados foram selecionados os isolados com mortalidade acima de 85% e os comerciais
IBCB 66 e IBCB 425 para realizacdo de ensaios de concentragdo letal e tempo letal. Os
isolados de Metarhizium anisopliae IBCB 353 ¢ IBCB 364 e o isolado NCTB 04 de
Beauveria sp. causaram mais de 85% de mortalidade confirmada da broca-do-café. Nas
avaliagdes de concentragdo letal os isolados IBCB 364 e 353 apresentaram maior letalidade e
em relacdo ao tempo de letalidade, o isolado IBCB 66 foi o mais virulento, matando em
menor tempo. Os ensaios de concentragdo e dose letais em comparagdo com os isolados
comerciais mostraram que esses isolados tém potencial de controle desse inseto-praga em
condig¢des de laboratorio.

Palavras-chave: Beauveria bassiana, biocontrole, bioprodutos, manejo de pragas,
Metarhizium anisopliae.



ABSTRACT

FERREIRA, JULIANA SILVA. Methodology of mass rearing of the coffee berry borer with
new artificial diets, and control potential with entomopathogenic fungi. 83 f. Dissertation
(Master in Agronomy / Vegetables Production) — Federal University of Uberlandia,
Uberlandia, 2022.

Coffee cultivation is of great economic importance for Brazil, and some phytosanitary
problems that affect the coffee plants require greater attention in their control, a frequency of
incidence, areas of occurrence and injuries/damage to plants affecting productivity. Among
the main pests of coffee, the coffee berry borer Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Curculionidae, Scolytinae) stands out. In the biological control methods of this pest, the use
of entomopathogenic fungi stands out due to their ease of use, application and efficiency. In
order to carry out research on entomopathogens, it is necessary to create a coffee berry borer
mass that allows the use of a significant number of insects for this purpose. Thus, the
objective of this work is to establish a methodology for mass rearing and maintenance of the
coffee berry borer in artificial diets in the laboratory and to verify the control potential with
entomopathogenic fungi. Mass rearing was carried out on an artificial diet with two
incubation periods and, later, evaluation of the generation of total individuals on different
diets. From the results it was verified that the modified diets of Villacorta and Barrera (1993)
allowed the generation of more descendants of H. hampei with a mean total of 48,8 and 41,3
individuals/coffee berry borer after 60 days of incubation. With an incubation period of 80
days, 64 and 66 individuals/coffee berry borer were generated. Subsequently, two bioassays
were carried out with 27 isolates of entomopathogenic fungi to assess confirmed mortality of
H. hampei and from the results, isolates with mortality above 85% and commercial IBCB66
and IBCB425 were selected for lethal concentration and lethal time assays. The isolates of
Metarhizium anisopliae IBCB353 and IBCB364 and the isolate NCTB 04 of Beauveria sp.
caused more than 85% of confirmed coffee berry borer mortality. In the lethal concentration
evaluations, the IBCB364 and 353 isolates showed higher lethality and in relation to the
lethality time, the IBCB66 isolate was the most virulent, killing in the shortest time. The
lethal concentration and dose assays compared to commercial isolates showed that these
1solates have the potential to control this insect pest under laboratory conditions.

Key words: Beauveria bassiana, biocontrol, bioproducts, Metarhizium anisopliae, pest
management.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Cultura do cafeeiro: origem, aspectos econémicos, manejo e problemas

fitossanitarios

A espécie Coffea arabica L. ¢ originaria de areas tropicais da Etiopia e Sudao,
localizadas entre 6° e 9° Norte de latitude, em altitudes que variam entre 1.600 ¢ 2.000 m. A
temperatura média anual nestas regides ¢ em torno de 18 a 20°C (minima de 4 a 5°C, e
maxima de 30 a 31°C), com precipitacao anual de 1.500 a 1.800 mm. A estacdo chuvosa ¢
concentrada no verdo, de mar¢o a outubro, com ocorréncia de inverno seco de novembro a
fevereiro (CAMARGO; PEREIRA, 1994).

O ciclo fenolodgico do cafeeiro (Rubiaceae) ¢ dividido em seis fases, e dura dois
anos consecutivos. No primeiro ano fenoldgico, tem-se o periodo vegetativo. Este ¢ formado
por duas fases: fase inicial de vegetacdo e formagdo de gemas florais (inicia em setembro e
termina em margo), e fase de indugdo e maturagao das gemas florais (inicia em abril e termina
em agosto). No segundo ano fenoldgico, tem-se o periodo reprodutivo iniciado pelo estadio
da florada. Apds a queda das flores, um periodo de aparente dorméncia, mas com intensa
atividade celular, denominada chumbinho, tem duracdo de seis a oito semanas. O estadio de
expansdo dos frutos, caracterizado por rapido aumento em volume e massa seca, com alta
demanda hidrica, formara o tamanho da semente e tem duragdo até a 16* ou 17* semanas apos
a florada. Aproximadamente, 200 dias apds o florescimento, ou em torno da 32% semana,
inicia-se 0 processo de maturacdo dos frutos, primeiramente, tornando-se verde amarelo
(verde cana) e atingindo a maturidade fisioldgica ou estadio cereja, em torno de 240 dias
depois do florescimento (CAMARGO; CAMARGO, 2001).

Coffea arabica representa 79,25% do total de café produzido no Brasil, e o Estado
de Minas Gerais tem a maior contribuicao, com 69,56% desse total, sdo cerca de 1.334,3 mil
hectares entre areas em produgdo e areas em formagdo, registrou um aumento de 2,8% em
relagdo a safra 2021, sendo responsavel por aproximadamente 60% de toda a area cultivada
no pais (CONAB, 2022). Dessa forma, a cafeicultura para o estado mineiro exerce um papel
importante, tanto do ponto de vista econdmico quanto social. No entanto, apesar do Brasil ser
o maior produtor mundial de café, a produtividade dessa cultura ¢ baixa, considerando o seu
potencial. As principais causas dessa baixa produtividade sdo: lavouras antigas e
depauperadas, deficiéncias nutricionais, bienalidade de producao, estresses abidtico e bidtico

e manejo inadequado da cultura (CAIXETA; GUIMARAES; ROMANIELLO, 2008).
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Em minas gerais, a temperatura média de 18°C a 23°C, altitude de 800 a 1.300
metros, indice pluviométrico médio de 1600 milimetros por ano e baixa umidade relativa do
ar durante a época de colheita sdo caracteristicas somadas ao relevo do cerrado mineiro que
contribuem com a cafeicultura dessa regido que ¢ constituida por 55 municipios no oeste do
estado (PEROSA, 2017). Os cafezais mineiros conquistaram regides, tais como: o Tridngulo
Mineiro, Alto Paranaiba e Alto Jequitinhonha regides essas de solos sob Cerrado, com relevo
menos acidentado, que exigem (ou permitem) o emprego de tecnologias apropriadas,
especialmente, no que diz respeito a mecanizagdo. O sucesso do agronegocio do café esta
condicionado a utilizacdo racional dos diversos fatores de producgdo, dentre ao quais se
encontra o controle das plantas daninhas, que deve ser considerado ndo s6 visando obter
indices de produtividade que remunerem o cafeicultor, mas também objetivando preservar o
solo, e prolongar a vida util dos cafeeiros (ALCANTARA; FERREIRA, 2000).

A producdo de café envolve cerca de 1.700 municipios, abrangendo,
aproximadamente, 300 mil unidades produtivas. A atividade gera sete milhdes de empregos
relacionados diretamente e indiretamente com a producao do café, favorecendo e promovendo
a fixacdo do homem no campo. O café ¢ um dos poucos produtos agricolas no Brasil, que tem
seu preco associado a parametros qualitativos. Com isso, para que seja remunerado
adequadamente, deve-se fornecer um produto de qualidade. A influéncia de fatores como a
composicao quimica dos graos (determinada por fatores genéticos, ambientais e culturais), os
métodos de colheita, processamento e armazenamento, sdo importantes, pois afetam
diretamente a qualidade da bebida (SOUZA, 1996; LOPES et al., 2000).

Apesar da qualidade de bebida que o sistema de sombreamento propicia, no
Brasil, a grande maioria de cafeicultores ndo opta pelo cultivo sombreado porque esse sistema
pode ocasionar perda de produtividade, além de que esse cultivo demanda mais mao-de-obra
e dificulta a passagem de maquinas. Somando-se a isso, a alta produtividade esté relacionada
ndo s6 com a exposi¢do ao sol, mas também ao uso intensivo de insumos, conduzidas em
monocultivo, de composicdo homogénea. Estima-se que, mais de 90% das lavouras existentes
sdo expostas diretamente ao sol (RICCI; ARAUJO; FRANCH, 2002; OLIVEIRA et al.,
2018). Aliado a isso, apesar de, originalmente, ser uma planta de sub-bosque, o cafeeiro vem
sendo melhorado por décadas, resultando em plantas mais produtivas quando desenvolvidas
sob o sol (café solteiro) e, por isso, esta ¢ a principal modalidade de cultivo no pais

(DAMATTA et al., 2007).
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E valido ressaltar que esse tipo de exploragio proporcionou a selegdo de cultivares
resistentes a essa modalidade, que apresenta maior produtividade desde que atendido os
requisitos nutricionais da planta. No entanto, esse sistema pode apresentar problemas como a
baixa produtividade, devido ao alto custo de producao, e em fungao de condi¢des climaticas
extremas, como ocorréncia de geadas e secas prolongadas (PEZZOPANE; PEDRO JR;
GALLO, 2007). Além dessas dificuldades ocasionadas pelos fatores abidticos, os
cafeicultores enfrentam diversos problemas ocasionados por pragas e doengas.

Alguns problemas fitossanitarios que acometem o cafeeiro exigem maior aten¢ao
em seu controle, considerando a frequéncia com que ocorrem, as areas de incidéncia e as
injurias causados as plantas. Para conseguir alcangar o maximo rendimento da cultura, o
cafeicultor, além de cuidar de fatores importantes da produ¢do, como manejo correto do solo
e da nutrigdo, precisa dar atengdo ao controle de pragas que podem provocar perdas
significativas da produgdo, se ndo forem devidamente controladas. Dentre os principais
problemas fitossanitarios do cafeeiro, destacam-se e os insetos Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) (broca-do-café¢) e Leucoptera coffeella
(Guérin-Méneville) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (bicho-mineiro) além dos fungos Cercospora
coffeicola Berk. & Cooke (cercospora), Hemileia vastatrix Berk and Broome (ferrugem),
(PATRICIO, 2013; MOLINA et al. 2022; DE JESUS et al., 2022, RAMOS et al., 2022,
RODRIGUES et al., 2022).

A broca-do-café¢ contribui direta e indiretamente com a baixa rentabilidade da
cultura, ja que pode reduzir a quantidade de frutos colhidos em mais 50%, além de diminuir
qualidade fisica e organoléptica dos graos e a seguranca da bebida devido a possivel presenca
de micotoxinas (CAMILO; OLIVARES; HERNANDEZ, 2003). Em funcdo das injurias e
danos provocados por H. hampei em frutos de café, torna-se necessario o entendimento dos
aspectos bioldgicos e ecoldgicos da praga, bem como sua interagdo com a planta hospedeira,

no sentido de tragar estratégias de manejo.

1.2. Broca-do-café Hypothenemus hampei

A broca-do-café ¢ um inseto-praga de origem africana e foi mencionada pela
primeira vez no Brasil em Campinas, Sdo Paulo, em 1913. As tentativas de conter o avanco
dessa praga para novas areas fracassaram e hoje encontra-se presente em todas as regides de
cultivo do pais. Embora a broca ataque todas as espécies de café, Coffea canephora Pierre Ex

Froehner ¢ mais suscetivel que C. arabica, j4 que possui menor umidade nos graos, maior
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desuniformidade de maturagdo dos frutos, além do cultivo em regides de baixas altitudes e
temperaturas mais altas. Tais caracteristicas favorecem o maior niimero de geracdes da broca-
do-café¢ durante a safra (BENASSI, 2000a). A broca-do-café ¢ um inseto holometabolo, de
ciclo de vida curto de aproximadamente 30 dias e grande capacidade reprodutiva em
condi¢des climaticas favoraveis.

Em condigdes de laboratério, a espécie H. hampei se desenvolve entre 18 a 32°C,
sendo o intervalo de 22 a 28°C mais adequado para o ciclo evolutivo desse inseto. Conforme
Benassi (2000a), a duragao do periodo de ovo a adulto foi de 23 a 24 dias, quando os insetos
foram criados em laboratdrio em frutos de café C. canephora. A média de descendentes foi de
22,5 individuos por fémea 28 dias ap6s a infestacdo e a razao sexual de um macho para cada
nove fémeas. A perfuragdo, constru¢do da galeria e inicio da postura ocorreu quatro dias apds
a infestacdo. As larvas foram observadas a partir do 12° dia, as pupas do 25° dia ¢ a
emergéncias dos adultos iniciou apds o 29° dia (JARAMILLO, 2016).

No primeiro instar as larvas t€ém, em média, 1,3 mm de comprimento e¢ 0,4 mm de
largura. A larva ¢ branca e sua cabe¢a ¢ marrom e, a medida que cresce, a cor da capsula
cefalica torna-se mais hialina, indicando a proximidade da muda. A largura da cépsula
cefalica de brocas criadas em dieta ¢ 0,26 mm. A duragdo média para eclosdo varia de 7 a 8,9
dias, de acordo com a dieta utilizada. O segundo instar possui maior indice de atividade e o
tamanho médio de 1,70 mm de comprimento e 0,58 mm de largura. Os segmentos toracicos
ficam mais espessos e as larvas perdem mobilidade para entrar na pré-pupa. O tempo médio
para alcancar o segundo instar foi 5,1 a 6,7 dias, dependendo da dieta. No final do segundo
instar, a muda ocorre com a largura da capsula cefalica variando de 0,27 a 0,31 mm e 0,27
mm, dependendo da dieta (RUIZ, 1996).

A medida que o desenvolvimento da larva avanca, sua coloragio passa de branca
para varios tons de amarelo até adquirir cor caramelo. O tamanho da pupa ¢ de 1,86 mm de
comprimento ¢ 0,67 mm de largura. Este tamanho ¢ preservado até a diferenciagao em adulto.
A primeira diferenciacdo da broca ocorre ao nivel das asas membranosas. Inicialmente,
possuem coloracdo parda e de depois tornam-se pretas, apos trés dias de seu desenvolvimento.
A duragdo média desse estadio de pupa a adulto foi de 6,7 a 4,8 dias de acordo com a dieta. A
duracao média total do ovo ao adulto na dieta A foi de 23,3 dias e na dieta B de 24,1 dias. A
dieta A de Villacorta e Barrera (1993) com levedo de torula e sem adi¢ao de Vitaminas e a
dieta B com alteragdes feita pelo autor com gérmen de trigo no lugar do levedo e adigdo de

Vitaminas e substitui¢cdo ou adi¢ao de conservantes (RUIZ, 1996).
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Fatores abidticos como temperatura e umidade relativa do ar influenciam tanto no
desenvolvimento dos frutos do cafeeiro, quanto na dinamica populacional da broca. Portanto,
o amadurecimento dos frutos de café¢ e a duragdo do ciclo de vida da broca dependerdo
diretamente das condi¢des ambientais (CAMILO; OLIVARES; HERNANDEZ, 2003). O
numero de frutos de café em uma lavoura ndo é um recurso limitante, e essa abundancia de
alimento explica o baixo indice de infestacdes multiplas dentro do mesmo fruto. No entanto,
se o recurso limitante para uma fémea e sua progénie ¢ a semente dentro do fruto, ¢ vantajoso
para uma fémea (para aumentar a sobrevivéncia de sua prole) ser a tinica fémea colonizadora
desse fruto (VEGA; KRAMER; JARAMILLO, 2011).

Na mesma planta de café a broca ataca indistintamente tanto os frutos maduros e
em maturacdo, quanto os verdes, desde que haja teor de matéria seca que propicie a
oviposi¢ao. Na fase de maturagdo dos frutos, a dispersdo da broca-do-café ocorre em curta
distancia, preferencialmente para frutos préximos da mesma roseta ou rosetas vizinhas no
mesmo ramo. A presenc¢a de ovos até o final do periodo avaliado, de julho a novembro, indica
que, pelo menos, algumas fémeas ndo entram em diapausa reprodutiva na entressafra
(FANTON, 2001).

