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RESUMO

A aplicacao de agrotoxicos aumenta a produtividade agricola, mas o uso frequente e intensivo
gera multiplas externalidades desfavoraveis. O Controle Bioldgico, surgiu como alternativa
em relagdo aos métodos quimicos, € atualmente apontam numeros expressivos no mercado
mundial de agricultura. Esse método utiliza inimigos naturais, com o intuito de minimizar a
presenca de residuos nocivos a saude humana, espécies de fauna e flora e ao meio ambiente.
O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana ¢ comumente utilizado no controle de insetos-
pragas, no entanto, uma dosagem recomendada para controlar formigas cortadeiras do género
Atta spp., ainda ndo foi relatada. Diante disto, este trabalho avaliou a patogenicidade desse
fungo por meio do uso de Aprendizado de Maquina. Os dados apresentados, foram extraidos
de um trabalho de Controle Biologico Artificial, realizado em condi¢des de laboratorio no ano
de 2018. Os bioensaios foram realizados com a aplicagdo do biopesticida Boveril®. Como
ndo existe uma dosagem recomendada de Beauveria para Atta spp., as concentracdes foram
preparadas de acordo com a recomendagdo para a broca-do-café (Hypothenemus hampei). A
partir dos resultados obtidos, foi construido um conjunto de dados, trazendo informagdes
sobre a dosagem utilizada em cada tratamento, e quantos dias levaram para exterminar uma
determinada porcentagem de formigas. A arvore de decisdo foi gerada pelo software Weka,
versdo 3.6.11. Os valores obtidos por meio de Aprendizado de Méaquina, encontrou um padrao
de dosagem do Boveril® e um resultado significativo que conseguiu aliar eficiéncia na morte
das formigas na maior quantidade de dias possivel.

Palavras-chave: Controle Biologico, Atta spp., Beauveria bassiana, Aprendizado de Maquina.



ABSTRACT

The application of pesticides increases agricultural productivity, but frequent and intensive
use generates multiple unfavorable externalities. Biological Control, emerged as an
alternative to chemical methods, and currently shows significant numbers in the world
agricultural market. This method uses natural enemies, in order to minimize the presence of
harmful residues to human health, fauna and flora species and the environment. The
entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is commonly used to control insect pests,
however, a recommended dosage to control leaf-cutting ants of the genus Atta spp., has not
yet been reported. In view of this, this work evaluated the pathogenicity of this fungus
through the use of Machine Learning. The data presented were extracted from an Artificial
Biological Control work, carried out under laboratory conditions in the year 2018. The
bioassays were carried out with the application of the biopesticide Boveril®. As there is no
recommended dosage of Beauveria for Atta spp., the concentrations were prepared according
to the recommendation for the coffee berry borer (Hypothenemus hampei). From the results
obtained, a dataset was built, bringing information about the dosage used in each treatment,
and how many days it took to exterminate a certain percentage of ants. The decision tree was
generated by the Weka software, version 3.6.11. The values obtained through Machine
Learning, found a Boveril® dosage pattern and a significant result that was able to combine
efficiency in the death of the ants in as many days as possible.

keywords: Biological Control, Atta spp., Beauveria bassiana, Machine Learning.
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INTRODUCAO

A Lein.° 7.802, de 11 de junho de 1989 (Brasil, 1989), regulamentada atualmente pelo
Decreto n.° 4.074, de 4 de janeiro de 2002 (Brasil, 2002), define agrotoxico como:

Os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protegdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composi¢@o da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da ag¢@o danosa
de seres vivos considerados nocivos bem como substancias ¢ produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento € os
principios ativos, os produtos técnicos, suas matérias-primas, os ingredientes inertes
e aditivos usados na fabricagdo de agrotdxicos e afins (BRASIL, 1989; BRASIL,
2002).

A aplicagdo de agrotoxicos aumenta a produtividade agricola, no entanto, o uso
frequente e intensivo gera multiplas externalidades desfavoraveis (MORAES, 2019). Dentre os
agrotoxicos, os pesticidas sdo muito utilizados no territério nacional. De acordo com a
Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura (FAO), o Brasil ocupa o terceiro lugar no
ranking de utilizacdo de pesticidas, estando atrds dos Estados Unidos e da China,
respectivamente, e destaca-se na compra de Pesticidas Altamente Perigosos (PAP) (FAO,
2022), que envolvem maiores riscos ambientais.

No Brasil, a regulamentag@o de pesticidas envolve trés 6rgaos autbnomos responsaveis
pelo seu registro, denominados tripla andlise: Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Estes orgaos
avaliam o risco de eficiéncia agrondmica, riscos a saide e ao meio ambiente respectivamente
(BRASIL, 2012).

Atualmente, o IBAMA avalia os agrotoxicos em duas etapas: (1) Avaliacao do Potencial
de Periculosidade Ambiental (PPA) de Agrotoxicos e Afins e ,(2) Avaliagdo de Risco
Ambiental (ARA).

A primeira etapa (PPA) utiliza um sistema desenvolvido pelo 6rgdo que consiste num
“ranqueamento” ou “scoring system”. Esta etapa tem a finalidade de selecionar substancias, e
compara-las e de acordo com a classificacao de cada produto por unidade de (Kg de ingrediente
Ativo) — A, e advertir os usuarios sobre a uso seguro do produto, classificando-os em:

e C(Classe I - Produto ALTAMENTE PERIGOSO ao meio ambiente;
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e Classe II - Produto MUITO PERIGOSO ao meio ambiente;
e Classe III - Produto PERIGOSO ao meio ambiente; e,
e (Classe IV - Produto POUCO PERIGOSO ao meio ambiente.

A segunda etapa (ARA)tem como objetivo, analisar a probabilidade da ocorréncia de
efeitos nocivos, mediante as condi¢des de aplicagdes dos produtos, para averiguar o potencial
de exposicdo de organismos ndo-alvo. Com isto, ¢ possivel obter informagdes precisas dos
efeitos dos produtos para tomada de decisdes pelo 6rgao, afim de reduzir os danos negativos ao
meio ambiente (IBAMA, 2021).

Desde 2009, o IBAMA divulga boletins anuais sobre vendas de pesticidas, producao,
importag¢ao e exportagdo, com base em dados fornecidos por meio de relatorios apresentados
pelas empresas detentoras de registro, conforme a exigéncia do art. 41 do Decreto n® 4.074, de
4/1/2002 (IBAMA, 2021; BRASIL, 2002). O boletim de (PPA) de 2020, divulgado em agosto
de 2021, apresenta numeros expressivos e preocupantes de pesticidas de Classe I, 11 e III,
totalizando 97,85% dos registros nesse ano, o percentual por classe ¢ de 2,14%, 37,14% ¢
58,57% respectivamente (IBAMA, 2021).

Esse cendrio, agrava imensamente problemas relacionados ao meio ambiente, teia
alimentar, na saide humana e desencadeia varios outros. Diante disto, o Controle Biologico de
pragas pode ser empregado como alternativa para minimizar o uso indiscriminado de Pesticidas
Altamente Perigosos (PAP) e do Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA) de Agrotoxicos
e Afins. Este método utiliza inimigos naturais, tais como predadores e parasitoides, € micro
patdgenos como virus, bactérias e fungos, com o intuito de minimizar a presenga de residuos
nocivos a saiude humana, espécies de fauna e flora e ao meio ambiente (PARRA et al., 2021).

O Controle Biologico (CB), realizado por meio de micro patdgenos, remontam ao inicio
do século XX, e surgiu como uma alternativa em relagdo aos métodos quimicos (SILVA et al.,
2022). Atualmente, os biospeticidas desenvolvidos por meio desses patdgenos apontam
numeros expressivos no mercado mundial de agricultura (SOUSA, 2022). Esse crescimento
esta correlacionado com a empregabilidade de Sistemas Computacionais Inteligentes (SCI),
que possuem a capacidade de analisar dados gerados em laboratdrios e/ou em campo, por meio
de outras perspectivas que vao além da observacao humana e de métodos de Estatistica Basica
(DIAS; PASCUTTI; DA SILVA, 2016).

Nesse panorama, a Inteligéncia Artificial (IA) é formada por varios campos de pesquisa,

tendo como principais: o Aprendizado de Maquina (Machine Learning) e o Processamento de
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Linguagem Natural (Natural Language Processing). O Aprendizado de Maquina tem como
intuito realizar predigdes a partir de conjuntos de dados na busca de padrdes existentes nestes
conjuntos de dados (DUC et al., 2019; PANESAR et al., 2020).

Portanto, ¢ importante integrar métodos de andlises para otimizar a eficiéncia da
empregabilidade do Controle Bioldgico. Por meio de um estudo realizado em laboratério,
pretende-se verificar se métodos de Aprendizado de Méquina podem trazer informagdes
complementares agregando conhecimento em futuras aplicagdes em campo.

A utilizagdo de biopesticidas apontam inimeros beneficios quando comparado ao
controle quimico (ARAUJO, 2022). Os autores Parra et al. (2021), Figueiredo (2022) e Donley
et al. (2022) relatam a necessidade imediata de maior fiscalizacdo do uso de produtos quimicos
pois os mesmos acarretam externalidades negativas. Dessa maneira, esse trabalho propde
investigar se os métodos de Aprendizado de Méaquina (AM), principalmente as arvores de
decisdo, podem ser aplicados aos dados gerados em experimentos laboratoriais, buscando
encontrar padroes de eficiéncia ao Controle Bioldgico Artificial, utilizando o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana.

O presente trabalho tem o objetivo de avaliar a patogenicidade do fungo Beauveria
bassiana por meio do uso do Aprendizado de Maquina (AM). Os dados gerados e utilizados
nesta pesquisa cientifica utilizaram a técnica de Controle Biologico Artificial em condi¢des de
laboratoério, no decorrer do ano de 2018.

Apresentada a relevancia do uso do Aprendizado de Maquina, ¢ valida a sua aplicacdo
na analise de dados relativos ao Controle Bioldgico, que visam a seguranca alimentar,
produtividade agricola e sobretudo a preservacdo do meio ambiente e da satide humana. Desse
modo, o Aprendizado de Maquina ¢ uma ferramenta estratégica para avaliar os promissores
resultados da pesquisa intitulada “Avaliacdo de patogenicidade do fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana em formigas do género Atta spp. em condi¢des de laboratdrio”, para que
os dados obtidos sejam analisados por meio de outras perspectivas que vao além da observagao
humana e de métodos de Estatistica basica. Nao apenas contribuindo para que seja possivel a
aplicacdo desses resultados como também futuramente em campo, corroborando com técnicas

que ndo prejudiquem, ainda mais, a Biosfera do planeta Terra.
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REFERENCIAL TEORICO

Controle Biologico de pragas — Breve Historico

O controle bioldgico (CB) ¢ um fendmeno natural no qual populagdes de espécies sao
controladas por outras espécies geralmente denominadas inimigas naturais, portanto, todo
organismo vivo, inclusive, as espécies pertencentes ao Reino Plantae, possuem seu agente de
mortalidade biotica (PARRA, 2019). Este método utiliza inimigos naturais, tais como
predadores e parasitoides e micro patdogenos como virus, bactérias e fungos, com o intuito de
minimizar a presenga de residuos nocivos a saude humana, espécies de fauna e flora e ao meio
ambiente (PARRA et al., 2021).

A nomenclatura Controle Biologico, foi utilizada pela primeira vez em 1919 pelo
pesquisador Harry S. Smith da universidade da Califérnia, quando se referiu “a supressao de
populacdes de insetos pela acdo de seus inimigos naturais nativos ou introduzidos” (SMITH,
1919; FONTES et al., 2020).

O entomologista DeBach (1968), definiu o termo de Controle Bioldgico como “a a¢do
de parasitoides, predadores e patdgenos na manuten¢do da densidade de outro organismo a um
nivel mais baixo do que aquele que normalmente ocorreria nas suas auséncias”. Historicamente
o CB, data do século III a.C, quando os chineses observaram que as formigas predadoras
(Oecophylla smaragdina) reduziam as populacdes de lepidopteros desfolhadores e coleobrocas
de citrus (NAVA, 2007). Em 1602, Aldrovandi registrou o primeiro CB com parasitoides,
relatando o parasitismo da lagarta-das-cruciferas (Pieris sp.) por Apanteles glomeratus (NAVA,
2007). Na década de 1980, os primeiros trabalhos com micro patogenos (fungos
entomopatogénicos) foram documentados. Agostinho Bassi demonstrou a infec¢do da lagarta
bicho-da-seda (Bombix mori), causada pelo fungo posteriormente conhecido como Beauveria
bassiana (STEINHAUS, 1975; FINKLER,2013). Elie Metchnikoff isolou o fungo Metarhizium
anisopliae para controlar o besouro dos graos em plantagdes de cereais (STOCKDALE, 1992;
LORD, 2005).

O primeiro grande marco do Controle Biologico foi registrado no final da década de 80,
com a introducdo da mosca Cryptochaetum iceryae e do besouro Rodolia cardinalis para
controle de cochonilhas Icerya purchasi, em pomares citros no estado da Califérnia, EUA
(BARRATT et al., 2018). No entanto, no decorrer da década de 90, a ascensdao do CB, mudou

drasticamente. Segundo Carson (2015), o uso de agrotdxicos sintéticos, foram ovacionados, a
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ponto que o uso de biocontrole de pragas praticamente desaparecesse até a publicacdo do livro
'Silent Spring', que denunciava explicitamente o uso de defensivos agricolas, resultando em um
protesto, que retornou a atengao ao uso de maiores aplicagdoes de CB, em diversas culturas, em
inimeros continentes (BARRATT et al., 2010; GAY, 2012; BARRATT et al., 2018).

Apbs, o “periodo das trevas do CB”, os trabalhos sequentes apresentaram constante
evolucdo e resultados significativos (MORDOR INTELLIGENCE, 2022). Diante os fatos, a
medida em que os avangos técnicos cientificos foram evoluindo ao passar dos anos, ferramentas
disponiveis para o CB com o auxilio do Manejo Integrado de Pragas (MIP), resultaram em
discussdes e debates de diferentes autores (FONTES et al., 2020). Com isso, Heimpel e Mills
(2017) redefiniram o significado de CB, como:* tipo de Controle Bioldgico que adota e incluem
interagdes diretas e indireta no meio de populacdes de organismos-alvo, agentes de controle
bioldgico, seres humanos e seus recursos” (FONTES et al., 2020).

Haja vista os impasses do século anterior (BARRATT et al., 2018), de acordo com o
relatorio elaborado pela empresa Mordor Intelligence (2022), a taxa de crescimento mundial
anual composta (CAGR) projeta um crescimento de 14,7%, em termos de valor de US$ mil
durante o periodo de previsdo (2022-2027). Todavia, a estimativa de crescimento era projetada
para alcancar maiores indices em 2019. No entanto, assim como em outros setores, O
crescimento de CB obteve impactos negativos durante a Pandemia de Covid-2019, as restri¢cdes
de viagens e os bloqueios globais de modo geral e significativo, diminuiram a disponibilidade
e acessibilidade de agentes de controle bioldgico no mercado (MORDOR INTELLIGENCE,
2022).

Na conjuntura atual, a América do Norte concentrou todo o mercado de CB no ano base
de 2021 (Figura 1). Os Estados Unidos se destacaram com a utilizagdo de biospeticidas,
consagrando uma porcentagem de mais de 50% em relacdo a outros paises desse continente,
devido a abundancia de terras araveis disponiveis, e também, por deter um setor agricola
eminentemente evoluido e adaptado a um regime de cultivar natural e orgdnico (MORDOR
INTELLIGENCE, 2022). Em contrapartida, no Canada esse indice se mantém elevado devido
as recentes alteracdes nas leis municipais e de provincias, que promovem a promogdo de
produtos de controle de pragas de menor riscos na agricultura convencional, e destaca os baixos
custos da utilizagdo de biopesticidas em relacdo aos defensivos sintéticos € quimicos

(MORDOR INTELLIGENCE, 2022).

Figura 1 - Mercado de controle biologico: taxa de crescimento por regido em %, global. 2007- 2022.
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Fonte: Adaptado de Mordor Intelligence, 2022.

Em relagdo ao mesmo periodo de tempo, na América do Sul, os dados se divergem

drasticamente. Em 2020, o relatdrio de comercializagao de agrotdxicos do IBAMA (Tabela 1),

apresentou apenas 2,15% de registros de produtos Classe IV. Esses dados, ndo demonstram um

bom cendrio sustentavel para o Brasil, uma vez que os agrotoxicos de classe I, II e III somam

97,85% de vendas e consumos de produtos PPA (IBAMA, 2021).

Tabela 1 - Produgéo e comercializagdo de microbiolégicos no Brasil, IBAMA, 2020.