Nos frutos de quatro a cinco meses de idade, a broca abre galerias atingindo o
pergaminho (endocarpo) para se alimentar e posteriormente, quando a semente endurece,
alarga a galeria para ovipositar, na chamada camara de postura. Ja nos frutos secos, as fémeas
perfuram qualquer ponto, formando galerias na semente para oviposicdo (LAURENTINO;
COSTA, 2004). As larvas empupam dentro da semente e apos o surgimento dos adultos ha o
acasalamento entre os irmaos dentro da semente, na propor¢do de 10 fémeas para cada macho
(VEGA; KRAMER; JARAMILLO, 2011). Nos frutos remanescentes nas plantas de café¢ e
nos frutos caidos no solo, apos a colheita, observa-se o acimulo de adultos da broca-do-café e
redugdo progressiva dos demais estagios da praga. Sendo assim, ha diminui¢ao do numero de
posturas devido a mudanca na qualidade e disponibilidade do alimento, dentre outros fatores

(FANTON, 2001).
1.3. Injurias, danos e controle
As fémeas acasaladas de H. hampei deixam os frutos de café remanescentes na

planta ou no chdo na entressafra para colonizar os frutos da nova safra. As posturas sdo

realizadas em frutos verdes, com as sementes ja formadas e umidade adequada. Também,
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ocorrem posturas em frutos maduros e nos secos. As fémeas chegam a perfurar frutos verdes
mais aquosos, no entanto, abandonam esses frutos por falta de condigdo para ovipositar e
deixando-os comprometidos (LAURENTINO; COSTA, 2004).

A broca-do-café¢ ¢ considerada de dificil controle, ja que passa todo o ciclo de
vida dentro da semente. Os ovos sdo colocados dentro do endosperma da semente e somente
quando a fémea adulta deixa o grdo, normalmente no final do periodo da entressafra, para
encontrar ¢ colonizar outro grao, ¢ que o inseto pode ser exposto ao controle quimico de
contato. No entanto, os inseticidas quimicos que agem por contato tendem a nao penetrar no
corpo da broca. Os produtos que agem por ingestdo, que poderiam ser aplicados apenas
quando as fémeas estdo perfurando os graos, no inicio da temporada, nao sdo eficientes, ja
que a fémea se recusa comer o exocarpo removido durante a perfuragdo (DAMON, 2000).

O ataque da broca aos frutos de café impacta diretamente na qualidade dos graos,
fazendo com que a classificagdo seja prejudicada ja que ha reducdo no peso das sementes
danificadas pela larva do inseto e perda de qualidade dos graos brocados (aspecto, o tipo ¢ a
bebida), isso interfere no preco do produto e consequentemente na renda do produtor
(MARCOMINI, 2015). De acordo com Wegbe et. al. (2003) as perdas de peso de café¢
beneficiado sdo proporcionais ao nivel de infestacdo da broca-do-café, em dois anos de
avaliagdo sendo os niveis de infestacdo 5,64% no primeiro ano ¢ 6,36% no segundo ano
causaram perdas de produtividade de 2,60 e 3,18%, respectivamente.

Um importante ponto a ser estudado é o comportamento reprodutivo da broca-do-
café no periodo da entressafra, ja que o tamanho dessa populagdo trard dados de infestagdo e
perdas na produtividade na safra seguinte (FANTON, 2001). Costa et al. (2000) avaliaram os
niveis de infestacdo da broca-do-café em lavouras sem aplicacdo de inseticidas quimicos em
trés municipios dos estados de Ronddnia. De acordo com esses autores, a partir do més de
marco as infestagdes atingiram o nivel de controle e em maio, periodo de colheita, os niveis
de infestacdo foram maiores que 30% nos trés municipios, o que compromete a produtividade
e qualidade do café.

A adocdo de maior espacamento entre as plantas de café e o uso e registro do
inseticida quimico endosulfam 350 CE a partir de 1970 tornou o controle da broca mais
eficiente. No entanto, a alta toxicidade desse produto fitossanitario de classe toxicolégica I,
impediu seu uso na cafeicultura brasileira a partir de julho 2013 devido ao risco de
intoxica¢ao na mao-de-obra envolvida. Dessa forma, o controle cultural com colheita bem-

feita com repasse e varredura se tornou ainda mais importante e tem reduzido os niveis de
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infestagdo da broca-do-café (SOUZA et al., 2013). O controle de H. hampei nos frutos
remanescentes no solo ainda ¢ um grande desafio, sendo que duas alternativas podem ser
estudadas para essa finalidade, que ¢ a utilizagdo da irrigacdo para estimular a putrefagao
desses frutos e a liberagao de nematoides patogénicos a broca-do-café (FANTON, 2001).

O monitoramento para verificagdo do nivel de infestacdo da broca-do-café¢ nas
lavouras de café¢ ¢ fundamental para o controle dessa praga. O monitoramento deve acontecer
no momento de transito do inseto que varia entre os meses de outubro a fevereiro e as
aplicagdes de inseticida devem acontecer quando o nivel de controle de 3% de infestagao for
atingido (EPAMIG, 2016). Armadilhas feitas de garrafas Pet pintadas de vermelho contendo
compostos volateis alcodlicos atrativos sdo utilizadas para monitoramento do nivel de dano
econdmico dessa praga para adogdo de tratamento quimico (FERNANDES et al., 2011) além
disso, podem reduzir o nimero de frutos brocados (FERNANDES et al., 2014).

Atualmente existem 30 inseticidas quimicos registrados no Brasil para controle de
H. hampei, distribuidos entre os ingredientes ativos (grupos quimicos): abamectina
(avermectina) + clorantraniliprole (antranilamida), acetamiprido (neonicotinodide) + bifentrina
(piretroide), acetamiprido (neonicotindide) + fenpropatrina (piretréide),  azadiractina
(tetranortriterpendide), ciantraniliprole (antranilamida), clorpirifés (organofosforado),
espinosade (espinosinas), etofenproxi (éter difenilico), etiprole (fenilpirazol), indoxacarbe
(oxadiazina) + novalurom (benzoiluréia) e metaflumizone (semicarbazone) (AGROFIT,
2022).

A aplicagdo frequente de inseticidas quimicos pode acarretar contaminagao
ambiental, residual em frutos e no solo, além de prejudicar a populagdo da fauna benéfica,
contribuir para o surgimento de novas pragas e selecionar populacdes resistentes. Dessa
forma, o uso de extratos vegetais ¢ um método promissor para o controle pragas, ja que reduz
o impacto econdmico e ecoldgico produzido pelo o uso de inseticidas quimicos, tendo-se em
vista a existéncia de vasta flora com propriedades inseticidas a serem exploradas (GIRALDO,
2009; CELESTINO, 2014).

De acordo com o trabalho de Celestino et al. (2016) o 6leo de mamona na
concentragdo de 3,0% (v/v) causou 53,7% de mortalidade da broca-do-café, provavelmente
devido ao bloqueio dos espiraculos, impedindo a respiracdo do inseto. Conforme os
experimentos de Celestino et al. (2018), isolados de B. bassiana germinaram em todas as
concentragdes avaliadas de 6leo de mamona, 0,5 a 3,0% (v/v) em teste in vitro. Ja em teste in

vivo, a mortalidade confirmada da broca-do-café diminuiu de acordo com o aumento da
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concentragdo do 6leo de mamona, dessa forma, o manejo dessa praga pode ser realizado
utilizando-se o 6leo de mamona associado ao fungo B. bassiana, desde que se observe a
viabilidade econdmica e a compatibilidade de ambos (CELESTINO et al., 2020).

O conhecimento da variagdo do clima natural e dos impactos das mudangas
climaticas sobre insetos-pragas e insetos benéficos ¢ de suma importancia tanto para a
prevengdo de problemas fitossanitarios, quanto para o desenvolvimento de estratégias de
adaptacdo as mudancas esperadas. E importante que se faca o controle da broca-do-café
durante o transito das fémeas adultas para colonizagdo de novos graos que vai de 80 a 90 dias
apos a primeira grande florada, pois, uma vez que a broca-do-café atinge o endosperma sé €
possivel realizar o controle por meio da colheita de todos os cafés ou da liberacdo de
parasitoides que podem entrar e parasitar as brocas dentro do fruto (EPAMIG, 2016;
PARDEY, 2006).

A liberagdo de mais de uma espécie de parasitoide da broca-do-café, produzidos
massalmente, no mesmo local para controle bioldgico dessa praga, vem sendo estudada e esse
controle pode ser eficiente desde que haja producdo constante desses agentes entomoéfagos.
Os ectoparasitoides Cephalonomia stephanoderis Betrem (Hymenoptera: Bethylidae) e
Prorops nasuta (Waterston) (Hymenoptera: Bethylidae) se alimentam de larvas em instares
iniciais e ovipositam em larvas maduras e pupas jovens (RINCON, 2001). Conformes os
estudos de Botti et al. (2022) larvas do crisopideo Chrysoperla externa (Hagen) podem se
alimentar de ovos e larvas da broca. A larva do crisopideo remove a larva da broca de dentro
do fruto de café, além disso, as larvas maiores podem predar os adultos da broca-do-cafg.

A broca-do-café permanece alojada na coroa dos frutos de café por cerca de seis
dias, aguardando maturagdo para perfurar os graos até a semente e ovipositar. Esse periodo
deve ser verificado em cada regido para realizacdo de manejo, ja que ¢ um momento de
exposicao do inseto a produtos quimicos e bioldgicos e a parasitoides como Phymastichus
coffea LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae), C. stephanoderis, Cephalonomia hyalinipennis
Ashmead (Hymenoptera: Bethylidae), Phymastichus coffea La Salle (Hymenoptera:
Eulophidae) e Heterospilus coffeicola Schmiedeknecht (Hymenoptera: Braconidae). Dessa
forma, a liberagdo das vespas parasitoides, quando comercializadas, pode ser uma importante
ferramenta de controle de H. hampei apds a colheita dos frutos, para que esses parasitoides
ataquem a broca-do-café e seus estdgios imaturos nos frutos remanescentes nas plantas,
reduzindo a populacdo infestante da safra seguinte (FANTON, 2001; BENASSI 2007;
PEREZ-LACHAUD; HARDY, 1999; RODRIGUEZ et al., 2017).
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Ainda sobre o controle da broca-do-café¢ ¢ importante mencionar os fungos
entomopatogénicos, Camilo, Olivares e Hernandez (2003) observaram que em 4,5% do total
dos frutos de café brocados, os insetos se encontravam naturalmente infestados por fungos,
principalmente por B. bassiana, ainda antes de causar danos as sementes. Rincon (2001)
verificou que quando o numero de brocas-do-café colonizadas por B. bassiana foi maior,
houve diminui¢do no numero de brocas-do-café parasitadas por P. coffea e essa constatagao

pode ser devida a competi¢ao entre esses agentes de controle por adultos da praga.

1.4. Controle microbiano de pragas

O uso de produtos fitossanitarios quimicos para o controle de pragas pode causar
modifica¢des no ambiente, como selecao de populagdes de pragas-alvo resistentes, o surto de
pragas secundarias, a diminui¢ao dos inimigos naturais (predadores, parasitoides e patdogenos)
que sdo benéficos, além de deixar residuos toxicos no ambiente, contaminando solo, agua e
alimentos. Esses efeitos tém estimulado o emprego de métodos naturais menos agressivos ao
meio ambiente e as espécies nele presentes. Sendo assim para incentivar 0 manejo sustentavel
na agricultura do Brasil € relevante que os produtores realizem praticas agroecologicas em
conjunto do Manejo Integrado de Pragas para contribuir com a qualidade do meio ambiente e
obtengdo alimentos mais saudaveis (JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000; PARRA, 2019;
BOTELHO et al., 2020).

Além disso, tem se tornado crescente a procura da sociedade por alimentos mais
saudaveis. Sendo assim, torna-se necessario a compreensao dos agricultores quanto aos
problemas ocasionados pelo uso excessivo de defensivos quimicos e a implementacdo do
controle biologico no manejo de pragas e doengas. Dessa forma, a tendéncia ¢ aumentar a
demanda por produtos organicos e de cultivo protegido e a validagdo de leis que restrinjam o
uso exacerbado de produtos quimicos, A utilizagdo dos bioformulados deve ser valorizada
devido seu potencial de eficiéncia e importdncia em diversas culturas de importancia
econdmica, além de contribuir com a preservagdo ambiental, ¢ importante mencionar que o
controle bioldgico no Brasil vem aumentando (MACHADO, 2012; PARRA, 2019).

O uso de fungos entomopatogénicos e bioacaricidas ¢ uma alternativa aos riscos
de intoxicagdo de produtores e consumidores e aos desequilibrios ecoldgicos que podem ser
causados pelos defensivos quimicos (OLIVEIRA; ALVES; NEVES, 2002). Dessa forma, o

controle bioldgico ¢ um método para reduzir a utilizagdo de inseticidas quimicos, podendo
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tanto ser utilizadas estratégias que favoregam o controle biologico natural quanto ser realizada
a inser¢ao de agentes de biocontrole (controle bioldgico aplicado) (MORANDI; BETTIOL,
2009; POMELLA; RIBEIRO, 2009).

A utilizagdo de fungos entomopatogénicos ¢ uma alternativa vidvel, devido a
facilidade na producao, aplicacdo e eficicia (PORTELA; BARRETO, 2020; ROCHA, 2021).
Os fungos podem ser aplicados isoladamente ou integrados com outros métodos, como 0s
inseticidas naturais de origem vegetal, feromonios, variedades de plantas resistentes a insetos
(LOURENCAO et al., 1993), além de quimicos, desde que haja compatibilidade. Portanto,
esses organismos exercem a funcdo de controlar insetos em ambientes naturais € em
ecossistemas agricolas, ocupando lugar relevante na manutencdo do equilibrio ecologico
(ALVES et al., 1998). O uso de fungos entomopatogénicos no controle biologico de insetos-
praga no Brasil ¢ feito, principalmente, com espécies de Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin (Hypocreales: Cordycipitaceae, Clavicipitaceae) e Beauveria bassiana Bals. Vuill.
(Hypocreales: Cordycipitaceae), outras espécies registradas sao Cordyceps fumosorosea Wize
(Hypocreales: Cordycipitaceae) (=Isaria fumusorosea, Paecilomyces fumosoroseus) e C.
Jjavanica (Friedrichs & Bally) Samson & Hywel-Jones (Hypocreales: Cordycipitaceae) (Isaria
javanica) (NUNES et al., 2002; AGROFIT, 2022). Estas espécies sdo utilizadas devido a
ampla distribuicao geografica, variedade de hospedeiros e ocorréncias de ambas em condigdes
naturais, enzoodticas ou epizoodticas, bem como, a alta viruléncia contra uma gama ampla de
insetos hospedeiros (CRUZ, 1995).

De acordo com Alves e Faria (2003), os primeiros testes com fungos
entomopatogénicos foram realizados pelo russo Metschnikoff no final do século XIX, quando
avaliou o potencial de M. anisopliae para controle de uma espécie de besouro. Um século
depois os primeiros resultados praticos comecaram a surgir, havendo atualmente varios
inseticidas bioldgicos a base de fungos (micoinseticidas) em comercializagdo em diferentes
paises. No Brasil, os estudos comecaram em 1923, quando foram identificadas duas espécies
de cigarrinhas infectadas pelo fungo M. anisopliae. Esse fungo foi utilizado para combater a
cigarrinha Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae), no primeiro trabalho de
pulverizagdo realizado no pais. Somando-se a isso, no Brasil, a producdo massal de fungos
entomopatogénicos € tradicionalmente realizada para se constituir no ingrediente ativo dos
micoinseticidas (FARIA; MAGALHAES, 2001).

O controle integrado, com a utilizagdo de produtos fitossanitarios seletivos em

conjunto com fungos entomopatogénicos ou outros agentes de controle bioldgico, pode ser
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uma estratégia segura e eficiente. Contudo, ¢ valido ressaltar que alguns produtos
fitossanitarios podem afetar o crescimento vegetativo, a viabilidade e a conidiogénese dos
fungos entomopatogénicos, ou alterar sua composicao genética. Dessa forma, previamente ao
uso deve tomar-se conhecimento da compatibilidade entre os produtos quimicos e os produtos
bioldgicos (ALVES et al., 1998; PESSOA; SOUZA; LOUREIRO, 2020).