Microbiolégicos (Unidade: Kg de Ingrediente Ativo — IA)

nucleopolyhedrovirus

Producao (Kg) Importacao (Kg) Exportacio (Kg)
480.388,784 213.177,924 5.289,607
Ingredientes ativos (nomes):
Autographa californica multiple Baculovirus anticarsia Isaria fumosorosea

Bacillus methylotrophicus

Baculovirus chrysodeixis includens

Metarhizium anisopliae

Bacillus amyloliquefaciens

Baculovirus spodoptera frugiperda

Paecilomyces fumosoroseus

Bacillus firmus

Beauveria bassiana

Paecilomyces lilacinus

Bacillus linheninformis

Chrysodeixis includens
nucleopolyhedrovirus

Pochonia chlamydosporia

Bacillus pumilus

Helicoverpa armigera
nucleopolyhedrovirus (nearnpv)

Saccharomyces cerevisiae

Bacillus subtilis

Helicoverpa zea
nucleopolyhedrovirus (vpn-hzsnpv)

Trichoderma asperellum

Bacillus thuringiensis

Heterorhabditis bacteriophora

Trichoderma harzianum rifai

Fonte: Adaptado de Ibama, 2021.

Por outro lado, as perspectivas de crescimento do mercado de agrotoxicos de baixo risco

no Brasil, sdo animadoras. Em conformidade com os ultimos boletins divulgados pelo MAPA,
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no ano de 2020 o Brasil alcangou o recorde de registro de biopesticidas, foram registrados 95
produtos. Desde esse marco, 0 MAPA adotou a estratégia de priorizar o registro de defensivos
de baixo impacto, acelerando as aprovagdes. Hoje em dia, agrotoxicos quimicos necessitam de
uma média de cinco anos para ser registrado, diante as priorizagdes adotadas, um produto de
base biologica nao leva 12 meses. Com isso, em 2021 foram registrados 65 produtos dessa

classe (Figura 2) (MAPA, 2022).

Figura 2 - Registros de Agrotoxicos e Afins de Baixo Risco, periodo de 2001- 2021.
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Fonte: MAPA, 2022.

Todos os paises do mundo operam financeiramente de acordo com fragmentos
produtores de cada poténcia comercial — pequeno, médio e grande produtor. O mercado atual
de Controle Bioldgico, apresenta classes diversas de players e as transagdes financeiras
divergem valores de mercado em relagdo aos paises em que os bioprodutos sdo comercializados.
Ainda de acordo a empresa Mordor Intelligence (2022), o mercado de controle biologico ¢
dominado pelas empresas: 1) Certis Biologicals — Columbia, Estados Unidos

(https://www.certisbio.com/about-certis-biologicals), 2) BASF SE - Ludwigshafen, Alemanha

(https://www.basf.com/global/en.html), e 3) Sumitomo Corporation — Toquio, Japao
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(https://www.sumitomocorp.com/en/jp) detém a segunda e a terceira maiores participagdes de

mercado, respectivamente.

Tratando-se da América Latina, os grandes players atuais sdo as empresas Koppert
Biological Systems ¢ BUG Agentes Biologicos. Ambas atuam no Brasil desde 2011 e 2001
respectivamente e sdo sediadas em Piracicaba/SP. A BUG obteve reconhecimento internacional
em 2012, sendo eleita pela revista Fast Company©, como a empresa mais inovadora do Brasil
e a 33° no mundo. Em 2013 se tornou a primeira empresa da América Latina a integrar o grupo
Pioneiros da Tecnologia do Forum Econdomico Mundial. Em 2016, recebeu o Prémio Nanocell
de Empresa de Biotecnologia Empreendedora do Ano no Brasil, pelo seu trabalho em CB em
nivel mundial. Em 2017, a Koppert anunciou a aquisi¢cdo da BUG, na época o diretor da Koppert
Brasil, Danilo Pedrazzoli, “a aquisi¢do representa a expansao de um negocio com alto potencial
no mercado de Controle Bioldgico Tropical, onde serdo aplicados os conhecimentos adquiridos
pela Koppert nos ultimos 50 anos em produgdo em larga escala de macroorganismos, o DNA
da empresa, em uma estrutura pronta para serem implementados (KOPPERT DO BRASIL,
2017).

Perante as externalidades negativas e positivas apresentadas, podemos concluir que o
historico de Controle Bioldgico, ainda tem um préspero caminho a seguir. Na data de 15 de
novembro de 2022, a Organizagdo das Nac¢des Unidas (ONU) reportou que a populagdao mundial
atingiu 8 bilhdes de pessoas (ONU, 2022). Diante disso, alternativas como o CB, asseguram
uma alimentac¢ao organica, com o minimo de risco para a saide humana e para os ecossistemas
terrestres e dquaticos, sendo de suma importancia para preservar a biosfera do planeta para as

geragdes futuras, para que esse equilibrio ecoldgico seja aperfeigoado e mantido.

Meétodos de Controle Biologico

Simplificando, atualmente trés tipos diferentes de Controle Biologico sdo conhecidos:
Natural, Classico e Aplicado (VAN LENTEREN et al., 2018). As técnicas utilizadas em cada
um dos procedimentos de controle citadas anteriormente, sdo: 1- conservagdo (Controle
Biologico Natural ou Conservador), 2- introducdo (Controle Bioldgico Classico), e 3 —
multiplicagdo (Controle Biologico Aplicado ou Aumentativo) (PARRA ¢ COELHO, 2022).
Ainda de acordo com os mesmos autores, em todas as técnicas € imprescindivel que o inimigo
natural seja criado em laboratorio, pois, os diferentes estagios de vida sdo fundamentais para as

estratégias de diversos programas de CB.
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Controle Bioldgico Natural

O Controle Bioldgico Natural ou Conservador, ¢ um servigo ecossistémico (SE). Por
meio desse CB, os organismos alvo-pragas sdo reduzidos naturalmente por organismos
benéficos (REID et al., 2005). Segundo Van Lenteren et al. (2018), esse controle ¢ continuo e
ocorre em todos os ecossistemas terrestres, sem interferéncias antrépicas e, em fins econdmicos,
¢ 0 maior Onus para a agricultura mundial (WAAGE e GREATHEAD, 1988). Além disso, esse
controle ¢ favorecido quando agrotoxicos seletivos sdo introduzidos por meio do Manejo
Integrado de Pragas (MIP) (SILVA e BRITO, 2015).

De acordo com Parra et al. (2002), o CB Natural ou Conservador deve atender alguns
conceitos basicos de controle. Os predadores ou parasitoides devem ser preservados e se
possivel, aumentar o nimero de individuos no campo. Portanto, é necessario que a manipulagio
dos agentes seja precedida de forma favoravel no ambiente, utilizando biopesticidas seletivos
em ¢épocas adequadas, reduzir dosagens de produtos quimicos e evitar praticas culturais
inadequadas, além de preservar o habitat ou fontes de alimentacdo para inimigos naturais, afim,

de manter o equilibrio de pragas.

Controle Biologico Classico

No Controle Biologico Classico, os inimigos naturais sdo importados e colonizados de
uma area de exploracdo (eventualmente nativas), e posteriormente sdao liberados em areas que
comportam as pragas invasoras (VAN LENTEREN et al., 2018). Segundo Parra (2014), as
liberagdes podem ser inoculativas, ou seja, realizadas por meio de um pequeno numero de
insetos, por uma ou mais vezes no mesmo local. Além disso, esse foi o primeiro tipo de CB
utilizado e praticado em escala mundial, assim esse método foi reconhecido como “CB
Classico” (DEBACH, 1964).

Desta maneira, o CB Cléassico ¢ classificado como um método de longo prazo, e em
muitas vezes resulta na redu¢do permanente da populagdo de pragas, uma vez, que a populacao
de inimigos naturais tende a aumentar com o passar do tempo. Esse controle se aplica em
culturas semiperenes ou perenes ¢ florestas e, ainda resulta em gigantescos beneficios

economicos (PARRA, 2014; VAN LENTEREN et al., 2018).
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Controle Bioldgico Aplicado

O Controle Bioldgico Aplicado ou Aumentativo, ¢ executado por distintos inimigos
naturais, tais como: microrganismos, parasitoides e predadores (VAN LENTEREN et al.,
2018). Nesse caso, os insetos sdo produzidos em massa e sdo soltos simultaneamente em
determinada area, afim de obter controle imediato das pragas. Portanto, esse método se
assemelha a aplicagcdo de produtos quimicos (PARRA, 2014).

Além disso, de acordo com os autores Cock et al. (2010), Lorito et al. (2010); Parnell et
al. (2016), Van Lenteren (2012) e Van Lenteren et al. (2018), esse tipo de controle de pragas ¢
divido em dois tipos de aplicacdo: 1- Controle Biologico Inundativo (destinado a culturas que
possuem um ciclo curto de reproducdo), e 2- Controle Bioldgico Inoculativo Sazonal
(estabelecido para o controle dos diferentes tipos de geracdes reprodutivas em culturas de ciclo

longo de reproducao).

Agentes de Controle Biologico

Steinhaus (1949), em seu estimado livro 'Principles of Insect Pathology', definiu a
palavra “doenga” como a alteragdo do estado comum de satde, ou seja, quando determinado
organismo ndo ¢ mais capaz de realizar completamente suas fungdes vitais para sobrevivéncia,
manuten¢do, crescimento ou multiplicagdo. As doencas podem apresentam natureza infecciosa
ou ndo infecciosa, no entanto, as de natureza infecciosa estdo relacionadas com microrganismos
vivos, que sdao habitualmente utilizados para o controle de pragas florestais e agricolas em
ambito mundial (FONTES et al., 2020).

O termo “patogenicidade” de acordo com Shapiro-Illan et al. (2005), corresponde a
habilidade de um macro ou micro-organismo provocar uma doenga, enquanto o termo
“viruléncia” atribui-se ao grau de patogenicidade, isso €, um valor mensuravel, indicado para
realizar comparagdes de strains ou isolados dentro de um grupo ou espécie. Com isso, a
atividade de uma doenca pode assumir um padrdo enzoético (endémico) e epizodtico
(epidémico). Esses termos referem-se as doengas que ocorrem com baixa prevaléncia e alta
prevaléncia respectivamente, reduzindo a proporcao de hospedeiros infectados em determinado
momento ¢ de modo quase permanente em uma populacdo (Figura 3). As epizootias podem

desfavorecer a dinamica populacional de pragas florestais e agricolas, e podem ocorrer
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naturalmente na natureza ou por agdo antropica (aplicacdo de biopesticidas) (FONTES et al.,

2020).

Figura 3- Representacdo esquematica de epizootia e enzootia causadas por microrganismos em populagdes de

artropodes.
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Fonte: Adaptado de Fontes et al., 2020.
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O mercado de Controle Bioldgico ¢ segmentado por areas multidisciplinares: 1)
entomopatogénicos, nematoides e bactérias; 2) patdégenos alvos: microrganismos, ervas
daninhas e diversas espécies de artropodes; 3) aplicagdes: tratamento de sementes em
laboratdrio e campo, em periodos de pré e pos-colheita; 4) dispersdo direta: cereais e graos; 5)
Leguminosas e Oleaginosas; entre outros cultivos predominantes em todos os continentes do
mundo, exceto as regides polares (MORDOR INTELLIGENCE, 2022).

Na conjuntura atual, os organismos microbioldgicos sao comumente utilizados para o
controle de pragas em inumeras culturas alimentares ao redor do mundo. A aplicacdo desses
organismos de controle ¢ realizada por encharcamento, pulverizagdo (drones, maquinas
agricolas e outros) ou sao aplicados diretamente nas raizes das plantas na forma de pastilha,
revestindo sementes ou tratando a raiz no estagio de pré-semeadura (THAKUR et al., 2020).

Dado o exposto, atualmente os agentes de controle bioldgico entregam para o setor
agricola um alto grau de equilibrio populacional em meio as diversas espécies de organismos
vivos. Segundo Parra (2019), a busca constante por organismo de CB fomentou o crescimento
anual de 10-15% por ano em todo mundo, buscando novos agentes, além dos micros e

macroorganismos, € com isso, ja sdo utilizados: Biofertilizantes, Bioestimulantes e Bioagentes
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que s3o formulados a partir de micro e macro-organismos, semioquimicos, bioquimicos e

extratos de plantas (Figura 4).

Figura 4 - Agentes biologicos utilizados na agricultura.
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Fonte: Adaptado de CropLifeBrasil., 2020.

Macrobiologicos (parasitoides e predadores)

Segundo Parra et al. (2021), insetos parasitoides sdo aqueles que matam seus
hospedeiros, e além disso, necessitam de apenas um unico hospedeiro para concluir o seu ciclo
de vida. Sao parasitas durante a fase de desenvolvimento larval, sendo que o adulto tem vida
livre. Atualmente, sdo catalogadas cerca 200 mil espécies de parasitoides em diversos
continentes do globo terrestre, distribuidos principalmente nas ordens Hymenoptera e Diptera
(MEYER et al., 2022).

O ciclo vital dos parasitoides inicia-se pela oviposi¢do da fémea que pode ser externa
ou interna, sendo essa ultima comumente observada em Himendpteros que alocam seus ovos
em meio de componentes que auxiliam o parasitismo, tais como virus, venenos ou teratdcitos
(células nutritivas). Em seguida, o desenvolvimento ¢ categorizado em Endoparasitoides: os
estdgios imaturos do parasitoide ¢ finalizado no interior do corpo do hospedeiro.
Ectoparasitoides: ocorre externamente com as larvas aderidas ao tegumento do hospedeiro do

qual estao se alimentando (Figura 5) (PARRA et al., 2021; FONTES et al., 2020).
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Figura 5 - Ciclo de vida dos parasitoides, em diversas espécies de insetos.

Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae), endoparasitoide idiobionte que parasita
ovos de Lepidopera (A); Diaeretiella rapae (Mcintosh, 1855) (Hymenoptera: Braconidae) — endoparasitoide de
pulgdes (Hemiptera: Aphididae) (B); Cotesia sp. (Hymenoptera: Braconidae) — ectoparasitoide cenobionte de
larvas de Lepidoptera (C); Hexacladia smithii (Hymenoptera: Encyrtidae) — endoparasitoide idiobionte de adultos
de percevejos (Hemiptera: Pentatomidae) [fémea do parasitoide (D1), macho do percevejo marrom, Euschistus
heros (Fabricius, 1798), com larvas de H.smithii no abdome (D2), orificio de saida no abdome do hospedeiro onde
emergiram os adultos (D3), com um individuo emergindo (D4), indicados por setas]; e larva do endoparasitoide
Lysiphlebus testaceipes (Cresson, 1880) (Hymenoptera: Braconidae: Aphidiinae) em desenvolvimento no pulgéo
Aphis gossypii Glover, 1877 (Hemiptera: Aphididae) [larva no interior do corpo do hospedeiro (E1), larva extraida

do hospedeiro, com seta indicando a presenga de teratocitos no extremo caudal da larva (E2)].

Fonte:Adaptado de Fontes et al., 2020.

Alguns trabalhos como Costa et al. (2006), Fontes et al. (2020) e Meyer et al. (2022),
os classificam ainda em parasitoides solitarios e gregarios, estes respectivamente necessitam de
apenas um e multiplos hospedeiros para se desenvolver. Os mesmos autores, subdividem os
parasitoides conforme o conjunto de hospedeiros vidveis. Portanto, quando uma determinada
espécie de parasitoide ataca um grupo restrito de espécies hospedeiras, sdo considerados

especialistas. Ao parasitar um vasto niimero de hospedeiros ¢ considerado generalista.
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No Brasil, s@o registrados inimeros casos de sucesso do uso do CB em diversas culturas.
Simonato et al. (2014) relatam o controle da broca-da-cana (Diatraea saccharalis) por meio do
parasitoide larval Cotesia flavipes e o parasitoide de ovos Trichogramma galloi. Bueno et al.
(2022) apontam os parasitoides de ovos registrados para comercializacdo como biodefensivos
na agriculta, registrado pelo MAPA nesse ano. Entre eles, o parasitoide Telenomus podisi que
se utiliza como hospedeiro, o percevejo Euschistus heros € o parasitoide Trissolcus basalis que
se utilizada como hospedeiro, outra espécie de percevejo: Nezara viridula (BUENO et al.,
2022).

Insetos predadores sdo organismos de vida livre durante todo o seu ciclo vital.
Geralmente os predadores sao maiores que as suas presas € se alimentam de mais de uma presa
para concluir seu desenvolvimento (SIMONATO et al., 2014). Em sintese, a predagdo pode ser
estabelecida como a interag@o entre dois organismos, em que um deles (o predador) se alimenta
do outro (presa). Considerando o panorama de acimulo energético ¢ de biomassa, essa
interagdo ocasiona vantagem para o predador e consequente prejuizo para a presa (SUJII et al.,
2020).