Dentre os fungos entomopatogénicos comumente utilizados no controle de pragas
que foram utilizados no presente trabalho para controle da broca-do-café em laboratério, estao

M. anisopliae, B. bassiana e C. fumosorosea, outra espécie testada ¢ do género Fusarium.

1.5. Fungos entomopatogénicos: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Cordyceps

Jfumosorosea e Fusarium spp.

Os fungos B. bassiana € M. anisopliae sdo os entomopatdgenos mais estudados
e utilizados no controle microbiano de pragas devido sua especificidade, seletividade,
compatibilidade com outros métodos e seguranca ambiental (ALMEIDA; ROCHA;
BATISTA FILHO, 2007). Os géneros Beauveria, Cordyceps e Metarhizium sao
reconhecidamente entomopatogénicos pela sua capacidade de infectar ampla variedade de
insetos (JACCOUD; HUGHES; JACKSON, 1999). Atualmente existem bioprodutos
desenvolvidos com isolados destes trés agentes de controle bioldgico para controle de
diversas pragas (AGROFIT, 2022).

A espécie B. bassiana ¢ um fungo disperso pelo ar por produzir conidios
pequenos, leves e secos € as consequéncias da produ¢do, manipulacdo e exposicao do ser
humano a certa concentracdo de conidios requer andlises aprofundadas. As linhagens de
fungos selecionadas para controle bioldgico ndo sdo infectantes para os mamiferos. Todavia,
existem relatos de infeccdes causadas por esta espécie, especialmente, em pessoas
imunocomprometidas. Neste contexto, apesar de ser eficaz no controle biologico de insetos,
ressalta-se que para cada nova formulagdo de bioinseticida, com a sele¢do de uma linhagem
eficiente para uma determinada praga, devem ser conduzidos estudos com objetivo de evitar
problemas de saude aos seres humanos ou desequilibrios nos ecossistemas, evitando que o
microrganismo possa afetar insetos benéficos (GURCAN et al., 2006).

O fungo entomopatogénico B. bassiana esta entre os biocontroladores com maior
potencial de uso em culturas horticolas no Brasil (TAMALI et al., 2002). Em presenca de

umidade, B. bassiana emerge do corpo do inseto colonizado e produz uma camada de
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conidios na superficie dos cadaveres hospedeiros causando muscardine branca (FENG;
POPRAWSKI; KHACHATOURIANS, 1994). Alves et al. (2005) registraram a ocorréncia
natural de B. bassiana sobre larvas e adultos do cascudinho Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae) e comprovaram sua agdo patogénica e elevada viruléncia sobre o
besouro. No Brasil, B. bassiana ¢ comercializada para controle de 13 organimos-alvo e ainda
ainda existem 14 produtos que associam B. bassiana € M. anisopliae (Tabela 1) (AGROFIT,
2022).

Tabela 1. Insetos-praga listados no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

como organimos-alvo de produtos biologicos registrados a base de conidios de Beauveria

bassiana e Metarhizium anisopliae no Brasil.

Inseto-praga

F
Hngo Nome cientifico Nome comum
Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
: mosca-branca
Aleyrodidae)
Coccus viridis Green) (Hemiptera: Coccidae) cochonilha-verde
Cosmgpo]ztes sordidus (Germar) (Coleoptera: moleque-da-banancira
Cuculionidae)
D.albuluiv maidis (DeLong e Wolcott) (Hemiptera: cigarrinha-do-milho
Cicadellidae)
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: vaquinha- verde-
Chrysomelidae) amarela
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae)  psilideo
Beauveria  Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: .
. . percevejo-marrom
bassiana  Pentatomidae)
Gonipterus scutellatus Gyllenhal (Coleoptera: .
Curculionida) gorgulho-do-eucalipto
Hedypathe; betulinus (Klug, 1825) (Coleoptera: broca-da-erva-mate
Cerambycidae)
Hypoth'ene'mus hampe'l (Ferrari) (Coleoptera: broca-do-café
Curculionidae, Scolytinae)
Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: bicudo-da-cana-de-
Curculionidae) acucar
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) acaro-rajado
Thrips tabaci Lindeman (Thysanoptera: Thripidae)  tripes-do-fumo
Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) pulgdo-do-algodoeiro
Chrysgdelxzs includens (Walker) (Lepidoptera: falsa-medideira
Noctuidae)
Metarhizium Deois flavopicta Stal, 1854) (Homoptera: cigarrinha-das-
anisopliae  Cercopidae) pastagens

Euschistos heros
Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera:
Thripidae)

percevejo-marrom

tripes
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Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: cigarrinha-da-raiz

Cercopidae)
(Continua)
Mahanqrva posticata (Stal, 1854) (Hemiptera: cigarrinha-das-folhas
Cercopidae)
Scaptgcorzs castanea Perty, 1830 (Hemiptera: percevejo-castanho
Cydnidae)
Metarhizium Spodoptera eridania (Cramer) (Lepidoptera: lagarta-das-vagens
anisopliae Noctuidac)
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: lagarta-militar
Noctuidae)
Tetranychus urticae acaro-rajado
Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) traca-do-tomateiro
Zulia entreriana (Berg) (Hemiptera: Cercopidae) cigarrinha-das-pastagens
Bemisia tabaci mosca-branca
Deois flavopicta cigarrinha-das-pastagens
. Euschistus heros percevejo-marrom
B. bassiana .. . . .
N Frankliniella occidentalis tripes
Hypothenemus hampei broca-do-café

M. anisopliae

. bicudo-da-cana-de-
Sphenophorus levis ,
acucar
Tetranychus urticae acaro-rajado

Fonte: Agrofit (2022).

J& a espécie M. anisopliae pertencente a familia Clavicipitaceae, coloniza ampla
gama de insetos e ¢ amplamente encontrado na natureza em insetos doentes, causando a
muscardine verde. No Brasil, ap6s 1964, com aplicacdo em massa de M. anisopliae para
controle de cigarrinha da cana-de-agclicar M. posticata, o uso de entomopatogenos
intensificou-se (ALMEIDA; BATISTA FILHO; LEITE, 2017). Esse fungo entomopatogénico
¢ um deuteromiceto amplamente distribuido na natureza. E encontrado facilmente nos solos,
onde sobrevive por longos periodos. Considerado patogénico para um numero consideravel de
artropodes. Foi o primeiro microrganismo a ser reconhecido devido a sua importancia no
controle de pestes presentes na agricultura (FRAZZON et al., 2000). Uma das vantagens
desse fungo ¢ a facilidade de producdo e aplicagdo, baixo custo e redugcdo do impacto
ambiental (ORLANDELLI; PAMPHILE, 2011). No Brasil ¢ comercializado para controle de
13 insetos-praga (Tabela 1) (AGROFIT, 2022).

Conforme Alves (1998), os fungos B. bassiana e M. anisopliae possuem potencial
de controle da broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). O

autor realizou experimento em condi¢des de campo e apos aplicagdes de 10! conidios ha™!
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constatou a infec¢do de 58% de lagartas de D. saccharalis por M. anisopliae ¢ 44% por B.
bassiana. Esses entomopatdégenos causam patogenicidade em todos os estidgios de
desenvolvimento da broca-da-cana além de serem eficientes para ovos de até dois dias
(OLIVEIRA, 2009).

Grande parte das pesquisas conduzidas para controle da broca-do-café ¢
concentrada nos géneros Metarhizium e Beauveria devido a facilidade e baixo valor
econdomico de producdo massal dos conidios para aplicacdes em campo. No entanto, a
producao convencional de fungos entomopatogénicos pode prejudicar a patogenicidade
desses fungos aos organismos-alvo, ja que os conidios podem ser prejudicados pelos fatores
fisicos de extracdo e ambientais de armazenamento e transporte (PAVA-RIPOLL, 2008)
Dessa forma, ¢ necessario a busca por isolados mais virulentos e resistentes as condigdes de
producdo e formulagdes que ajudem na protecdo dos conidios.

De La Rosa et al. (2000) avaliaram o efeito de trés isolados de B. bassiana e dois
de M. anisopliae no controle de broca-do-café em campo em trés fazendas de café em
diferentes altitudes, no México, sendo os isolados de B. bassiana os mais virulentos a praga.
Conforme os autores, esses fungos devem ser incorporados ao manejo integrado de H.
hampei. Bustillo et al. (1999) analisaram o efeito de pulverizagdes no solo desses
entomopatogenos sobre os adultos da broca-do-café emergindo de frutos caidos ao longo do
tempo. Os resultados mostraram que os niveis de infec¢cdo de ambos os fungos em brocas-do-
café foram mais altos durante os primeiros cinco dias apds a aplicagdo, chegando a quase 30%
para B. bassiana e 11% para M. anisopliae.

Cordyceps fumosorosea € outra espécie de fungo entomopatogénico que cresce
rapidamente e colonizam com micélios de cor branca que quando mais maduro pode se tornar
de cor rosa ou purpura. Suas fidlides tem forma de baldo e seus conidios sdo cilindricos a
fusiforme. O crescimento e patogenicidade das espécies sdo influenciadas por varios fatores
bioticos e abiodticos. Dentres os fatores abioticos que mais ocasionam problemas se destacam
a temperatura, umidade relativa e radiacdo ultravioleta (ZIMMERMAN, 2008). O fungo C.
fumosorosea ¢ comumente encontrado no solo e facilmente cultivado in vitro (JAMES;
BUCKNER; FREEMAN, 2003). Infecta mais de 40 espécies de insetos, e produz
blastdésporos em meio liquido e conidios em meio solido (VEGA; JACKSON; MCGUIRE,
1999). E isolado a partir de uma diversidade de insetos em todo o mundo.

Por causa da sua capacidade de promover epizootias em diferentes regides do

mundo, C. fumosorosea vem sendo estudado como agente biocontrolador, j4 sendo produzido
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para controlar mosca-branca, Bemisia argentifolii Bellows & Perring (Hemiptera:
Aleyrodidae (JACKSON; PAYNE; ODELSON, 2004) e estudada para controle do psilideo
citrico asiatico, D. citri em laboratério e em campo (HOY; SINGH; ROGERS, 2010).
Samsudin ef al. (2020) relataram a patogenicidade de blastosporos de C. fumusorosea a
broca-do-café em laboratorio. Atualmente existem bioprodutos a base deste fungo para
controle de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae), D. citri, D. maidis e B.
tabaci (AGROFIT, 2022).

O género Fusarium ¢ pouco relatado para controle de insetos, alguns estudos
demostram o potencial entomopatogénico de algumas espécies. Abrar et al. (2021)
verificaram que os isolados Fusarium equiseti (Corda) Sacc., 1886 (Hypocreles: Nectriaceae)
e F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg (Hypocreles: Nectriaceae) apresentaram atividade
larvicida em Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae). Os isolados F. proliferatum, F. equiseti
e Fusarium tricinctum (Corda) Sacc. (Hypocreles: Nectriaceae) causam patogenicidade ao
percevejo bronzeado Thaumastocoris peregrinus Carpintero e Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae) (VELOZO, 2015).

A muda frequente de alguns insetos, como os pulgdes, exige uma germinagdo de
esporos mais rapida do que o normal. Os blastdsporos sdo propagulos fungicos vegetativos e
hidrofilicos, que sdo o0 modo preferido de crescimento para muitos fungos entomopatogénicos
dentro da hemocele de insetos infectados (PENDLAND, BOUCIAS, 1997; HUMBER, 2008).
O crescimento dos blastésporos semelhante ao leveduriforme, permite ao fungo melhor
acesso aos nutrientes dentro do inseto e ¢ considerado fator de viruléncia ja que essas
estruturas podem possuir a capacidade de enganar o sistema imunologico do inseto
(HUMBER, 2008; BOOMSMA et al., 2014). Os blastosporos possuem rapida taxa de
germinagdo, como por exemplo, blastosporos de C. fumosorosea com mais de 90% de
germinacdo em 6h e conidios em 16h, o que os torna tuteis como inseticida de contato (VEGA
etal., 1999).

Na natureza os principais propagulos infecciosos tipicos dos ascomicetos
entomopatogénicos sdo os conidios aéreos. Outros podem ser explorados como blastésporos,
conidios submersos (microciclo), micélios e microesclerodios. A escolha do propagulo
apropriado inclui o alvo, a viruléncia e tolerdncia a dessecagdo, a tolerancia térmica, a
viabilidade (velocidade de germinacgdo e infecgdo), a reprodugdo, a tolerancia a radiacao UV,
bem como a capacidade do fungo escolhido para produzir esses propagulos (JACKSON;

DUNLAP; JARONSKI et al., 2010; FERNANDES et al., 2015).
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O objetivo da selecdo de fungos entomopatogénicos ¢ encontrar um isolado que
produza propagulos estaveis e que controle insetos em condi¢des de campo variadas. Como
na maior parte das vezes os fungos sao aplicados em pulverizagdo, o ideal ¢ utilizar um
método produtivo que resulte em grande numero de propagulos infectivos. Por isso, a maioria
das biofabricas utiliza a fermentagcdo semissélida para producdo massal de conidios aéreos
(JARONSKI, 2014).

As estruturas fungicas ja mencionadas (esporos, conidios submersos e aéreos,
blastdésporos e microesclerddios) quando entram em contato com a cuticula dos insetos
germinam e causam processo de patogenicidade e morte do hospedeiro. O mecanismo de a¢ao

dos fungos entomopatogénicos ¢ abordado no proximo tédpico.

1.6. Mecanismo de acio de fungos entomopatogénicos

De forma geral os fungos entomopatogénicos sdo reconhecidos pela sua viruléncia
e tem como hospedeiros primarios os afideos, tripes, dcaros, moscas-brancas, gafanhotos,
besouros e lagartas. Estes fungos possuem largo espectro de acdo, sendo eles capazes de
colonizar varios insetos e dcaros e causam com frequéncia epizootias. Outra caracteristica
interessante para utilizagdo destes entomopatdogenos € a capacidade de colonizar todos os
estadios de desenvolvimento do hospedeiro (ALVES et al., 2008).

Os fungos entomopatdégenos podem invadir os insetos de diversas formas,
principalmente via cuticula, e uma vez dentro do inseto, ele se multiplica rapidamente sob
todos os tecidos ocasionando a morte pela destruicdo dos tecidos, que € ocasionada pelas
toxinas e metabolitos secundarios produzidas pelos fungos (ALVES et al., 2008; CANALI,
2017). Apods os fungos colonizarem todo corpo do inseto, emergem das articulacdes e
produzem conidios que geralmente sdo espalhados pelo vento, chuva ou contato com outros
insetos, podendo causar epizootia (VALICENTE, 2009).

Para que este processo ocorra o primeiro passo para infec¢do € a adesdo do fungo
ao inseto (Figura 1). Nesta fase possuem mecanismos que ainda ndo sdo totalmente
conhecidos, mas sabe-se que existe acdo de forcas eletrostaticas e relacdes de umidade e
temperatura. O proximo passo € a germinacao, que ¢ quando o fungo encontra as condigdes
favoraveis de umidade (em torno de 90%), temperatura (entre 23 a 30°C), pH entre 5,5a 7,0 ¢
também boa disponibilidade de oxigénio e nutrientes. Assim que iniciada a germinacdo ¢é

ocorre a formagdo do tubo germinativo. Na ponta do tubo germinativo ocorre a dilatagdo das
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hifas formando o apressorio. Esta dilatagdo quando migra o conteudo citoplasmatico torna-se
uma area de intensa atividade metabdlica que tem a funcdo de facilitar a entrada do grampo de
penetracdo, que por sua vez tem a fungdo de “perfuragao” da cuticula do inseto (ALVES,
1998).

No processo de penetragdo ocorre a liberagdo de enzimas como quitinases, lipases
e proteinases que atuam na degradagdo da cuticula protetora do inseto facilitando a entrada do
fungo. Apds a penetracdo inicia-se o processo de crescimento da hifa que se desenvolve e
coloniza o interior do inseto, comecando pelos corpos gordurosos e passando para o tubo

digestivo, ocasionando paralisa¢cdo da alimentacdo do inseto (Figura 1) (ALVES, 1998).

Figura 1. Ciclo basico da relagdo patdgeno-hospedeiro de fungos anamorficos.
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Fonte: Mascarin e Pauli (2017).

Os insetos infectados param de se alimentar e tomam-se mais lentos. Estes
morrem relativamente rapido, as vezes em posi¢do ereta, mas ainda presos na folha ou no
ramo. Isto pode ser observado em locais mais elevados ou concentrados na borda das culturas.
O corpo do inseto morto pode ser firme e de consisténcia emborrachada ou de aparéncia oca.
Varias vezes observam-se insetos mortos de cor creme, verde, avermelhada ou marrom, em
consequéncia do crescimento do fungo, quer seja envolvendo o corpo do hospedeiro, quer

seja saindo das juntas dos segmentos do corpo (VALICENTE, 2009).



31

No processo de infeccdo dos fungos nos insetos, o crescimento da biomassa do
microrganismo sobre o cadaver do inseto resulta na producdo de ntimero significativo de
conidios que serdo dispersos no ambiente para repetir o processo de infec¢ao. Todavia, a
maioria destes conidios se perde rapidamente no ambiente, e apenas uma propor¢ao minima
vai alcancar sucesso, infectando outros insetos. Em periodos de elevagdo da densidade de
pragas ¢ comum o aparecimento de doengas em populagdes de insetos no campo,
denominadas epizootias. O desenvolvimento de epizootias esta relacionado com a dindmica
da populagdo de insetos, o nimero de conidios fungicos e sua viabilidade, a eficiéncia de
infeccao e desenvolvimento do microrganismo (MEYLING; EILENBERG, 2007).

Para pesquisas em laboratério com fungos entomopatogénicos em insetos, €
necessario a multiplicacdo em massa afim de se obter uma quantidade de insetos suficientes
para elaborag¢ao do experimento com condi¢des e idade semelhantes. No caso deste trabalho,

fez-se necessario a criacdo massal da broca-do-café.

1.7. Criacao massal de Hypothenemus hampei

A cria¢do massal da broca-do-café é muito importante para pesquisas de manejo
integrado dessa praga, como para a criagdo de parasitoides, avaliagdo de microrganismos
entomopatogénicos, como o fungo B. bassiana, além de ser usada para estudos de heranca
genética, de resisténcia a inseticidas quimicos, dentre outras pesquisas (BRUN;
GAUDICHON; WIGLEY, 1993).

Alguns autores realizam a criagdo massal da broca-do-café por meio de técnicas
de infestagdo de frutos, que exigem desinfestacdo eficiente dos grdos e armazenamento dos
frutos durante a entressafra (HIROSE; NEVES, 2002; PEREZ; INFANTE; VEJA, 2005).
Conforme os dados de Benassi e Benassi (2000) ¢ possivel utilizar sementes beneficiadas de
C. arabica, armazenadas em condigdes de resfriamento por um ano, para criagdo da broca-do-
café, no entanto, a umidade das sementes infestadas deve ser mantida por intermédio de
camara de nevoeiro (para pulverizacdo de dgua) durante o ciclo de vida da broca. Esses
autores infestaram sementes beneficiadas com fémeas de H. hampei e dentre o total de
sementes que foram perfuradas, 21,4% foram abandonadas, 12,6% estavam contaminadas por
fungos, 11,2% havia presenca do inseto sem formas imaturas e 54,8% apresentavam
descendentes. A média de descendentes por fémea foi de 10,6 individuos apos 30 dias de

infestacdo. Benassi (2000b) verificou a ocorréncia da broca-do-café em outros hospedeiros,
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como em frutos de acai Euterpe oleraceae Mart., em laboratdrio. A média de descendentes foi
de 2 a 11 individuos por fémea. O periodo decorrido para inicio das posturas foi maior em
relagdo a criagdo em frutos de café, possivelmente por maior dificuldade para construgdo de
galerias no fruto de acai.

No entanto, a criagdo massal da broca-do-café em frutos e sementes apresenta
aspectos negativos, como elevada contaminacdo dos frutos por fungos saproéfitos, dificil
manutengdo da turgescéncia e umidade dos frutos e alta mortalidade dos insetos quando
retirados dos frutos. Portilla (1999) relatou a presenca de Penicillium sp. e Aspergillus sp.
contaminando pergaminhos de café utilizados para criagdo de H. hampei.

Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de técnicas de criagdo massal
da broca-do-café em dieta artificial para manter geragdes sucessivas do inseto em laboratorio
(VILLACORTA, 1985). A criagdo de insetos em dietas artificiais possui vantagens como,
ocupar menor espaco fisico e produzir maior nimero de insetos o que requer cuidado sanitario
especial para evitar que contaminagdes proliferem na dieta, exigindo assim, mao-de-obra
especializada e laboratorio com infraestrutura. A desvantagem pode estar relacionada com o
custo dos insumos para preparo da dieta e conforme Hirose e Neves (2002) outra
desvantagem ¢ a constru¢do de galerias na dieta, o que pode ocasionar residuos de dieta sobre
a cuticula dos insetos e, devido aos conservantes, pode interferir na germinagao dos conidios,
quando o objetivo ¢ a testagem de produtos a base de fungos.

Na criagdo da broca-do-café em dieta artificial contendo como ingredientes
principais gérmen de trigo, caseina, café moido, conservantes e vitaminas, Brun, Gaudichon e
Wigley (1993) verificaram que os primeiros ovos foram observados aos 12 dias, larvas
eclodiram de 3 a 5 dias e empuparam apds cerca de trés semanas. As fases de pré-pupa e pupa
tiveram dura¢do de 2-3 dias e 3-5 dias, respectivamente. Ap6s 70 dias, apenas metade da
prole atingiu a idade adulta, em parte devido ao prolongado periodo de oviposicao. A média
de descendentes foi 16 individuos por fémea. A longevidade média das fémeas foi de 382 dias
e um total de 10 geracdes foram obtidas. Os resultados indicam que a dieta testada pelos
autores manteve todos os estagios de crescimento da broca-do-café e possui como vantagem a
facil obtencdo de ingredientes.

A fertilidade, fecundidade, longevidade e duracao do ciclo de vida dos insetos sdao
fatores diretamente relacionados as suas atividades, podendo sofrer alteragdes ao longo das
geracdes. Essas alteragdes podem ser ocasionadas por fatores fisicos e quimicos, aos quais 0s

insetos sdo submetidos em produgdes sucessivas. Exemplificando, o tempo de voo da broca-
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do-café diminui ao longo das geracdes obtidas em criagdo massal, no entanto esse pardmetro
ndo afeta as taxas de crescimento do inseto. Sendo assim, a criagdo massal pode ser mantida,
desde que sejam selecionadas fémeas ativas para dar continuidade as proximas geracdes
(VEGA; KRAMER; JARAMILLO, 2011). Os mesmos autores avaliaram a taxa de
fecundidade da broca-do-café em dieta artificial modificada (VILLACORTA; BARRERA,
1993) em razdo do adensamento populacional. Os autores relataram que a partir de 40 dias de
crescimento a taxa de fecundidade das fémeas adultas ¢ maior quando ¢ colocada apenas uma

fémea por pote de dieta.
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CAPITULO 1

MANUTENCAO E CRIACAO MASSAL DA BROCA-DO-CAFE EM NOVAS DIETAS
ARTIFICIAIS
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RESUMO

FERREIRA, JULIANA SILVA. Manutencao ¢ criagdo massal da broca-do-café em novas
dietas artificiais. 2022. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Producdo Vegetal) -
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2022.

Para estudos da biologia e de possiveis métodos de controle da broca-do-café, faz-se
necessario um método de criagdo massal em laboratorio que permita obtengdo de insetos em
quantidade suficiente e em qualquer época do ano. Para isso, ¢ importante que se conhegam
técnicas de criagdo que permitam a producao de insetos de qualidade e de baixo custo. Dessa
forma, objetivou-se neste trabalho estabelecer uma metodologia para criacdo massal e
manuten¢do da broca-do-café em dietas artificiais em laboratdrio. Para iniciar a criagdo, frutos
brocados da cultivar Catuai 144 foram coletados no campo e colocados em recipiente para
coleta dos insetos. Apos isso, as brocas-do-café¢ foram transferidas para dieta artificial de
Portilla (1999) com modificagdes em ambiente climatizado. Quando atingido um ndimero
suficiente de fémeas adultas avaliou-se o desempenho de quatro dietas artificias, duas de
Portilla (1999) com modificagdes (dietas 1 e 2) e duas de Villacorta e Barrera (1993) com
modificacdes (dietas 3 e 4). Essas alteragdes nas dietas foram realizadas com objetivo de
simplificé-las, retirando ou substituindo alguns de seus componentes. Em cada parcela, 10
fémeas adultas foram colocadas em potes plasticos contendo cada dieta e incubados em
ambiente climatizado, totalizando quatro tratamentos com oito repeticdes em delineamento
inteiramente casualizado. Ap6s 60 e 80 dias foram quantificados os individuos obtidos.
Obtendo-se uma média de 246 ¢ 376; 237 ¢ 293; 488 ¢ 622; 413 e 644 individuos totais nas
dietas 1, 2, 3 e 4, respectivamente. As dietas 3 e 4 de Villacorta e Barrera (1993) modificada
foram superiores estatisticamente no numero de individuos de H. hampei. Assim, conclui-se
que ¢ possivel a criagdo massal e manutencdo de H. hampei tanto nas dietas artificiais
modificadas de Portilla (1999) quanto de Villacorta e Barrera (1993), sendo que nesta tltima
¢ obtido maior nimero de individuos.

Palavras-chave: bioensaio, Coffea arabica, criagdo de insetos, Hypothenemus hampei.
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ABSTRACT

FERREIRA, JULIANA SILVA. Maintenance and mass rearing of the coffee berry borer in
new artificial diets. 2022. 83 f. Dissertation (Master in Agronomy / Vegetables Production) —
Federal University of Uberlandia, Uberlandia, 2022.

In order to study the biology and possible methods of controlling the coffee berry borer, it is
necessary to have a mass rearing method in the laboratory that allows obtaining insects in
sufficient quantity and at any time of the year. For this, knowledge of rearing techniques that
allow the production of insects in quantity and quality is necessary. Thus, the objective was to
establish mass rearing on an artificial diet and to compare diets that allow the rearing of a
greater number of individuals. To start rearing, coffee berries bored of the Catuai 144 cultivar
were collected in the field and placed in traps to collect insects. After that, the coffee berry
borer was transferred to the artificial diet of Portilla (1999) with modifications in an air-
conditioned environment. When a sufficient number of adult females was obtained, the
performance of four artificial diets was evaluated, two by Portilla (1999) with modifications
(diets 1 and 2) and two by Villacorta and Barrera (1993) with modifications (diets 3 and 4).
Modifications in the diets were carried out with the aim of simplifying them, removing or
replacing their components. In each plot, 10 adult females were placed in plastic pots
containing each diet and incubated in an air-conditioned environment, totaling four treatments
with eight replications in a completely randomized design. After 60 and 80 days, the
individuals obtained were quantified. After 60 and 80 days of incubation, an average of 246
and 376; 237 and 293; 413 was obtained of total individuals in diets 1, 2, 3 and 4,
respectively. The modified Villacorta and Barrera (1993) diets 3 and 4 were statistically
superior in the number of H. hampei individuals. In this way, it was possible to carry out the
mass rearing of the coffee borer in the modified diets.

Key words: bioassay, Coffea arabica, Hypothenemus hampei, insect rearing
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1. INTRODUCAO

Para estudos da biologia e de possiveis métodos de controle da broca-do-cafg,
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), ¢ necessario que
seja desenvolvido um método de criacdo massal desse inseto que permita obtencdo de
individuos em quantidade suficiente para testes, em qualquer época do ano (GIRALDO,
2009). Além disso, ¢ fundamental o dominio de técnicas de criagdo que permitam a produgao
de insetos com qualidade. Apesar da importancia dessa praga, as técnicas de criagdao atuais
apresentam falhas que dificultam a produ¢do massal da broca-do-café (CELESTINO et al.,
2016).

A criacdo da broca-do-café em frutos ou graos ¢ dificultada por ndo serem
disponiveis durante todo o ano, ja que a colheita ¢ anual. Os frutos e graos beneficiados
podem ser armazenados resfriados, no entanto, quando utilizados podem perder rapidamente a
umidade prejudicando o desenvolvimento dos estddios imaturos da broca. Além disso, a
criagdo massal de H. hampei em frutos ou pergaminhos de café ¢ dificultada pelo
aparecimento de fungos saprofitas como Aspergillus spp. e Penicillium spp. e o dificil
manuseio dos insetos que permanecem dentro dos pergaminhos caf€.

Hirose e Neves (2002) desenvolveram um método de criacdo massal em frutos de
café em que a sanidade dos frutos recém-infestados deve ser verificada periodicamente, além
do controle manual para manuten¢do da umidade borrifando-se agua. De acordo com os
estudos de Celestino ef al. (2016), a criagdo da broca-do-café pode ser realizada em café
robusta (C. canephora) em coco, sem a necessidade de qualquer processo de assepsia,
podendo ser armazenado em freezer a -20°C para ser utilizado durante a entressafra. No
entanto, quando utilizados podem perder rapidamente a umidade prejudicando o
desenvolvimento dos estadios imaturos da broca (BENASSI; BENASSI, 2000).

Diante das dificuldades enfrentadas ¢ importante realizar a criacdo em dietas
artificiais em laboratério de facil preparo e com ingredientes acessiveis. Jaramillo e Parra
(2018) testaram o desenvolvimento de H. hampei na dieta de Portilla (1999) modificada,
verificando que a dieta modificada ndo alterou o desenvolvimento da broca em relagdo a dieta
natural. O tempo médio de ovo-adulto de H. hampei foi de 24,1 dias e a razdo sexual 0,82. De
acordo com os autores a dieta ¢ comparavel a dieta natural, além de ser de baixo custo e facil

preparo.
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A criacdo da broca-do-café¢ em dieta artificial é importante para realizagdo de
testes em laboratdrio, para que se obtenha um nimero de insetos suficientes para todos os
tratamentos e para que a idade dos insetos seja mais proxima. Nas metodologias encontradas
ndo sdo descritos alguns detalhes importantes para a criagcdo da broca-do-café neste tipo de
dieta, como manutengdo da umidade relativa externa, umidade relativa da dieta, descanso da
dieta para dissipacdo inicial dos conservantes, além do uso de um recipiente adequado que
facilite a manipulacdo dos insetos. Portanto, objetivou-se neste trabalho estabelecer uma
metodologia para criagdo massal e manutengdo da broca-do-café em dietas artificiais em

laboratorio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estabelecimento da criacio massal de Hypothenemus hampei

O experimento foi conduzido na empresa Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola

LTDA, localizada na zona rural do municipio de Patos de Minas, MG, no periodo de margo

de 2021 a julho de 2022.

2.1.1. Obtencao da populacio inicial

Frutos brocados de café arabica cultivar Catuai 144 foram coletados em lavoura
comercial sem historico de aplicacdo recente de inseticidas (seis meses). Para minimizar
contaminagoes, os frutos foram desinfestados superficialmente por meio da imersao em alcool
70° INPM por um minuto, depois em hipoclorito de sédio (NaClO) 5% por trés minutos e por
ultimo lavados em agua corrente. Finalmente, para eliminar o excesso de umidade eles foram
secos com papel toalha e deixados na sombra por 24 h.

Decorrido esse tempo, os frutos foram transferidos para recipientes de coleta com
o objetivo de facilitar a coleta da broca-do-café. Os coletores foram confeccionados cortando-
se o fundo de um recipiente plastico retangular de 3,5 L (27,5 x 17,0 x 9,5 cm) e substituindo-
o por tela mosquiteiro fixada com cola de contato. Outro recipiente de mesma dimensao foi
colocado por baixo para recolher os insetos e parte da tampa foi cortada e substituida por

tecido voil fixado com cola de contato para facilitar trocas gasosas (Figura 1).
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Figura 1. Recipiente de coleta de broca-do-café. (A) Vista lateral da armadilha, (B) Tampa
cortada com tecido voil, (C) Vista superior com o fundo encaixado e (D) Vista superior com
fundo desencaixado.