No entanto, em um conceito mais abrangente de predagdo, interacdes tais como
herbivoria, parasitismo e parasitoidismo podem ser classificadas como formas especificas de
predagdo, isso ¢, todos os organismos que capturam, matam e se alimenta de diversas espécies
de presa ao longo do ciclo vital sdo predadores (SUJII et al., 2020). Ainda de acordo com os
mesmos autores, o canibalismo também ¢ uma forma especifica de predagdo, em que o
organismo de uma mesma espécie preda individuos jovens ou vulneraveis da mesma espécie

de forma geralmente oportunista e eventual (Figura 6).

Figura 6 - Exemplos Insetos predadores e suas presas.

Fonte:Adaptado Adaptado de Sujji et al., 2020.
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Charles Darwin e outros entomologistas do século XIX relatam organismos predadores
e também recomendaram a utilizagdo de Coccinellidae e Syrphidae para o controle de
Sternorrhyncha em cultivos conduzidos em campo e casas de vegetagio (HORSTADIUS,
1974; SUJII et al., 2020). Logo, se infere que os agentes predadores, desde a antiguidade sdo
comumente utilizados no Controle Biologico.

Dentre os insetos predadores utilizados atualmente nos programas de CB na agricultura
brasileira, destacam-se na cultura de café, formigas, vespas, joaninhas e tripes que sao
predadores das pragas: bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e broca-do-café (Hypothenemus
hampei) (REZENDE et al., 2014). No cultivo de pimenta, pulgdes (Myzus persicae) sao
predados por aranhas, crisopideos e joaninhas (AMARAL et al., 2013).

Microbiologicos (bactérias, virus, nematoides e fungos)

Bactérias entomopatogénicas

As bactérias entomopatogénicas sdo agrupadas em dois grupos: esporulantes e nao
esporulantes. O primeiro grupo subdivide em bactérias aerdbicas e Gram-positivas
frequentemente utilizadas no CB, e pertencem ao género Bacillus e similares B. cereus, B.
thuringiensis (Bt), Paenibacillus popilliae, P. lentimorbus, P. larvae, P. alvei, Brevibacillus
laterosporus e Lysinibacillus sphaericus. J4 o segundo grupo € composto por bactérias
anaerdbicas e Gram-positivas, que pertencem ao género Clostridium, Serratia, Pseudomonas,
Streptococcus € Xenorhabdus (FONTES et al., 2020; THAKUR et al., 2020).

As toxinas produzidas por bactérias entomopatogénicas ocasionam o rompimento da
barreira epitelial do intestino e invadem a hemocele do hospedeiro, com isso a multiplicacao
celular continua até o 6bito do organismo (FONTES et al., 2020).

A bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ um dos principais agentes
microbiologicos comercializados no Brasil e em diversos paises. A agdo inseticida estd
relacionada a presenca das deltas endotoxinas produzidas na esporulacdo e nao sdo patoldgicas
ao meio ambiente, ser humano e outros vertebrados (MONNERAT et al., 2018).

Estudos recentes revelam que apos a infec¢do do hospedeiro, a bactéria Bacillus
thuringiensis libera endotoxinas com acao inseticida (Figura 7), tais como as o-endotoxinas, o-
exotoxina, B-exotoxina, VIP e SIP. Resumidamente, as toxinas sdo: proteina Cyt (comumente

toxica para insetos da ordem Diptera), e as proteinas Cry, toxica a nematoides e espécies das
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ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera (PALMA et al., 2014; FONTES et al.,
2020; THAKUR et al., 2020).

Além disso, quatro familias de proteinas Vip: Vipl, Vip2 sdo virulentas contra diversas
espécies de Hemiptera e Coleoptera, e Vip3 apresenta semelhangas com as proteinas Cry e

acomete pragas da ordem Lepidoptera. Ja o espectro de insetos controlados pela toxina Vip4

ainda ¢ desconhecido (PALMA et al., 2014; VERMA et al., 2017; THAKUR et al., 2020).

Figura 7 - Modo de agdo das toxinas Bt em lagartas.
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Fonte:Daquila, 2019.

Consideraveis biospeticidas formulados a partir de bactérias enotomopatogénicas sao
citadas pelos autores Mashtoly et al. (2010), Mashtoly et al. (2011), Jurat-Fuentes e Jackson
(2012) e Koppenhdofer et al. (2012). Dentre as espécies mais utilizadas, pode-se citar Bacillus
thuringiensis subespécie japonensis, Bacillus thuringiensis subespécie aizawaia, Bacillus

thuringiensis subespécie kurstakia e Paenibacillus popilliae respectivamente.

Virus entomopatogénicos

Os virus entomopatogénicos sdo relatados desde a segunda metade do século XIX
(CHRISTIAN e POSSEE, 2008). No entanto, estudos detalhados sobre esse patégeno s6 foram

possiveis com a evolugdo da Biologia Molecular e das técnicas de microscopia, um século

depois (BERGOLD, 1947; ROHRMANN e BEAUDREAU, 1977; ROHRMANN et al., 1978).
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Os virus entomopatogénicos atacam os insetos alvo por via oral ao se alimentarem. As
particulas virais adentram o corpo do hospedeiro, atingem o intestino e entra em contato com
as células do inseto e imediatamente o poliedro ¢ dissolvido e os virions sdo liberados
(CASTRO et al., 2020).

Além disso, os virus entomopatogénicos podem ser classificados como virus de inclusio
(virus poliedro e virus da granulose) e virus de ndo inclusdio (MURTHY et al., 2015). Em estudo
realizado por Gupta e Dikshit (2010), relatou-se que os virus de poliedro e granulose controlam
a populacdo de algumas espécies de lagartas. Ja os virus de poliedrose nuclear (presenca de
nucleo) sdo comumente utilizados pra insetos da ordem Lepidoptera (THAKUR et al., 2020).

Em relacdo aos outros organismos micropatdogenos, os virus sdo bastante especificos.
Atualmente, os virus da familia Baculoviridae sdo os mais utilizados no controle de pragas
agricolas ao redor do mundo (MEYER et al., 2020). Segundo Castro et al. (2020), no Brasil, ha
varios programas de CB que utilizam espécies de baculovirus para formulacao de biopesticidas,
tais como lagarta-mandarova-da-mandioca - Erinnyis ello granulovius (ErelGV) (Figura 8) e

lagarta-do-cartucho-do-milho - Spodoptera frugiperda nucleopolyhedrovirus (SIMNPV).

Figura 8- (A) Lagarta de Erinnyis ello (Lepidoptera: Sphingidae). (B) Lagarta de Erinnyis ello morta com

sintomas caracteristicos de infec¢do por Baculovirus erinnyis.

e

Fonte:Adaptado de Santo et al., 2021.
Nematoides entomopatogénicos

Nematoides entomopatogénicos sdo microrganismos benéficos, comumente utilizados
no CB de artropodes ectoparasitas, insetos vetores e insetos pragas no Brasil e no mundo. Eles

causam doengas ¢ a morte de insetos e outras espécies hospedeiras (DOLINSKI, 2020). Ainda
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de acordo com a mesma autora, os nematoides sdo organismos com alto potencial de controle

de pragas, pois estdo sendo isolados de solos de diversos ecossistemas, do artico ao tropico.

Os nematoides entomopatogénicos pertencem a ordem Rhabditida e compreende as
familias Steinernematidae e Heterorhabditidae (Figura 9). A familia Steinernematidae possui
dois géneros Steinernema e Neosteinernema, esses agem como bioinseticida nos estagios
larvais de varios insetos. Ja a familia Heterorhabditidae é composta pelo género Heterorhabditis

(DOLINSKI, 2020).

Figura 9 - Abertura de um cadaver de Galleria mellonella infectado.
A figura mostra a retirada de adultos hermafroditas de Heterorhabditis baujardi LPP7. (a), (b), (¢) e (d)
retirada dos adultos; (e) adultos de H. baujardi LPP7 com e sem ovos; (f) adultos abertos para mostrar os ovos

em diferentes estagios do desenvolvimento embrionario.

Fonte: Adaptado de Almenara et al., 2012.
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Estes nematoides entomopatogénicos vivem em associa¢do simbidtica com os géneros
de bactérias patogénicas Xenorhabdus e Photorhabdus (THAKUR et al., 2020). Essas espécies
de bactérias sao Gram-negativas, moveis, produzem toxinas que ocasionam a morte do inseto
e antibidticos que impossibilitam o crescimento de outros microrganismos oportunistas
(DOLINSKI, 2020).