O volume de frutos colocados foi de 1,75 L, que correspondeu a metade da
capacidade do recipiente. A cada trés dias, as brocas retidas no fundo foram transferidas para
dieta artificial, com auxilio de pincel n® 00. Os recipientes coletores foram mantidos em sala
com temperatura de 25 + 3°C regulada por aquecedor e resfriador de ar e umidade de 70 +

15% regulada pelo acionamento periddico de um umidificador de ar e fotofase de 12 horas.

2.1.2. Criacao da broca-do-café

Para criagdo da broca-do-café foi utilizada a dieta de Portilla (1999) modificada,
denominada como “Dieta 1” (Tabela 1). Os graos de café beneficiados foram moidos em
moinho Centrifugo Simples (Modelo Vieira MCS 280 - 05 cv) com peneira de 0,2 mm. Para o
preparo da dieta, primeiramente, o café cru e o 4gar misturado a 4gua foram esterilizados em
recipientes separados, por 30 minutos. Quando morno, antes da solidificagdo do agar, os

ingredientes esterilizados e os demais ingredientes solidos foram homogeneizados em
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liquidificador por um minuto, e os ingredientes liquidos foram entdo acrescentados por tltimo
e a dieta homogeneizada por mais um minuto no liquidificador. A dieta foi vertida em
recipiente plastico (16 cm de didmetro x 8,8 cm altura), previamente exposta a luz UV por 20

minutos, e seca em estufa a 55°C por cerca de 8 horas (Figura 2 A).

Tabela 1. Composicdo de duas dietas artificiais propostas por Portilla (1999) e Villacorta e

Barrera (1993) e quatro dietas modificadas utilizadas nos bioensaios.

Ingredientes Quantidadc.e
(peso/volume) Portilla (1999) Dieta 1 Dieta 2 B;/rlrlgrlzczrlt39e3) Dieta3 Dieta 4

Agua (L) 1 1 1 0,7 1 1
Agar (g) 10 13 13 27 18 18
Café cru moido (g) 150 180 100 100 154 154
Café torrado moido (g) - - 80 - - -
Sacarose (g) 10 10 10 14 9 9
Caseina (g) 15 15 15 20 15 15
Levedo Candida utilis(g) 15 - - - - -
Levedo de torula (g) - - - 20 - -
Levedo de cerveja (g) - 15 15 - 15 15
Etanol (mL) 10 10 10 10 16 16
Acido benzoico (g) 1 1 1 - - 1
Vitaminas de Vanderzant (g) 0,5 0,5 0,5 - - 0,5
Sais de Wesson (g) 0,8 0,8 0,8 2 - 0.8
Formaldeido 37% (mL) 1 3,2 3,2 2 3,2 3,2
Benomil (g) 1,5 - - - - -
Nipagim (g) - 1,6 1,6 1 1,6 1,6
Benzoato de Na (g) - - - 0,8 - -
Sorbato de Potassio (g) - - - - 1,6 1,6

Os graos de café beneficiados foram moidos em moinho Centrifugo Simples
(Modelo Vieira MCS 280 - 05 cv) com peneira de 0,2 mm. Para o preparo da dieta,
primeiramente, o café cru e o 4gar misturado a 4gua foram esterilizados em recipientes
separados, por 30 minutos. Quando morno, antes da solidificagdo do 4gar, os ingredientes
esterilizados e os demais ingredientes solidos foram homogeneizados em liquidificador por
um minuto, e os ingredientes liquidos foram entdo acrescentados por ultimo e a dieta
homogeneizada por mais um minuto no liquidificador. A dieta foi vertida em recipiente
plastico (16 cm de didmetro x 8,8 cm altura), previamente exposta a luz UV por 20 minutos, e

seca em estufa a 55°C por cerca de 8 horas (Figura 2 A).



53

Durante esse periodo, a umidade da dieta foi verificada periodicamente em
analisador de umidade Gehaka IV3100 até atingir cerca de 63 a 68% de umidade, dando fim
ao processo de secagem. Posteriormente, a dieta foi cortada em cubos com cerca de 1 cm? (ou
um centimetro de aresta) e a umidade foi verificada novamente. Quando os cubos do meio da
dieta ndo atingiram a umidade adequada eles foram colocados na estufa a 55 °C por mais 30
minutos. Posteriormente os cubos de dieta foram expostos a luz UV em camara de fluxo
laminar por 20 minutos e acondicionadas no mesmo recipiente plastico com tampa em
temperatura ambiente. Apos, no minimo, cinco dias de descanso, para dissipacao prévia dos
conservantes, 7 a 10 cubos de dieta (aprox. 10 g) foram colocados em potes plasticos com 30
mL de capacidade com tampa (Figura 2 B). Nao houve reposi¢do de dieta durante o periodo
de criagdo da broca-do-caf¢.

Em cada pote plastico com dieta foram colocadas 20 fémeas adultas, e depois
incubados em sala com temperatura de 25 + 3 °C e umidade de 70 + 15% no escuro. Apos 60
dias os insetos obtidos nesse processo foram repicados colocando-se 20 fémeas adultas para

potes contendo dieta para manuten¢do da criag¢do (Figura 2 C).

Figura 2. (A) Dieta solidificada, (B) Pote plastico com cubos de dieta, (C) Brocas-do-café em
dieta artificial apds 60 dias de incubagao.

2.2. Avaliagao de dietas artificias para criacdo da broca-do-café

Foram preparadas quatro dietas artificiais com composigdes distintas (Tabela 1),
conforme descrito no item 2.1.2. O ingrediente levedo de torula foi substituido em todas as
dietas por levedo de cerveja por ter maior disponibilidade comercial. Ja as quantidades de
agar e café das dietas 1 e 2, Portilla (1999) modificada, foram alteradas conforme a textura

final da dieta. a umidade final também foi alterada de ambas as dietas. As dietas 1 e 2, Portilla
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(1999) modificada, sdo dietas originalmente enriquecidas nutricionalmente por possuirem sais
e vitaminas, ja a dieta 3, Villacorta e Barrera (1993) modificada, ¢ uma dieta mais simples
sem acréscimo desses ingredientes, e a dieta 4 ¢ a mesma dieta de Villacorta e Barrera (1993)
modificada acrescida de sais e vitaminas. A marca comercial dos ingredientes e custo de cada

dieta foram especificados na Tabela 2, sendo a dieta 3 com menor valor (RS).

Tabela 2. Ingredientes, marca comercial e custo de cada dieta.

Ingredientes Marca comercial Custo (RS/L)
Dietal Dieta2 Dieta3 Dietad

Agar Dinamica 6,02 6,02 8,53 8,53
Café cru moido Catuai 144 3,99 2,22 3,41 3,41
Café torrado moido Bencgavo - 3,18 - -

Sacarose Delta 0,04 0,04 0,04 0,04
Caseina Synth 6,66 6,66 6,84 6,84
Levedo de cerveja Quimicenter 0,30 0,30 0,31 0,31
Etanol Dinamica 0,20 0,20 0,31 0,31
Acido benzoico Synth 0,10 0,10 - 0,10
Vitaminas de Vanderzant Sigma-Aldrich 2,28 2,28 - 2,28
Sais de Wesson Scharlau 2,30 2,30 - 2,30
Formaldeido 37% Dinamica 0,04 0,04 0,04 0,04
Nipagin Dinamica 0,25 0,25 0,25 0,25
Sorbato de Potassio Synth - - 0,10 0,10
Total (R$): 22,18 23,59 19,83 24,51

Para avaliagdo do numero de descentes da broca-do-café. Posteriormente, 10 g de
dieta em cubos e 10 brocas-do-café adultas foram colocadas em potes plésticos de 30 mL com
tampa. As fémeas adultas foram coletadas depois de 30 dias de incubacdo e misturadas antes
de sua distribuicdo em cada experimento. Decorridos 60 e 80 dias de incubagdo em ambiente
climatizado com temperatura de 25 + 3°C e umidade relativa de ar 70 + 15% no escuro,
procedeu-se a quantificacdo dos individuos obtidos, separando-os por estadios ovos, larvas,
pupas e adultos, sendo os ultimos quantificados pelo sexo, machos ou fémeas, além do total
de individuos (fémeas, machos, ovos, larvas e pupas). O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis repeticdes. Cada pote
plastico com 10 brocas adultas constituiu uma parcela.

Os valores atipicos (outliers) foram identificados com a plotagem dos residuos
estudentizados externamente (RStudent) versus valores preditos (variavel Y). A partir do

RStudent, valores que se encontravam fora do intervalo -2 a 2 foram considerados outliers e
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suas observagdes correspondentes foram removidas do banco de dados. Os dados obtidos
foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk; a homocedasticidade pelo
teste de Hartley; e a independéncia dos residuos por andlise grafica. Posteriormente, sendo
atendidos os pressupostos, os dados foram submetidos a analise de variancia por meio do teste
F (p < 0,05). Constatando-se significancia estatistica ao nivel de 5%, os efeitos dos
tratamentos de todas as amostras foram comparados entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). A

analise estatistica foi realizada com auxilio do software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Criacdo e manutenc¢ao de H. hampei em dieta artificial

Na dieta 1 (Portilla 1999 modificada) e nas condi¢des de temperatura (25°C +
3°C) e umidade (70 £ 15%) utilizadas para estabelecimento da criacdo de H. hampei o tempo
médio de cada estagio de vida foi: 12 dias para eclosdo das larvas (Figura 3 C), 16 dias para
formac¢do de pupa e 8 dias para surgimento do adulto (Figura 3 D), totalizando cerca de 36
dias. A longevidade das fémeas na dieta utilizada para manutencdo da criacdo chegou a 190
dias e dos machos 45 dias. No entanto, um outro trabalho deve ser realizado para avaliacao
desses parametros.

Tanto para as brocas-do-café coletadas no campo que foram submetidas a dieta
artificial, quanto para as provenientes dessa dieta, foi observado um tempo minimo de sete
dias para oviposi¢do, podendo estender-se até cerca de 20 dias, dependendo da umidade da
dieta. A oviposi¢do aconteceu externamente a dieta, mais proxima a parede dos potes
plasticos, sendo separadas ou agrupadas (Figura 3 A, B). Portilla (1999), relatou que o
periodo de pré-oviposi¢do na dieta Cenibroca foi de 3-10 dias e a oviposi¢do realizada na
superficie da dieta. Portilla e Streett (2006) mantiveram a criacdo da broca-do-café¢ na dieta
Cenibroca modificada por 70 geragdes continuas, sem afetar a atividade, fecundidade, peso e

tamanho dos insetos.
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Figura 3. Fases de desenvolvimento de Hypothenemus hampei em dieta artificial. (A) Massa
de ovos externa a dieta, (B) Massa de ovos, (C) Larvas, (D) Pupas e adultos.

Uma das dificuldades encontradas para a criagdo massal da broca-do-café foi
selecionar recipientes adequados, ja que os insetos perfuram pléastico com facilidade. Sendo
assim, optou-se por recipientes de plastico mais refor¢ados como o utilizado no trabalho
(Figura 2 B). Tubos de ensaio de vidro dificultam o manuseio dos insetos, no entanto,
pequenos potes de vidro com tampa podem ser utilizados para criacdo e manutencao desses
insetos em dieta artificial. Pedacos grandes de dieta também atrapalham no manuseio dos
insetos, pois ao adentrarem a dieta, tornam-se dificeis de recuperar. Assim, blocos pequenos,
com cerca de um centimetro de aresta, além de auxiliarem no manejo do inseto, ajudaram na
uniformizacao da umidade.

Villacorta (1985) manteve mais de 15 geragdes de H. hampei em uma dieta
artificial a base de semente de algoddo e relata a dificuldade da criacdo em tubos de ensaio.
De acordo com Brun, Gaudichon e Wigley (1993), o nimero de descendentes de broca-do-
café obtidos em seu trabalho de criagdo em dieta artificial provavelmente foi limitado pelo
tamanho dos recipientes plasticos utilizados (fechados com rolhas), que restringiram o
deslocamento das fémeas para novos locais para ovipositar, durante os 70 dias de avaliagao.

Outro ponto chave para a criacdo de H. hampei foi a umidade da dieta artificial.
Dietas com umidade acima de 70% ou abaixo de 60% praticamente inviabilizam a
multiplicagdo dos insetos. Cabe destacar que a umidade do ambiente de criagdo também ¢
muito importante para evitar ressecamento rapido e, consequentemente, reposi¢des ou trocas
mais frequentes. Outro aspecto importante reside na necessidade de se deixar a dieta apds o
preparo em repouso para dissipagdo de parte dos conservantes, pois parte das brocas
provenientes do campo morreram cerca de 24 horas ap6s o contato com a dieta recém

preparada.
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A dieta de Portilla (1999) (Cenibroca), de acordo com a autora, ¢ de facil preparo
por conter poucos ingredientes, possui boas caracteristicas nutricionais e fisicas, mantém a
umidade por mais tempo e apresenta baixo indice de contaminagdo. Jaramillo (2016) testou
criacdo e manutencdo da broca-do-café na dieta de Portilla (1999) e de acordo com os
resultados obtidos essa dieta ¢ comparavel a dieta natural, café com pergaminho, no que diz
respeito a duragdo média das fases de ovo, larva, pré-pupa, ciclo total (ovo-adulto) e razao

sexual.

3.2. Avaliacao de dietas artificias para criacao de H. hampei

No experimento com 60 dias de incubagdo de H. hampei em diferentes dietas
artificiais, houve efeito significativo para as varidveis numero de fémeas, machos, ovos, pupas
e total de individuos (Tabela 3). As dietas 3 ¢ 4 obtiveram 126 ¢ 84 fémeas, respectivamente,
a mais em relacdo a dieta 1 e 125 e 83 fémeas em relagdo a dieta 2. Na variavel numero de
machos as dietas 3 e 4 obtiveram 10 e 11 machos a mais que a dieta 1 e 8 ¢ 9 machos a mais
que a dieta 2. A dieta 3, obteve 13 pupas a mais que a dieta 1 ¢ 2. Em relagdo ao nimero de
ovos, as dietas 3 e 4 obtiveram 85 e 55 ovos a mais que a dieta 1 e 101 e 71 ovos a mais que a
dieta 2. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre as dietas para niimero de
larvas. Na varidvel nimero total de individuos, a dieta 3 apresentou incremento de 242, 251 e
75 individuos em relacdo as dietas 1, 2 e 4, respectivamente, valores equivalentes a 99, 107 e
18% (Tabela 3). Nesse ensaio, o numero total de descendentes por broca apds 60 dias de

incubagdo nas dietas 1, 2, 3 e 4 foi de 24,6; 23,7; 48,8 e 41,3 individuos, respectivamente.

Tabela 3. Numero de descendentes de broca-do-café submetidas a diferentes dietas artificiais,

apo6s 60 dias.

Adulto

Tratamento Pupas Larvas Ovos Total
Fémea Macho
1 Dieta 1 51b! 7b 30b 96 ns 62 b 246 ¢
2 Dieta?2 52b 9b 30b 100 46 b 237¢
3 Dieta3 177 a 17 a 43 a 104 147 a 488 a
4 Dieta4 135a 18 a 40 ab 103 117 a 413 b
CV (%) 12,5 36,9 23.8 19,4 9,3 5,6

! médias seguidas de letras iguais na coluna, nio diferem entre si, através do teste de Tukey a 5% de

probabilidade. ns: ndo significativo ao teste de F.
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No outro experimento, com 80 dias de incubagdo foi observado efeito semelhante
ao ensaio com 60 dias. Novamente, as dietas 3 e 4 se sobressairam na maior parte dos
parametros avaliados. Além disso, houve efeito significativo para todas as variaveis
analisadas como numero de fémeas, machos, ovos, larvas, pupas e total de individuos (Tabela
4).