Na maioria dos casos, os nematoides entomopatogénicos adentram ao corpo do
hospedeiro por meio da boca, anus e espiraculos; em seguida, as bactérias simbidticas produzem
inimeras toxinas dentro da hemocele do inseto ocasionando fraqueza no hospedeiro. Além
disso, as bactérias secretam metabodlicos com a finalidade de criar um ambiente apropriado para
a reproducdo do nematoide (POINAR et al., 1990; THAKUR et al., 2020).

No Brasil, inimeros estudos evidenciam o potencial do CB realizado por nematoides
entomopatogénicos em diversas culturas, tais como goiaba (Psidium guajava), banana (Musa

spp.), cana-de-agucar (Saccharum officinarum) e café (Coffea spp.) (DOLINSKI, 2020).

Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo os mais utilizados em programas de CB em todo
mundo, e se destacam no percentual de produtos disponivel por ativo biologico para
comercializacdo (CROPLIFE 2020). As espécies entomopatogénicas sao de ambiente terrestre
e aquatico e sdo imensamente importantes no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Além disso,
sdo microrganismos que vivem em diferentes associacdes com insetos (parasitismo,
comensalismo e simbiose) de natureza obrigatoria ou facultativa (RANA et al., 2019, 2020,
THAKUR et al., 2020).

Esses fungos ndo atacam plantas, contudo, o estudo realizado por Nourrisson et al.
(2017) demonstrou preocupag¢do com o uso de fungos para o CB, uma vez que eles possuem
alta capacidade de produzir toxinas que possam desencadear patogenicidades em espécies de
mamiferos ou outros vertebrados que ndo sdo alvo bioldgico. Oosporina, Efrapeptinas,
Destruxinas e outros peptideos toxicos sdo metabolitos produzidos pelos fungos Metarhizium
anisopliae, Tolypocladium spp., Beauveria brongniartii € Beauveria bassiana (VALADARES
et al., 2020).
De maneira oposta ao que ocorre com outros microrganimos, ou seja, necessitam ser

ingeridos para ocasionar a infec¢do no hospedeiro, os fungos entomopatogénicos contagiam
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seus alvos via tegumento (VALADARES et al., 2020). Espécies de insetos sugadores (tripes,
pulgdes, mosquitos, cochinilhas, 4caros e moscas brancas) sdo altamente afetados e mortos pelo
uso de fungos entomopatogénicos (BARBARA e CLEWES, 2003; THAKUR et al., 2020).
Em sintese, o processo ¢ realizado por quatro etapas (Figura 10), sendo elas: 1) adesdo
de estruturas fungicas a superficie do hospedeiro suscetivel, 2) germinagado, 3) penetragdo e 4)

colonizacao interna (VALADARES et al., 2020).

Figura 10 - Etapas do processo patdgeno-hospedeiro. Adesdo e germinagdo (A); penetragdo (B);

colonizacao (C); reproducao (D); e disseminacao (E).
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Fonte: Faria et al., 2022.

Na conjuntura atual, em grande maioria os micoinseticidas sdo derivados de quatro
classes principais de fungos: Sordariomycetes, Hyphomycetes, Zygomycetes e Laboulbeniales
(THAKUR et al., 2020). No Brasil, os principais bioldgicos formulados a partir de fungos
entomopatogénicos sdo: Isaria fumorosea, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus,
Pochonia chlamydosporia, Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningiopsis, Trichoderma stromaticum, Hirsutella thompsonii, Aspergilus flavus e Beauveria

bassina (AGROFIT, 2022).
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O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana

A espécie de fungo entomopatogénicos Beauveria bassiana foi descrita pela primeira
vez por volta de 1800 como patogeno do bicho-da-seda, por meio de experimentos realizados
por Agostino Bassi (IMOULAN et al., 2017). Posteriormente, Balsamo (1835) confirmou os
estudos de Bassi, ao verificar que exemplares mortos de bicho-da-seda, apresentavam
incrustacao e eflorescéncia branca, caracteristicas de fungos entomopatogénicos do género
Botrytis ( BUSTAMANTE et al., 2019).

Balsamo (1835), inicialmente nomeou a espécie do fungo entomopatogénico de Botrytis
paradoxa alsamo, e logo depois alterou a nomenclatura para Botrytis bassiana (Balsamo). Anos
depois, essa espécie foi alocada em seu proprio género: Beauveria vuillemin, como espécie tipo
Vuillemin, 1912 (BUSTAMANTE et al., 2019).

Desde a descri¢ao de B.bassiana por Vuillemin (1912), as cepas de B. bassiana foram
mundialmente isoladas de cadaveres de insetos e do solo, incluindo inimeros métodos seletivos
que foram se aperfeigoando de acordo com os avangos das pesquisas técnicos-cientificas. No
entanto, ainda existem controversas de quantas espécies, de fato, ja foram descritas
(BUSTAMANTE et al., 2019).

De acordo com Imoulan et al. (2017), o método de delineamento experimental realizado
com base na analise multigénica, por meio da observagdo das formas dos esporos e conidios
contribuiram para catalogar dezessete espécies, classificando-as em quatros grupos principais.
A caracterizag¢do morfoldgica do primeiro grupo esta relacionada com a producéo de elipsoidais
alongados a conidios cilindricos, constituido por seis espécies (Figura 11 /A-F): B. amorpha,
B. caledonica, B. malawiensis, B. lii, B. sinensis e B. hoplocheli. O segundo grupo possui trés
espécies: B. brongniartii, B. asiatica e B.sungii, que sdo caracterizadas por conidios elipsoidais
(Figura 11/ G-I). O terceiro apresenta espécies produtoras de conidios globosos a subglobosos:
B. basiana, B.austalis, B.kipukae, B.pseudobassiana, B. varroae, B. rudraprayagi e B.
medogenis (Figura 11/ J-P).E o ultimo grupo, apresenta uma unica espécie que possuiu
caracteristicas distintas das outras, B.vermiconia (Figura 11/ Q), produz conidios em forma de

virgula (IMOULAN et al., 2017).
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Figura 11 - Forma dos conidios das dezessete espécies de Beauveria sp.

(A-F): B. lii; B. Amorfa; B. sinensis; B. hoplocheli; B. malawiensis; ¢ B. caledonica); (G-1:) B. asiatica; B.

sungii; e B. brongniartii; (J-P:) B. australis; B. bassiana; B. kipukae; B. varroae; B. pseudobassiana; B.

medogénese e B. rudraprayagi); (Q): B. vermiconia.

A B
Fonte: Adaptado de Imoulan et al., 2017.

Haja vista, as novas técnicas moleculares de sequenciamento genético, utilizadas
atualmente nas pesquisas técnico-cientificas, contribuiram para que essas novas espécies
fossem identificadas. O banco de dados da National Library of Medicine (NIH), reporta 25

linhagens do fungo (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/eukaryotes/910/). Em

contrapartida, o MycoBank Database apresenta 23 linhagens descritas para o fungo B. bassiana

(https://www.mycobank.org/page/Name%?20details%20page/name/Beauveria%?20bassiana).
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Essa discrepancia entre as espécies de B. bassiana encontrada entre os bancos de dados,
esta relacionada com a dificuldade de identificagdo do fungo, especialmente em estado de
conidiogénese, devido a simplicidade estrutural e falta de variagao fenotipica distinta. Assim, a
analise da dados moleculares esta se tornando padrao para reconhecimento desses fungos, por
meio de sequéncia de multilocus, a fim, de evitar enganos na compreensao da historia evolutiva
do género B. bassiana (BUSTAMANTE et al., 2019).

Tendo em vista todos os estudos taxonomicos do género B. bassiana, até o presente
momento, de acordo com National Center for Biotechnology Information (NCBI), a linhagem
atual e completa do fungo ¢ a seguinte: cellular organisms; Eukaryota; Opisthokonta; Fungi;
Dikarya; Ascomycota; saccharomyceta; Pezizomycotina; leotiomyceta; sordariomyceta;
Sordariomycetes; Hypocreomycetidae; Hypocreales; Cordycipitacea; Beuvaria (NCBI, 2022).

Considerando os aspectos morfologicos gerais do género, B. bassiana ¢ um fungo
filamentoso, eucarionte e com presenga de células quitinizadas. Quando cultivado em
laboratorio, apresenta crescimento satisfatorio nos meios de cultura Sabourand-dextrose-agar
(SDA), batata-dextro-se-dgar (BDA) e outros. Por meio de observacdes macroscopicas de B.
bassiana (Figura 12), as colonias inicialmente apresentam uma coloragdo esbranquicada, e a

superficie possui aparéncia velosa e moderadamente acolchoada (RODRIGUES et al., 2016).

Figura 12 - Colonia do fungo entomopatogénco B. bassiana (Vuill.) (A); e Sternocoelus sp. infectado pelo B.

bassiana sp. (B).

Fonte: Lima, 2017.

Microscopicamente, o B. bassiana ¢ um fungo filamentoso, os esporos assexuados sao

conidios de coloragdo inicial branca, podendo chegar ao branco-amarelado, com filamentos
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septais e sinuosidades transparentes, o didmetro das hifas variam entre 2,5 e 25 um (Figura 13)

(DANNON et al., 2020).

Figura 13 - Esporos e conidios da infec¢do por B.bassiana em formigas de Afta spp., linhagem ESALQ PL63

produzido pela empresa Koppert Ltda., com o nome comercial Boveril®, utilizado nos bioensaios dessa pesquisa.

Fonte: A autora, 2018.

Os conidios e blastoporos (6rgaos assexuados infecciosos) do B. bassiana, apresentam
estruturas diferentes, essa variacdo esta relacionada ao ambiente em que o fungo estd alocado
(Figura 14). Em ambiente aerobico, o fungo produz conidios ovais ou esféricos que variam
entre (1,55 — 5,5 um x 1,3 um de tamanho) e (1-4 um de didmetro), respectivamente. Em
condig¢des anaerdbicas, o fungo produz blastosporos de forma oval com medidas em torno de

(2-3 um de didmetro e 7 um de comprimento) (DANNON et al., 2020).

Figura 14 - Crescimento do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana: (A) condigdes aerdbicas e

condi¢des anaerobicas (B).
| —

Fonte: Agropages, 2022.
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Os autores Mascarin e Jaronski (2016), estabeleceram recentemente como o B. bassiana
ocasiona infec¢des nos hospedeiros. Os 6rgaos assexuados infecciosos do fungo (conidios e
blastoporos) espalham-se por gotas de chuva, acao dos ventos e também por vetores artropodes.
Resumidamente a agao do fungo no hospedeiro ocorre em quatro estagios: adesao, germinagao
e diferenciagdo, penetracao e disseminagao.

No estagio de adesdo, os conidios e/ou blastoporos aderem-se a superficie da cuticula
do hospedeiro por meio de forgas eletroestiticas e quimicas, iniciando a producdo de
mucilagem, que induz a conversdo epicuticular, onde o produto final ¢ a germinagao dos
conidios (WRAIGHT ROBERTS, 1987; DANNON et al., 2020).

A etapa da germinacao se difere de acordo com as condi¢des ambientais em que o fungo
se aloca (aerdbicas ou anaerobicas) e considera também a fisiologia do hospedeiro, ou seja, a
composicao bioquimica da cuticula do alvo bioldgico. Estas condi¢des sdo cruciais pois podem
estimular ou inibir a infec¢@o pelo fungo. Em vias favoraveis, a germinacao induz a prospec¢ao
dos tubos germinativos com estimulos quimicos e reidratacdo, prosperando a viruléncia do
entomopatogéno sob o hospedeiro (MASCARIN e JARONSKI, 2016; DANNON et al., 2020).

No entanto, a diferenciacdo se caracteriza pela formagao de pinos de penetracdo e/ou
apressorios de penetragdo, que asseguram o desenvolvimento e crescimento de hifas,
capacitando-as para romper o tegumento do inseto e molificar a cuticula do hospedeiro alvo, e
assim promover a penetragdo no hospedeiro (MASCARIN e JARONSKI, 2016; DANNON et
al., 2020).

No estdgio de penetragdo, os pinos e/ou apressorios auxiliam o fungo a penetrar em
todas as camadas da cuticula do hospedeiro, até que atinja a hemolinfa do inseto por meio da
pressdo mecanica oxalato e da ag¢do hidrolitica, ocasionada por enzimas lipases, proteases €
quitinases. Nessa etapa, a migracdo do fungo se conduz de forma 4agil para epiderme e
hipoderme (DANNON et al., 2020).

O estagio de disseminacdo ¢ a Ultima etapa da infec¢do do B. bassiana. Ao atingir a
hemolinfa (ambiente mais rico em nutrientes do hospedeiro), o fungo entomopatogénico tolera
uma diferenciacdo no campo morfogenético. Consequentemente, nesse estagio o B. bassiana
inicia o processo de secretar metabolicos toxicos ao hospedeiro que contribuem para dominar
a imunidade imunoldgica do inseto, e assim estabelecer uma colonizagdo vitoriosa, que
ocasiona desnutri¢do, danos fisicos, e a morte do hospedeiro. Neste estagio, o fungo produz o

antibidtico Oosporin que auxilia na aniquilagdo de bactérias benéficas do hospedeiro.
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Subsequentemente, as hifas do B. bassiana, atravessam o tegumento do alvo biologico,
causando aparéncia de algoddo. E finalmente, os conidi6foros se tornam perceptiveis nos
cadaveres mumificados, encerrando o ciclo de infec¢do do fungo, que apds alguns dias
produzem novas esporulacdes de conidios para dispersdo de novos ciclos (Figura 15)

(DANNON et al., 2020).

Figura 15 - B. bassiana colonizando diversos hospedeiros:

A- Ninfa da mosca-branca (Bemisia Tabaci); B- Metamasius hemipterus; C- Broca-do-café (Hyphotenemus
hampei); D- Anastrepha Fraterculus; E- Tetranychus urticae; F- Percevejo-da-soja (Nezara viridula); G--

Diaphorina citri; H- Thaumastocoris. peregrinus.

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2020.

B. bassiana possui ocorréncia generalizada em todos os paises do mundo exceto em
regides polares. Sobrevive no solo como propagulos dormentes ou como micélio saprotéfico,
até aderir a um hospedeiro alvo compativel, associando-se a plantas como microrganismo
endofito ou no ambiente circundante (BEHIE et al., 2015; IMOULAN et al., 2017).

Individuos do fungo B. bassiana ja foram reportadas nos continentes da Africa, Asia,
Europa, América do Norte, Oceania e América do Sul. A Tabela 2, lista algumas referéncias de
artigos publicados até o ano de 2020, considerando apenas os paises e estados da América do
Sul, onde o fungo B.bassiana foi reportado, e sua distribuicdo permanece até os dias atuais

(CABI, 2020).
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Tabela 2 - Paises e estados da América do Sul, onde o fungo B.bassiana foi reportado.

Pais/ Estados Distribuicao Referéncias

e Argentina X Fresa (1979)

e Bolivia X 1. Pruett e Colque (1985)

e Brasil X 2. Habib and Andrade (1977)
-Alagoas X 3. CABI (2020)
-Amazonas X 4. Lordetal., (1987)
-Bahia X 5. CABI (2020)
-Ceara X 6. Bleicher et al., (1994)
-Espirito Santo X 7. Benassi (1995)
-Goias X 8. Fernandes e Alves (1991)
-Mato Grosso X 9. CABI (2020)
-Mato Grosso do Sul X 10. CABI (2020)
-Parana X 11. Hoffmann et al., (1979)
-Pernambuco X 12. Marques et al., (1984)
-Rio Grande do Sul X 13. Lorenzato e Corseuil (1982)
-Santa Catarina X 14. Carneiro et al., (1994)
-Séo Paulo X 15. CABI (2020)

e Chile X 16. Lanfranco et al., (1994)

e Colombia X 17. Agudelo et al., (1977)

e Equador X 18. CABI (2020)

e Peru X 19. Alcala et al., (1976)

e Uruguai X 20. Hudson et al., (1988)

Fonte: Adaptado de CABI, 2020.

Segundo Oliveira et al. (2020), presentemente, a producdo de B.bassiana esta sendo

realizada por via do micélio seco do fungo, por meio de fermentacdo em meio liquido (FL-
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https://www.cabi.org/isc/datasheet/108359
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-19016
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108379
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-33659
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108381
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-12539
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108627
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB--25
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108628
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-37195
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108630
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB--25
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108631
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-68678
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108632
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-74452
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108634
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-52596
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108638
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB--25
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108637
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB--25
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108643
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-16322
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108641
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-28181
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108648
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-23319
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108649
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-67467
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108651
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB--25
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108396
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-72445
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108399
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-12648
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB--27
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108532
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-12499
https://www.cabi.org/isc/datasheet/8785#REF-DDB-43961

62%), semissolido (FSS-16%) ou so6lido (FS-22%), os substratos comumente utilizados sdo
bagaco de cana-de-acucar, farelo de arroz, arroz parabolizado e milho triturado (OLIVEIRA et
al., 2020). A (Figura 16), ilustra que os autores Kleespies € Zimmermann (1992), demonstraram
que a fermentacdo para fungos entomopatogénicos em grande escala, apresentaria maiores
rentabilidades de produ¢do em meio liquido. Com isto, esse método de produgdo ¢ o mais

estudado nos ultimos anos (OLIVEIRA et al., 2020).