A dieta 4 obteve 129 e 131 fémeas, respectivamente, a mais em relagdo a dieta 1 e
2. Quanto ao namero de machos, as dietas 3 e 4 obtiveram 12 e 13 machos a mais que a dieta
2. A dieta 4 obteve 29 pupas a mais que a dieta 1 e 38 pupas a mais que as dietas 2 e 3.
Quanto ao numero de larvas, a dieta 4 obteve 83 e 106 larvas a mais que as dietas 2 ¢ 3. Em
relacdo ao niumero de ovos, a dieta 3 obteve 268 ¢ 182 ovos a mais que as dietas 2 ¢ 4. E por
fim, na variavel nimero total de individuos, as dietas 3 e 4 apresentaram incremento de 246 ¢
268 individuos em relacdo a dieta 1 valores equivalentes a 65 e 71% de incremento e 329 e
351 individuos em relagdo a dieta 2 valores equivalentes a 112 e 120% de incremento. Nesse
experimento, o numero total de descendentes por broca apos 80 dias de incubacdo nas dietas
1, 2, 3 ¢ 4 foi de 38; 29; 64 e 66 individuos, respectivamente. Durante a avaliagao do
experimento foi notado que as dietas 3 e 4 ret€ém mais umidade em relagdo as dietas 1 e 2 o

que pode ter contribuido com o resultado.

Tabela 4. Numero de descendentes de broca-do-café submetidas a diferentes dietas artificiais,

apos 80 dias.

Tratamento Adulto Pupas Larvas Ovos Total
Fémea Macho

1 Dieta 1 148 b' 16 ab 31b 110 ab 71 be 376 b

2 Dieta?2 146 b 9b 22b 8lb 35¢ 293 b

3 Dieta3 218 ab 2la 22b 58b 303 a 622 a

4 Dieta4 277 a 22a 60 a 164 a 121b 644 a

CV (%) 37,0 35,7 46,7 45,9 18,5 20,7

' médias seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si, através do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos com diferentes técnicas de
criacdo em dieta natural e artificial. Celestino et al. (2016) testou a criagao da broca-do-café
em dieta natural, onde os tratamentos foram café ardbica em coco, arabica com pergaminho e
robusta em coco submetidos ou ndo a assepsia e armazenamento. A melhor técnica avaliada
foi café robusta em coco, sem assepsia, podendo ser armazenado em freezer a -20°C para ser

utilizado durante a entressafra. Nesse tratamento o nimero de descendentes totais foi de 464 ¢
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387 individuos com e sem armazenamento, respectivamente. Nesta pesquisa o numero
maximo de descendentes foi de cerca de 11 individuos por broca apos 70 dias de infestagdo.
Por outro lado, de acordo com os estudos realizados por Benassi (2000), a média de
descendentes de H. hampei foi de 22 individuos, com numero variando de 17 a 36
individuos/fémea em frutos de C. canephora apds 28 dias apds de infestagao.

Comparando-se os resultados obtidos em trabalhos citados de criacdo de H.
hampei em dieta natural, o nimero de individuos gerados nas dietas artificiais foi maior. As
geragdes de H. hampei em dieta artificial sdo superpostas ja que as fémeas que nascem sao
fecundadas e logo iniciam a oviposi¢do. Dessa forma, em todos os momentos encontraram-se
individuos em diferentes estdgios de desenvolvimento (ovos, larvas, pré-pupas, pupas e
adultos), enquanto a dieta apresentar condi¢des nutricionais ¢ de umidade necessarias para o
desenvolvimento da broca-do-café (VILLACORTA; PRELA; POSSAGNOLO, 2000).

Esses autores testaram a criagdo de H. hampei na dieta de Villacorta e Barrera
(1993) modificando-se o agar bacterioldgico para agar industrial a fim de se obter menor
custo (reducdo de R$ 2,95). Os autores obtiveram uma média de 153 individuos totais na dieta
testada apds 66 dias de incubacdo. De acordo com os autores, o experimento foi realizado
com brocas-do-café coletadas em campo e se for realizado com brocas provenientes de dieta
artificial o nimero de adultos obtidos provavelmente serd maior, pelo fato de que
diferentemente da populagdo natural coletada em campo, a populagdo coletada em dieta
possui idade e as condig¢des climaticas e de alimento mais semelhantes.

Brun, Gaudichon e Wigley (1993) obtiveram média de 16 descendentes totais de
broca-do-café apds 70 dias de criagao em dieta artificial (composta por: dgua, agar, gérmen de
trigo, sacarose, café moido, 4cido ascorbico, benzoato methyl-p-hydroxy, propionato de
sodio, penicilina, estreptomicina e vitaminas de Vanderzant) em condigdes de temperatura e
umidade semelhantes as utilizadas no presente trabalho (25°C e 85%). Villacorta e Barrera
(1993), em sua dieta original, obtiveram populacdo de at¢ 79 individuos de H. hampei.
Portilla e Streeett (2006) avaliaram a fecundidade de brocas-do-café¢ na dieta Cenibroca
modificada e obtiveram o resultado de até 84,2 individuos por broca apds 70 dias de
infestacdo. Os dados obtidos no presente trabalho corroboram os daqueles autores, ja que
foram obtidos até 66 individuos apds 80 dias de infestagcao da dieta.

Os dados obtidos demonstram que as dietas 3 e 4 constituiram-se nas melhores
fontes nutricionais, ja que se sobressairam nos parametros avaliados em relacdo as dietas 1 e

2, sendo as mais eficientes na criagdo da broca-do-café. Novos estudos devem ser realizados
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com essas dietas avaliando-se a longevidade dos adultos de H. hampei em cada uma delas,

além do nimero de geragdes obtidas ao longo do tempo.

4. CONCLUSOES

A criacdo e manutencdo massal de H. hampei nas dietas avaliadas foram
realizadas com sucesso, onde as dietas de Villacorta e Barrera (1993) modificadas (1 e 2)

foram as que obtiveram maior nimero de individuos.
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CAPITULO 2

FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS NO CONTROLE DA BROCA-DO-CAFE EM
LABORATORIO
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RESUMO

FERREIRA, JULIANA SILVA. Fungos entomopatogénicos no controle da broca-do-café em
laboratorio. 2022. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Producdo Vegetal) -
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2022.

A broca-do-café, Hyphotenemus hampei, ¢ considerada umas das principais pragas da
cafeicultura pois as larvas desse inseto se alimentam da semente reduzindo a produtividade e
a qualidade do café, além de causar queda prematura dos frutos e facilitar a entrada de
microrganismos devido ao dano fisico causado. Sendo assim, € necessaria a adogao de taticas
de monitoramento e controle, uma vez que causa prejuizos quantitativos e qualitativos ao
cafeeiro. Entre as ferramentas para reduzir a densidade populacional da broca-do-café, esta o
uso de fungos entomopatogénicos. O controle bioldégico da broca-do-café¢ ¢é feito
principalmente por meio de produtos a base de conidios de Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae. Devido a importancia de prospec¢ao de isolados de fungos entomopatogénicos
para fabrica¢dao de novos produtos microbiolodgicos para controle da broca-do-café objetivou-
se neste trabalho avaliar a eficiéncia de 27 isolados de fungos entomopatogénicos no controle
da broca-do-café em laboratério, no intuito de ampliar o potencial de uso desses agentes
bioldgicos de controle. Na primeira etapa, para selecdo de isolados, realizou-se dois
bioensaios onde as brocas foram imersas em solugdo ajustada na concentragio de l1a 3 x 10®
conidios/mL de cada isolado e o tratamento controle (agua esterilizada). Os tratamentos foram
mantidos em ambiente climatizado e apds sete dias realizada a avaliagao de mortalidade ¢ a
mortalidade confirmada foi verificada ap6s camara imida. Os isolados que causaram maior
mortalidade e dois isolados comerciais foram selecionados para avaliacdo de concentragao
letal (CLso ¢ CLoo) e tempo letal (TLso ¢ TLoo). Para concentragdo letal as brocas-do-café
foram tratadas em diferentes concentra¢des de conidios e depois mantidas em ambiente
climatizado por sete dias para avaliacao de mortalidade total e confirmada. Para tempo letal as
brocas foram tratadas na concentracdo 10® conidios/mL dos isolados selecionados e apds dois
dias e a cada 24h até o oitavo dia foi verificado o nimero de individuos mortos e preparo de
camara umida para confirmagdo. Dos 27 isolados avaliados, 24 apresentaram mortalidade
superior ao tratamento controle e trés apresentaram mortalidade superior a 85%. Nos ensaios
de CLso e CL9o 0s isolados IBCB 353 e IBCB 364 foram mais letais & H. hampei. Nos ensaios
de TLso e TL9o os isolados IBCB 66 e IBCB 353 causaram letalidade em menor tempo. Os
1solados NCTB 04, IBCB 353 e IBCB 364 sao promissores no controle da broca-do-cafg.

Palavras-chave: bioensaio, controle biologico, fungos neotropicais, Hypocreales.
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ABSTRACT

FERREIRA, JULIANA SILVA. Effect of entomopatogenic fungi on the control of the coffee
berry borer in the laboratory. 2022. 74 f. Dissertation (Master in Agronomy / Vegetables
Production) — Federal University of Uberlandia, Uberlandia, 2022.

Hyphotenemus hampei is considered one of the main pests of coffee planting because the
larvae of this insect feed on the seed, reducing the productivity and quality of the coffee, in
addition to causing premature fruit drop and facilitating the entry of microorganisms due to
the physical damage caused. Therefore, it requires the adoption of monitoring and control
tactics, since it causes quantitative and qualitative damage to the coffee plant. Among the
tools to control the coffee berry borer, there is the use of entomopathogenic fungi that can be
prospected for the control of this insect. Biological control of the coffee berry borer is mainly
done through products based on conidia of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae.
Due to the importance of prospecting isolates of entomopathogenic fungi for the manufacture
of new microbiological products for the control of coffee berry borer, this study aimed to
evaluate the efficiency of 28 isolates of entomopathogenic fungi in the control of coffee berry
borer in the laboratory. In the first step, for the selection of isolates, two bioassays were
carried out where the coffee berry borer were immersed in a solution adjusted to 103
conidia/mL of each isolate and the control treatment (sterile water). The treatments were kept
in an air-conditioned environment and after seven days the mortality assessment was carried
out and the confirmed mortality was verified after a humid chamber. The isolates that caused
the highest mortality and two commercial isolates were selected for evaluation of lethal
concentration (LCso and LCoo) and lethal time (LTso and LTeo). For lethal concentration, the
coffee berry borer was treated at different conidia concentrations and then kept in an air-
conditioned environment for seven days to evaluate total and confirmed mortality. For lethal
time, the coffee berry borer was treated at a concentration 1 of 3 x 10® conidia/mL of the
selected isolates and every 24 hours the number of dead individuals was verified and a humid
chamber was prepared for confirmation. Of the 27 isolates evaluated, 25 had a mortality
higher than the control treatment and three had a mortality higher than 85%. In the LCso and
LCoo assays, the isolates IBCB 353 and IBCB364 were more lethal to H. hampei. In the LTso
and LTy assays, the isolates IBCB 353 and IBCB 66 caused lethality in a shorter time. The
isolates IBCB 353 and IBCB 364 are promising in the control of the coffee berry borer.

Key words: bioassay, biological control, Hypocreales, neotropical fungi.
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1. INTRODUCAO

A cultura do café, Coffea arabica e C. canephora, tem grande importancia
mundial, além desta bebida ser a mais consumida no mundo. Dentre as dificuldades dos
cafeicultores estd o controle sustentdvel de pragas e doengas para fornecer um produto de
qualidade aos consumidores. Dentre as principais pragas existentes nessa cultura esta a broca-
do-café Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae). Esse inseto-
praga exige a ado¢do de taticas de monitoramento e controle, uma vez que causa prejuizos
quantitativos e qualitativos ao cafeeiro (JOHSON et al., 2020; SOUZA, 2019).

As fémeas adultas de H. hampei iniciam a injiria ao fruto de café quando
perfuram a coroa e constroem uma galeria no endosperma, onde os ovos sdo depositados.
Apods a eclosdo, as larvas se alimentam da semente reduzindo a produtividade (VEGA;
KRAMER; JARAMILLO, 2011). Sendo assim, a intensidade das infestagdes ocasionadas por
esse inseto causa prejuizos aos cafeicultores. Esses danos podem ser quantitativos, devido a
queda prematura dos frutos e a perda de peso, em fungdo da alimentacdo do inseto, ou
qualitativos devido a alteragdo do tipo do grdo de acordo com o numero de defeitos e a
qualidade da bebida, que pode ser alterada pela presenga de microrganismos (MATIELLO,
2008).

Matiello (2008) avaliou danos quantitativos e qualitativos causados por H. hampei
em trés lavouras de café conilon naturalmente infestadas. As perdas quantitativas de massa de
café em coco variaram de 0,64 a 11%, ¢ de massa de café beneficiado foi de 0,99 a 22,73%.
Os danos qualitativos foram relacionados ao ntimero de defeitos e de tipos de café que
aumentaram a medida que foi elevado o numero de frutos infestados pelo inseto. Ambas as
perdas e danos tiveram aumento linear, de acordo com a ampliagao do nivel de infestacao,
devido ao consumo do fruto pelas larvas e adultos da broca-do-café. Dessa forma o manejo da
broca-do-café ¢ importante para evitar perdas causadas pela infestacdo do inseto na lavoura.

Para controle eficaz da broca-do-café deve-se levar em consideracdo todos os
fatores que constituem o ecossistema do cafeeiro e suas multiplas interagdes. E importante
conhecer a fenologia da cultura, tais como tempos de floracdao e idade dos frutos; os fatores
favoraveis a ocorréncia e alimentacdo da broca; bem como a biologia e os habitos de
reproducdo, para assim adotar as ferramentas de controle, mantendo o nivel populacional do
inseto de forma que nao cause danos e nado afete a produtividade (BUSTILLO et al., 1998;

CAMILO; OLIVARES; HERNANDEZ, 2003).
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Entre as ferramentas de controle de H. hampei, esta o uso de fungos
entomopatogénicos que podem ser prospectados para reduzir a densidade populacional desse
inseto. O controle bioldgico da broca-do-café ¢ feito principalmente por meio de produtos a
base de B. bassiana, fungo comumente encontrado nos orificios abertos pela broca, como na
coroa do fruto do café em épocas mais chuvosas (PARRA; REIS, 2013), e M. anisopliae.
Essas duas espécies sao os entomopatdégenos mais estudados e utilizados no controle
microbiano de pragas, devido a especificidade, seletividade e compatibilidade com outros
métodos, além da seguranca ambiental (ALMEIDA; ROCHA; BATISTA FILHO, 2007).

Atualmente para controle bioldgico de H. hampei no Brasil existem 15 inseticidas
microbioldgicos registrados, compostos por seis isolados de fungos entomopatogénicos das
espécies B. bassiana e M. anisopliae, sendo cinco isolados de B. bassiana (BV 13, CG 716,
GHA, IBCB 66 ¢ PL 63) e um isolado de M. anisopliae (IBCB 425) associado ao isolado de
B. bassiana IBCB 66 (AGROFIT, 2022). No entanto, existe grande diversidade de géneros
que ainda precisa ser explorada, tais como Cordyceps, Fusarium ¢ Paecilomyces.

Diante disso, ¢ importante a realizagdo de estudos com novos isolados de fungos
entomopatogénicos para fabricacdo de produtos microbiolodgicos para controle da broca-do-
café. Assim, com base no exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar a eficiéncia de isolados
de fungos entomopatogénicos no controle da broca-do-café em laboratorio, no intuito de

ampliar o potencial de uso desses agentes bioldgicos de controle.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Bioensaios com fungos entomopatogénicos

O experimento foi conduzido na empresa Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola
LTDA, localizada na zona rural do municipio de Patos de Minas, MG, no periodo de

setembro de 2021 a julho de 2022.

2.1.1. Origem e obtencao dos isolados

Foram utilizados 27 isolados de fungos entomopatogénicos (Tabela 1), sendo oito

provenientes do Instituto Biologico de Sdo Paulo - SP, trés da Universidade Federal de

Uberlandia, Campus Monte Carmelo - MG, um de produto comercial e 14 foram isolados de
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forma direta de adultos da broca-do-café colonizados naturalmente encontrados em lavoura de
café em Patos de Minas — MG, coordenadas 18°44'13" S e 46°39'40" W. Os fungos foram
identificados a nivel de género por meio da morfologia das colonias e microscopia Optica e

preservados pela técnica de Castellani (1939).

Tabela 1. Isolados e origem dos fungos entomopatogénicos.

Isolado Espécie Origem
CMAA 1306 Beauveria bassiana Produto comercial
IBCB 170 Beauveria bassiana Instituto Bioldgico de Sdo Paulo
IBCB 66 Beauveria bassiana Instituto Bioldgico de Sao Paulo
NCTB 04 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 05 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 06 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 07 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 08 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 13 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 15 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 15.1 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 16 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTB 18 Beauveria sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
UFUMCB 1 Beauveria sp. Universidade Federal de Uberlandia
UFUMCB 3 Beauveria sp. Universidade Federal de Uberlandia
IBCB 130 Cordyceps fumosorosea Instituto Biologico Sao Paulo
NCTI 01 Cordyceps sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTC 01 Cordyceps sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
NCTC 02 Trichocomaceae Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.
UFUMCF Fusarium sp. Universidade Federal de Uberlandia
IBCB 348 Metarhizium anisopliae Instituto Bioldgico de Sao Paulo
IBCB 353 Metarhizium anisopliae Instituto Biologico de Sdo Paulo
IBCB 364 Metarhizium anisopliae Instituto Bioldgico de Sdo Paulo
IBCB 383 Metarhizium anisopliae Instituto Biologico de Sao Paulo
IBCB 391 Metarhizium anisopliae Instituto Bioldgico de Sdo Paulo
IBCB 425 Metarhizium anisopliae Instituto Bioldgico de Sdo Paulo
NCTP 08 Paecilomyces sp. Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola Ltda.

2.1.2. Selecao dos isolados

Os isolados foram repicados em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e incubados a
25°C por 10 dias ou at¢ atingirem a esporulacdo, dependendo de cada isolado (Figura 1). Apds

constatada a esporulacdo, de 20 a 50 mL de solucdo de agua destilada estéril + Tween 0,2%
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foram adicionados a placa com cultura crescida de cada isolado e com auxilio de alga de
Drigalsk os conidios foram incorporados a solugdo. Posteriormente, a solu¢do contendo
conidios e micélio foi agitada em agitador tipo Vortex e peneirada em peneira de 100 mesh. A
concentracdo das solugdes foi verificada em camara de Neubauer e, quando necessario,
ajustada a concentracdo de 1 a 3 x 10% conidios por mL, adicionando-se mais solu¢do de 4gua
com Tween ou conidios. Com as concentragdes ajustadas, 0,5 mL de solugcdo foram

adicionadas em tubos criogénicos de 2 mL para realizar o tratamento nos insetos.

Figura 1. Colonias de fungos entomopatogénicos em meio Batata Dextrose Agar (BDA). (A
e B) Metarhizium anisopliae, (C e D) Beauveria sp., (E) Cordyceps sp., (F) Trichocomaceae
(G) Paecilomyces sp. e (H) Fusarium sp.

Dez fémeas adultas da broca-do-café foram colocadas dentro dos tubos
criogénicos para imersdo nas suspensdes de conidios dos entomopatdgenos. Esses tubos
foram entdo levemente agitados manualmente por 30 segundos e depois os insetos juntamente
com a suspensdo foram transferidos para pote plastico de 30 mL com tampa contendo quatro
pedacos de papel filtro mata-borrdo sobrepostos cortados em 2 cm? previamente esterilizados,
para absor¢ao da suspensao de conidios e secagem dos insetos. O tratamento controle foi feito
com imersdo em solucdo de dgua destilada + Tween 0,2%. Decorrido o tempo de uma hora, as
brocas-do-café foram transferidas para outro pote plastico (30 mL) contendo um pedago
pequeno de dieta para alimentacdo dos insetos e um pedago de papel filtro mata-borrdo

cortado em tamanho de 1,5 cm?, para que o papel filtro ndo fique em contato com a dieta.
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Foram adicionados 200 pL de dgua destilada esterilizada em cima do papel filtro a fim de se
manter microclima imido dentro dos potes (Figura 2 A).

Os potes foram acondicionados em sala climatizada com temperatura de 25 + 3°C
e umidade relativa de 80 + 10%, regulada pelo acionamento periddico de umidificador de ar
para manuten¢do do microclima externo, por sete dias. A cada 48 h foram adicionados mais
100uL de agua destilada estéril aos pedacos de papel filtro. O papel umedecido e a umidade
externa do ar serviram para dar condi¢des necessarias a germinagao dos conidios.

Depois de 10 dias foi realizada a avaliacdo dos experimentos separando-se os
insetos vivos e mortos com auxilio de pincel n® 00. A mortalidade foi confirmada por meio da
observagao dos insetos com crescimento micelial e esporulagdo caracteristica do isolado, além
da morfologia de conididforos e conidios observados em microscopio Optico de luz (Figura 2
B). Brocas mortas sem coloniza¢do aparente foram desinfestadas superficialmente em 30
segundos em solucdo de NaClO 1% e colocadas em papel toalha para secagem. Logo apos,
foram colocadas em camara umida em caixas plasticas tipo Gerbox contendo algodao
embebido com agua destilada por quatros dias, a 25 °C, para confirmar se houve morte por

colonizacao (Figura 2 C).

Figura 2. (A) Recipiente plastico com as brocas-do-café tratadas, dieta e papel filtro
umedecido, (B) Brocas colonizadas por Beauveria bassiana apés sete dias de incubacgdo, (C)
Camara umida com insetos mortos apds quatro dias de incubagio.

Os isolados de fungos entomopatogénicos foram divididos em dois grupos para
realizacdo de dois bioensaios, o primeiro com 15 isolados e o tratamento controle totalizando
16 tratamentos e o segundo bioensaio com 12 isolados mais o tratamento controle, totalizando

13 tratamentos (Tabela 2). Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
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casualizado com seis repeti¢des. Cada pote plastico de 30 mL de capacidade, com 10 insetos,

foi considerado uma repeticao.

Tabela 2. Tratamentos utilizados nos dois bioensaios para avaliacao de potencial patogénico

e de viruléncia a broca-do-café.

Tratamento Bioensaio | Bioensaio II
Fungo Isolado Fungo Isolado

T Controle - Controle -
T, Beauveria bassiana IBCB 66 Cordyceps fumosorosea 1BCB 130
T3 Beauveria bassiana IBCB 170 Cordyceps sp. NCTI 01
T4 Beauveria bassiana CBMA 1306  Cordyceps sp. NCTC 01
Ts Beauveria sp. UFUMCB 1  Trichocomaceae NCTC 02
Te Beauveria sp. UFUMCB 3 Fusarium sp. UFUMCEF 1
T7 Beauveria sp. NCTB 02 Metarhizium anisopliae 1BCB 348
Ts Beauveria sp. NCTB 03 Metarhizium anisopliae 1BCB 353
To Beauveria sp. NCTB 04 Metarhizium anisopliae 1BCB 364
T1o Beauveria sp. NCTB 05 Metarhizium anisopliae 1BCB 383
T Beauveria sp. NCTB 06 Metarhizium anisopliae 1BCB 391
T2 Beauveria sp. NCTB 07 Metarhizium anisopliae 1BCB 425
Tis Beauveria sp. NCTB 08 Paecilomyces sp. NCTP 08
Tia Beauveria sp. NCTB 09
Tis Beauveria sp. NCTB 10
Tie Beauveria sp. NCTB 11

Os valores atipicos (outliers) foram identificados com a plotagem dos residuos
estudentizados externamente (RStudent) versus valores preditos (variavel Y). A partir do
RStudent, valores que se encontravam fora do intervalo -2 a 2 foram considerados outliers e
suas observagdes correspondentes foram removidas do banco de dados. Os dados de
mortalidade confirmada foram transformados em arc-sen Vx+0,5. Os dados obtidos foram
analisados quanto a normalidade pelo teste de Jaque-Berra; a homocedasticidade pelo teste de
Hartley; e, a independéncia dos residuos por analise grafica. Posteriormente, sendo atendidos
os pressupostos, os dados foram submetidos a andlise de variancia por meio do teste F (p <
0,05). Constatando-se significancia estatistica ao nivel de 5%, os efeitos dos tratamentos
foram comparados entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). A analise estatistica foi realizada

com auxilio do software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2007).
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2.2. Multiplicacio dos isolados

Para obtencdo de conidios dos fungos entomopatogénicos selecionados, em
camara de fluxo laminar, cinco discos de micélio dos isolados com 10 dias de idade crescidos
em BDA foram adicionados em Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura liquido
Batata Dextrose (BD) previamente esterilizado e resfriado. Feito isso, esses Erlenmeyers
foram colocados em agitagao de 180 rpm e temperatura de 26°C por 48h. Como substrato
solido de crescimento foram preparados saquinhos plésticos contendo arroz parboilizado
(Arroz Gringo). Seis quilos de arroz foram colocados de molho com 4gua por 30 minutos,
depois de retirado o excesso de agua com escorredor de arroz, 250 g do arroz umido foram
fracionados em sacos plasticos de polipropileno, 20 x 30 cm, fechados com grampo e
esterilizados em autoclave por 30 min.

Ap6s agitacdo, em fluxo laminar, com auxilio de seringa, 20 mL de inoculo foram
adicionados em cinco saquinhos com arroz e revolvidos manualmente para homogeneizag¢ao
do fungo em todo o arroz. Os saquinhos foram dispostos em prateleiras a 25 + 3°C de
temperatura. No terceiro ¢ no sexto dia o arroz foi revolvido manualmente para rompimento
do micélio e trocas gasosas. No oitavo dia o arroz foi espalhado em bandejas por mais trés
dias na mesma temperatura. Apos isso, para remog¢ao dos conidios o substrato foi peneirado

manualmente em peneira de 20 e 100 mesh.
2.3. Concentracao letal média (CLs0 e CL90) e tempo letal médio (TLso e TLoo)

Para realizacdo dos experimentos de CLso e TLso foi verificada a viabilidade dos
conidios dos isolados selecionados multiplicados no arroz. Para andlise de viabilidade,
aliquotas de 15 uL da diluigdo 10™* foram colocadas em placas de Petri contendo meio BDA e
incubadas por 16 h a 25°C. Apds esse periodo foi adicionado corante azul de lactofenol sobre
a os conidios na placa de Petri e no microscopio 6ptico foram contados cerca de 500 conidios
germinados e ndo germinados para determinacdo da viabilidade em porcentagem.
Posteriormente, para montagem dos experimentos foram realizadas dilui¢des seriadas a partir
dos conidios peneirados em solugdo de 4gua destilada + Tween 0,2%, previamente
esterilizada e a concentragao de conidios totais estimadas em camara de Neubauer.

Os bioensaios de CL foram realizados imergindo-se os insetos nas solugdes de
conidios e, posteriormente, fazendo a transferéncia para pote plastico com papel filtro

umedecido e pedaco de dieta conforme o item 2.1.2. Foram utilizadas as concentrac¢des de 2,5
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x 10%; 2,5 x 10%; 2,5 x 107; 2,5 x 10% 2,5 x 10 e 2,5 x 10* conidios vidveis/mL para os
isolados de M. anisopliae (IBCB 353, IBCB 364, IBCB 425) ¢ 6 x 10% 3 x 10% 3 x 108 3 x
107; 3 x 10% 3 x 10° conidios viaveis/mL para os isolados de B. bassiana (NCTB 04 ¢ IBCB
66). No total foram 30 tratamentos, com seis repeticdes (180 parcelas), cada parcela com 15
brocas adultas provenientes da criacdo massal em dieta artificial. Apods sete dias de incubacao
em sala climatizada foram realizadas avaliagdes de mortalidade e preparo de camara umida
conforme o item 2.1.2.

Os bioensaios de TL foram realizados imergindo-se os insetos nas solugdes de
conidios e transferidas para pote plastico de 30 mL com papel filtro umedecido e pedaco de
dieta conforme o item 2.1.2. As concentra¢des utilizadas foram de 2,5 x 10° e 2,5 x 10®
conidios vidveis/mL para os isolados de M. anisopliae (IBCB 353, IBCB 364, IBCB 425); ¢ 6
x 10° e 3 x 10° conidios viaveis/mL para os isolados de B. bassiana (NCTB 04 ¢ IBCB 66) e
o tratamento controle contendo solu¢do de agua destilada + Tween 0,2%. Tanto para os
ensaios de CL quanto de TL foram realizados testes para determinar as doses a serem
utilizadas.

No total foram 11 tratamentos, com seis repeticdes (66 parcelas), cada parcela
com 15 brocas adultas provenientes da criagdo massal em dieta artificial. Apds dois dias ¢ a
cada 24h até o oitavo dia foi realizada contagem de individuos mortos e preparada camara
umida para avaliagdo de mortalidade confirmada. Os dados de mortalidade do tempo letal
foram corrigidos pela formula de Abbott (1925). Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado e os dados de mortalidade obtidos nas diferentes
concentracgoes e tempos foram submetidos a analise de Probit, determinando-se as CLso, CLoo,

TLso € TLoo utilizando o software IBM SPSSStatistics 28.0 (IBM SPSS, 2021).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecao de isolados de fungos entomopatogénicos a broca-do-café

No primeiro bioensaio com diferentes isolados de Beauveria spp., foi observado
que todos os isolados foram patogénicos a broca-do-café apresentando mortalidade
confirmada acima de 30% (Tabela 3). Houve diferenca significativa de todos os isolados em
relacdo ao tratamento controle, entretanto, o isolado NCTB 04 destacou-se, apresentando
mortalidade superior aos isolados UFUMCB 1, NCTB 06, NCTB 15, NCTB 16, NCTB 13,
NCTB 07 UFUMCB 3 e NCTB 08, sendo o tunico isolado a apresentar mortalidade
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confirmada acima de 85%. O bioensaio II, com fungos entomopatogénicos dos géneros
Cordyceps, Fusarium, Mertarhizium e Paecilomyces também apresentou significincia na
mortalidade confirmada, os isolados IBCB 364, IBCB 353, IBCB 391, IBCB 383, IBCB 348,
IBCB 425, NCTC 01, NCTC 02 e NCTI 01 se diferenciaram estatisticamente do tratamento
controle. Os isolados IBCB 364 ¢ o IBCB 353 foram os Unicos a apresentarem mais de 85%

de mortalidade confirmada.

Tabela 3. Efeito de diferentes isolados de fungos entomopatogénicos na mortalidade da

broca-do-café.

Bioensaio [ Bioensaio II

Tratamento Mortalidade confirmada (%) Tratamento Mortalidade confirmada (%)
Controle 0,0 ¢! Controle 0,0 f
NCTB 08 30,3 f IBCB 130 1,0 ef
UFUMCB 3 45,0 e NCTP 08 1,7 ef
NCTB 07 58,3 de UFUMCEF 1 1,7 ef
NCTB 13 58,4 de NCTI 01 4.2 de
NCTB 16 60,8 cd NCTC 02 11,7 d
NCTB 15 64,4 bed NCTC 01 442 ¢
NCTB 06 67,5 bed IBCB 425 53,8 be
UFUMCB 1 68,2 bed IBCB 348 58,3 be
IBCB 66 70,8 abcd IBCB 383 63,3 b
CBMA 1306 74,2 abcd IBCB 391 68,3 ab
IBCB 170 74,2 abcd IBCB 353 86,7 a
NCTB 15.1 75,0 abced IBCB 364 875 a
NCTB 18 76,1 abc
NCTB 05 77,5 ab
NCTB 04 87,5 a
CV (%) 5,5 243

'Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si, através do teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Dentre os 27 isolados testados para controle da broca-do-café, os que
apresentaram melhor efeito foram os fungos entomopatogénicos dos géneros Beauveria e
Metarhizium. Todos os produtos biologicos registrado no Brasil para controle dessa praga sao
constituidos de propagulos fungicos desses géneros. No total sdo cinco isolados de B.
bassiana e um de M. anisopliae registrados (AGROFIT, 2022). Sendo assim, sdo necessarias
pesquisas para prospeccao de novos isolados que controlem esse inseto-praga, que € uma das
principais pragas da cafeicultura.

Diversas pesquisas ja foram e continuam sendo realizadas para sele¢do de fungos

entomopatogénicos virulentos a broca-do-café e em todos eles os isolados que apresentaram
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maior mortalidade desse inseto foram dos géneros Beauveria ¢ Metarhizium, corroborando
com os dados desse trabalho. A mortalidade confirmada foi escolhida como pardmetro de
avaliacdo para selecao de isolados porque além de confirmar a causa da morte do inseto
demonstra a viruléncia e capacidade do isolado de permanéncia no ambiente. De acordo
Neves e Hirose (2005) em culturas perenes como o café, a conidiogénese do fungo no inseto é
muito relevante ja que garante sua permanéncia no ambiente.

Neves e Hirose (2005) selecionaram 11 isolados de B. bassiana com mortalidade
confirmada acima de 60% na concentragio de 2,5 x 107 conidios/mL seis dias apds
inoculagdo. De La Rosa ef al. (1997) selecionaram nove isolados de B. bassiana com
mortalidade confirmada acima de 90%. Para selegdo, as brocas foram submersas por 30
segundos em suspensdo de conidios na concentragdo de 1 x 10® conidios/mL. Morales et al.
(2019) avaliaram a mortalidade confirmada da broca-do-café pelo isolado de B. bassiana que
foi de 23; 49; 67 e 83% nas concentragdes de 1 x 10% 1 x 10% 1 x 107; e 1 x 108,
respectivamente.

Nos experimentos de Lecuona ef al. (1986), o fungo M. anisopliae mostrou-se
patogénico para broca-do-café H. hampei em laboratdrio, apresentando mortalidade corrigida
acima de 60% na concentragdo 1,5 x 10® apés quatro dias de incubacdo. Pava-Ripoll et al.
(2008) imergiram as brocas-do-café em solu¢des de conidios de dois isolados de M.
anisopliae, Ma549 e AalT-Ma549 (geneticamente modificado). Nas concentragdes de 10",
10? e 10° conidios/mL o isolado recombinante aumentou significativamente a mortalidade da
broca-do-café em 32,2; 56,6 e 24,6%, respectivamente, em relacdo ao isolado original, apos
21 dias de tratamento. Apds trés dias de tratamento o isolado AalT-Ma549 matou 75% das
brocas enquanto o Ma549 matou 51,3%. No entanto, AalT-Ma549 obteve menor
conidiogénese nos cadaveres de H. hampei do que o isolado original. Lezcano et al. (2015)
encontraram média de 87,5% de mortalidade da broca-do-café infestadas com solugdes de 10°
conidios/mL de Isaria sp.

Dessa forma, para prosseguir com os testes de mortalidade CL50 e TL50 foram
selecionados do bioensaio I os isolados NCTB 04 por ter a maior taxa de mortalidade
confirmada e o isolado IBCB 66 que além de estar entre os isolados de Beauveria que mais se
destacaram estatisticamente em relacdo a testemunha é o isolado comercial com maior
numero de produtos registrados para controle da broca-do-café. J& do bioensaio II, foram
selecionados os isolados de M. anisopliae IBCB 364 e IBCB 353 por terem as maiores taxas

de mortalidade confirmada (87,5 e 86,7%) e o IBCB 425 por ser isolado comercial com
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registro para a broca-do-café. Dessa forma, foram escolhidos os isolados que apresentaram

taxa de mortalidade confirmada maior que 80% e os isolados comerciais (Figura 3).

Figura 3. Brocas-do-café colonizadas por isolados de fungos entomopatogénicos. (A) IBCB
66 (Beauveria bassiana), (B) NCTB 04 (Beauveria sp.), (C) IBCB 353 (Metarhizium
anisopliae), (D) IBCB 364 (M. anisopliae), (E) IBCB 425 (M. anisopliae).

3.2.Ensaios de concentracio e tempo letal de fungos entomopatogénicos a broca-do-café

Nas andlises de concentragdes letais (CLso e CLoo) para os isolados de M.
anisopliae IBCB 353, 364 ¢ 425 e de Beauveria sp. NCTB 04, o %* calculado foi menor que o
y* tabelado, indicando que o efeito letal desses isolados entomopatogénicos a H. hampei ¢é
adequado ao modelo de Probit, ndo sendo observado o mesmo efeito para o isolado IBCB 66.
De forma geral, os isolados ndo comerciais apresentaram maior letalidade em relagao aos seus
pares comerciais, ou seja, IBCB 353 e 364 demonstram menores CLs que o IBCB 425 e
NCTB 04 menor que IBCB 66, demonstrando o potencial desses isolados serem inseridos no
manejo da broca-do-café. Ao comparar os isolados de M. anisopliae entre si, ¢ possivel
afirmar que os dois isolados ndo comerciais apresentaram maior letalidade que o isolado
comercial (IBCB 425), pois suas concentragdes letais foram menores e, além disso, os
intervalos de confianga ndo se sobrepuseram (Tabela 4).

Em relagdo a CLso, o menor valor verificado (4,6 x 10° conidios/mL) foi para o
isolado IBCB364, que se destacou com a maior letalidade, e seu intervalo de confianca ndo se
sobrepds a nenhum dos isolados testados. Para a CLgyp 0 menor valor observado (8,16 x 107
conidios/mL) foi para o isolado IBCB 353, apresentando-se como o mais letal (Tabela 4). Tal
fato esta relacionado com o isolado em questdo apresentar a maior inclinacdo da reta, dessa
forma a resposta de mortalidade ¢ mais radpida conforme as concentragcdes aumentam. Estes
resultados mostraram que sdo necessarios cerca de 5, 44 e 16 vezes menos conidios/mL do
IBCB 364 para matar 50% das brocas-do-café em relagdo aos isolados IBCB 353, 425 e
NCTB 04, respectivamente. E para matar 90% das brocas em relagdo aos isolados IBCB 425
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e NCTB 04 sdo necessarios 8 € 10 vezes menos conidios do IBCB 364 ¢ 10 e 14 vezes menos

conidios do IBCB 353.

Tabela 4. Analise de Probit e concentragdes letais (CLso e CLoo) preditas com base nos dados

de resposta de H. hampei a aplicacao de diferentes isolados de fungos entomopatogénicos.

o S R0 aicemi o,

IBCB3S3 540 0774004 ) le’(l)ff;fl); (109 @l Xgl’(l)?f 1{2; oy 4 SI8 027

IBCB364 540 0572005 o X41’356f71§1 0y 507 Xligﬁ x 31’%85 qoy 4 52 026

IBCB425 540 074004 5, xlf(S)ijl,g:) C10) (486 fff)soj 1{289 cpy 4 TI5 03

IBCB 66 540 0674023 4 Xgl’g?_x 41’(7)77 C10% (.64 X31’(5)98_Xgl’(2)130 clomy 4 187 00
6,80 x 10° 1,17 x 10°

NCTB 04 540 0,63 £ 0,09

N

(1,54 x 10°-2,08 x 107) (2,90 x 10% — 1,34 x10'7) 965 0,05

™ ndo significativo. N= niimero de insetos; EP= erro padrdo; CLso= concentragdo letal 50%, CL9o= concentragdo
letal 90%; G.L= grau de liberdade; IC= intervalo de confianga; ¥*>= Qui-quadrado; p= probabilidade.

Para analise tempo letal médio (TLso) os dados de mortalidade confirmada ndo se
adequaram ao modelo de Probit, ja que o y? calculado foi maior que o ¥* tabelado. Dessa
forma optou-se realizar as andlises de Probit de TLso com os dados de mortalidade corrigida
pela formula de Abbott ja que os dados se ajustaram ao modelo de Probit pelo teste de x>

A acdo letal dos isolados avaliados sobre as fémeas de H. hampei iniciou-se a
partir do 3° dia ap6s o tratamento com suspensdes de conidios. De acordo com a anélise de
Probit, o TLso dos isolados testados foi proximo, variando de 3,2 a 4,4 dias. Observa-se menor
TLso da broca-do-café para o isolado IBCB 66 (3,2 dias), seguido pelos isolados IBCB 353
(3,5 dias), IBCB 425 (3,8 dias), IBCB 364 (4,3 dias) e NCTB 04 (4,4 dias) (Tabela 5).

J& para o TLoo a variacao foi de 5,6 a 7,3 dias. O isolado IBCB 66 obteve o menor
TLoo (5,6 dias), seguido pelos isolados IBCB 353 (6 dias), NCTB 04 (6,9 dias), IBCB 425
(7,2 dias) e IBCB 364 (7,3 dias) (Tabela 5). Dessa forma, pode-se inferir que o isolado
comercial IBCB 66 apresentou menor tempo de letalidade e, portanto, maior viruléncia
devido aos menores tempos letais. Além disso, os tempos letais do mesmo nao sobrepdem aos

demais, com excecao ao isolado IBCB 353.
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Tabela 5. Andlise de Probit e tempos letais (TLso € TLoo) preditos com base nos dados de

resposta de H. hampei a aplicagdo de diferentes isolados de fungos entomopatogénicos.

TLso (IC 2 95%) TLoo (IC a 95%)

Isolado N Inclinagédo + EP dias dias G.L. © p
IBCB 353 540 5,78 +£0,53 3,5(3,3-3,7) 6,0 (5,6 —6,5) 5 8,55 0,13
IBCB 364 540 6,02 £ 0,50 4,3 (4,1-4.5) 7,3 (6,8 —-17,9) 5 9,44 0,09
IBCB 425 540 4,80+ 0,48 3,8(3,5-4,0) 7,2 (6,7 - 8,0) 5 8,84 0,12

IBCB 66 540 5,46 £ 0,46 3,2(3,0-3,4) 5,6 (5,2-6,1) 5 8,09 0,15
NCTB 04 540 6,30 £ 0,48 4,4 (4,2-4,6) 6,9 (6,5-17.,5) 5 9,09 0,11

N= numero de insetos; EP= erro padrdo; TLso= tempo letal 50%. TLoo= tempo letal 90%; G.L= grau de liberdade;
IC= intervalo de confianga; y>= Qui-quadrado; p= probabilidade.

De acordo com Pava-Ripoll et al. (2008) as avaliagdes de tempo letal médio
(TLso), concentragdo letal média (CLso), de duracao das fases de patogé€nese, saprogénese e
conidiogénese dos fungos entomopatogénicos nos insetos sdo parametros importantes para
avaliagdo da eficiéncia desses agentes de biocontrole. Essas varidveis sdo relevantes para
verificar as implicagdes ambientais e econdmicas da aplicagdo desses entomopatdgenos no
campo.

A maior parte dos estudos de fungos entomopatogénicos para controle da broca-
do-café em condi¢des de laboratorio encontrados na literatura foram realizados com isolados
da espécie B. bassiana, demonstrando maior ocorréncia natural ja que grande parte dos
estudos foram realizados a partir de isolamento direto de brocas colonizadas encontradas em
campo e potencial dessa espécie para controle desse inseto-praga. Os dados obtidos por
Hirose e Neves (2005) foram semelhantes ao obtido no presente experimento. Esses autores
selecionaram 11 isolados de B. bassiana no controle in vitro de H. hampei. A mortalidade
confirmada variou de 51,6 a 82,8% e a CLso 2,5 x 10° até 6,2 x 107 conidios/mL. O isolado
CG425 apresentou maior mortalidade confirmada (82,8%) e menor CL50 (2,5 x 10°
conidios/mL). Os autores sugerem a utilizacdo de um grupo ou mistura de isolados no
programa de manejo da broca-do-café para aumentar os limites de tolerancia e a permanéncia
dos agentes de biocontrole em campo, podendo melhorar os niveis de controle.

Dalvi (2008) testou quatro isolados de Beauveria para controle de H. hampei
pulverizando solugdes de conidios sobre os insetos e a CLso variou de 4 x 10*a 1,2 x 10°
conidios/mL. Francois et al. (2021) encontraram CLso de dois isolados de Beauveria a H.
hampei que foi 2,63 x 10* e 1,51 x 107 conidios/mL para os isolados Bb-IRAD.Nkoe ¢ Bb-
IRAD.Fbt, respectivamente. A CLo foi de 8,49 x 10'! e 7,18 x 10'? conidios/mL para os
isolados Bb-IRAD.Nkoe e Bb-IRAD.Fbt, respectivamente.
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Morales et al. (2019) realizaram pulverizagdo de concentragdes de conidios de um
isolado de B. bassiana sobre adultos de H. hampei. A CLsy estimada foi 2,47 x 10°
conidios/mL e o TLso para concentracdes de 1 x 107 e 1 x 10® foram de, respectivamente, 4 e
1,5 dias. Os autores ainda testaram o controle da broca-do-café com esse mesmo isolado na
diluicio 10° associado ao inseticida quimico Spinosad®. Esse tratamento causou 95%
mortalidade enquanto separados causaram 61% (fungo) e 49% (inseticida quimico). Dessa
forma, desde que haja compatibilidade entre os produtos quimico e biologico estudos podem
ser realizados para controle desse inseto-praga.

Lezcano et al. (2015) testaram a viruléncia de um isolado de Cordyceps sp.
(=Isaria sp.) e de isolados comerciais de B. bassiana e M. anisopliae no controle da broca-do-
café. Cordyceps sp. apresentou maior mortalidade dos insetos do que os produtos comerciais,
demonstrando o potencial da espécie para o controle dessa praga. Os resultados obtidos para o
isolado de Cordyceps sp. foram CLso de 1,1 x 10 e CLosde 5,9 x 10” conidios/mL. Apesar do
potencial da espécie, comparando com os resultados obtidos no presente trabalho, os isolados
de Beauveria spp. € M. anisopliae avaliados necessitam de menores concentragdes de
conidios para letalidade de H. hampei.

Pava-Ripoll et al. (2008) testaram a patogenicidade de isolados de M. anisopliae
em H. hampei imergindo os adultos por dois minutos na concentragdo 107 conidios/mL. Nessa
concentracdo o tempo médio letal do isolado AalT-Ma549 (geneticamente modificado) foi de
3 dias enquanto do Ma549 (original) foi de 3,7 dias. Dessa forma o TLso foi reduzido em
20,1% em relacao ao isolado original.

De acordo com o trabalho de Francois et al. (2021), os tempos letais que causaram
50 e 90% de mortalidade de brocas-do-café na concentragdo de 3 x 10® conidios/mL de B.
bassiana foram 3,7 e 11,7 dias, respectivamente, para o isolado Bb-IRAD.Fbt ¢ 2,7 e 9,1,
respectivamente, para o isolado Bb-IRAD.Nkoe. Os autores, observaram que os isolados
testados causaram mortalidade das brocas-do-café antes de apresentar sinais de conidiogénese
fora do corpo dos insetos, pois a mortalidade confirmada foi menor do que a mortalidade total
e esse efeito evidenciou-se conforme aumento da concentragdo e do tempo.

Blanco (2017) realizou imersio das brocas em solugdo na concentragio 107
conidios/mL de trés isolados de B. bassiana (13, 24 ¢ 9205) por trés minutos e ofertou café
em pergaminho como alimento apds 24h de infestagdo, com objetivo de verificar a
patogenicidade dos isolados apds quatro repicagens sucessivas. O TLso estimado na primeira

repicagem foi de 2,4; 2,8 e 3,1 dias, na segunda repicagem foi de 3; 3,8 e 3,3 dias, na terceira
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de 3,9; 4,6 ¢ 4,1 dias e na quarta de 4,2; 5,0 e 4,6 dias para os isolados 13, 24 e 9205,
respectivamente. Esse experimento demonstrou que a viruléncia dos isolados pode reduzir
conforme o numero de repicagem sucessivas.

Conforme Silva et al. (2003) o tempo letal dos agentes microbianos de controle
sobre os insetos-praga pode ser utilizado como dado complementar, pois ¢ mais importante a
reducdo populacional do que a rapidez desse processo. Os fungos entomopatogénicos causam
a infeccdo e a colonizagdo do hospedeiro, e esse processo demanda tempo, por isso podem
nao possuir efeito letal rapido.

Estudos com fungos entomopatogénicos de outras espécies além de B. bassiana
para controle da broca-do-café sdo importantes na busca de controle desse inseto para
aumentar a gama de produtos disponiveis € o nimero de espécies no ambiente para controle
natural. De acordo com os dados obtidos, de concentragdo e tempo letal, os isolados de M.
anisopliae IBCB 353 e 364 tém potencial para serem testadas em campo para controle da

broca-do-café.

4. CONCLUSOES

Os isolados NCTB 04, de Beauveria sp., ¢ IBCB 353 ¢ IBCB 364, de M.
anisopliae, provocam mortalidade confirmada acima de 85% na broca-do-café. Os ensaios de
concentracdo e dose letais em comparagdo com os isolados comerciais mostraram que esses

1solados apresentam potencial para o controle desse inseto-praga em condigdes de laboratorio.
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