Figura 16 - Cenario das formas de producdo de Beauveria spp., nos ultimos 10 anos.

Pesquisa realizada em artigos publicados em revistas cientificas internacionais nos anos de 2008 a 2018,
totalizando 33 artigos avaliados. FL (Fermentagio em meio liquido); FSS (Fermentagio em meio

semissolido); FS (Fermentagdo em meio solido).

WFLMWFSS WFS @

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2020.

As espécies B. bassiana sao patdégenos de inimeras ordens de insetos-pragas, afetando
mais de 700 espécies em diversas ordens da classe Insecta, entre elas: Coleoptera, Lepidoptera,
Hemiptera, Diptera, Orthoptera ¢ Hymenoptera. Além disso, o fungo é capaz de atacar os
hospedeiros em todas as fases de desenvolvimento: ovos, ninfas, larvas, pupas e adultos (CABI,
2020).

Os autores Selvasundaram e Muraleedharan (2000); Rodrigues Palomera et al. (2012),
Alves et al. (2012), Beris et al. (2013), Tamayo Mejia et al. (2014) e Akutse et al. (2019)
comprovaram em seus estudos que o B. bassina ¢ inimigo natural de adultos de Euwallacea
perbrevis, adultos e ninfas de Dialeurodes citri, adultos de Vatiga manihotae, adultos e pupas
de Ceratitis capitata, artropodes e ninfas de Bactericera cockerelli, ovos e larvas de Spodoptera

frugiperda, respectivamente.
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https://www.cabi.org/isc/datasheet/56170
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https://www.cabi.org/isc/datasheet/29810
https://www.cabi.org/isc/datasheet/29810

A vasta gama de hospedeiro de B. bassiana inclui pragas florestais e agricolas de grande
importancia econdomica (IMOULAN et al., 2017). Com isso, o B. bassiana, ocupa o rank dos
principais entomopatogénicos utilizados como fonte de inseticidas e acaricidas fungicos do
século XIX e XX (SANTO MERGULHAO et al., 2014; ZHOU et al., 2021). Atualmente, o
comércio mundial produz e consome inumeros biopesticidas formulados a partir do B.
bassiana, embora, ainda ndo seja um niimero expressivo em relagcdo ao uso indiscriminado de
PAP e PPA.

No Brasil, as formulagdes do fungo, ¢ utilizado como alvo biologico para broca-do-café
(Hypothenemus hampei), broca-da-bananeira (Cosmopolites sordidus), broca-gigante-da-cana-
de-agucar (Castnia licus), Acaros: Tetranychus urticae, Brevipalpus phoeenicis, Acaro-verde-
da-mandioca (Mononychelus tanajoa),Gorgulho-aquatico-do-arroz (Oryzophagus oryzae),
Gorgulho-da-cana-de-agucar (Sphenophorus levis) e Cascudinho (Alphitobius diaperinus)
(UNIFEOB, 2020).

Familia Formicidae

Estudos paleontdlogos estimam que a origem das formigas remota ao Cretaceo, no
entanto, a diversificacdo das linhagens atuais data aproximadamente 65,5 milhos de anos, e
seguem em ininterrupta evolugao (BOLTON, 2022; BARDEN, 2017). Com isso, as formigas
se tornaram o grupo taxondmico com maior nimero de espécies conhecidas e diversidade
ecoldgica, habitando e dominando um amplo espectro de ecossistemas terrestres (PREBUS,
2017).

As formigas pertencem a ordem Hymenoptera e constituem a familia Formicidae
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). De acordo com catalogo taxondmico de formigas, Bolton
(2022), Formicidae possuiu 501 géneros, subdivido em 22 subfamilias e soma 16.578 espécies
e subespécies. Ainda assim, € evidente que ha muitas espécies a serem descobertas e descritas.

Assim como cupins, algumas vespas e abelhas, todas as espécies de formigas sao insetos
eusociais, ou seja, apresentam trés atributos que exprimem esse comportamento: 1) distribui¢ao
de tarefas, os individuos estéreis executam diversos trabalhos para beneficiar os individuos
férteis, 2) todos os individuos atuam em equipe para assegurar o desenvolvimento dos
individuos mais jovens, e 3) na colonia comumente ocorre a sobreposi¢ao de duas ou mais
geracgdes, desse modo, os individuos jovens trabalham junto dos mais velhos (BACCARO et

al., 2015).
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Dado o exposto, uma colonia de formigas ¢ constituida por diferentes tipos de
individuos adultos, que juntos constituem uma casta. Assim sendo, cada casta ¢ formada por
um conjunto de individuos que apresentam o mesmo tipo morfoldgico, faixa etaria e estado
fisioldgico para realizar tarefas especificas na colonia (BORROR e DELONG, 1988; SILVA ¢
LOECK, 2006; BAIOTTO et al., 2015).

Ainda de acordo com os mesmos autores, castas de um formigueiro sdo compostas pelas
rainhas (fémeas férteis), essas desempenham a funcao de liderar a colénia e por ovos férteis,
viabilizando a perpetuacao do ninho. As operarias (fémeas estéreis apteras), realizam tarefas
dentro e fora do ninho, entre elas cuidar das larvas e forragear, respectivamente. Os soldados
que também s3o fémeas estéreis apteras, protegem e defendem as entradas da colonia contra
possiveis predadores e outras espécies de formigas. E os machos alados sdo responsaveis pela
reproducao (Figura 17). Logo ap6s o voo nupcial, os machos sdo expulsos da colonia de origem

€ consequentemente sobrevivem por pouco tempo no ambiente apos acasalar.

Figura 17 - Representagao esquematica do ciclo de vida de uma coldnia de formigas.
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Fonte: Baccaro et al., 2015.

Os habitos alimentares da familia Formicidae se diferenciam de conforme as espécies,
algumas sdo carnivoras como as da subfamilia Ponerinae, outras se alimentam de fungos, seiva
ou néctar de flores, dieta comum da subfamilia Myrmicinae, e outras espécies se alimentam da

excre¢ao de outros individuos (trofalixia) processo no qual um individuo transfere a outro, o
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alimento por regurgitacdo, além de substincias agucaradas, insetos mortos ou carne de
cadaveres (BORROR e DELONG,1988).

Estatisticas publicadas pela AntWeb (2022) classificam a familia Formicidae em cinco
subfamilias principais, como mostra a Figura 18. Em suma, Formicinae compreende espécies
insetivoras, doceiras e caseiras e realizam simbiose com cochonilhas e pulgdes; Ponerinae sao
predadoras e as operarias forrageiam individualmente; Dolichoderinae ocasionam danos em
culturas agricolas e outras sdo pragas urbanas e em geral sdo onivoras; Dorylinae apresentam
operarias com tamanhos variados e a rainha ndo possui asas, além disso, sdo carnivoras; €

Myrmicinae soma espécies onivoras e desfolhadoras (BAIOTTO et al., 2015).

Figura 18 - Principais subfamilias de Formicidae.

B Myrmicinae M Ponerinae B Dolichoderinae B Dorylinae B Formicinae M Outros

Fonte: Adaptado de AntWeb, 2022.

Conforme os autores Kistner (1982); Holldobler ¢ Wilson (1990); Jolivet et al. (1996),
Schultz e McGlynn (2000) e Mueller et al. (2004), as interagdes realizadas pelas formigas nos
ecossistemas, resultaram na evolu¢do de inumeros ou organismos em grau singular. Os
trabalhos desses autores, apontaram que as formigas participam de simbioses obrigatorias e
facultativas, em milhares de espécies de artropodes, varias espécies de plantas distribuidas em
torno de 52 familias, e o nimero de fungos e microrganismos ainda ¢ inestimavel (AntWeb,
2022).

Dado o exposto, as formigas sdo imprescindiveis na ecologia dos sistemas terrestres. A

literatura cientifica elucida que a familia Formicidae ¢ o maior grupo de predadores de
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invertebrados, sdo condutores de energia e material organico, realizam a fertilizagdo e
recuperacao dos solos. Além disso, as espécies da subfamilia Myrmicinae sdo as principais
pragas de culturas da regido Neotropical (AntWeb, 2022), desfolhando vegetais para levarem
ao formigueiro e alimentar fungos. Formigas da subfamilia Myrmicinae sao mic6fagas, ou seja,

se alimentam de fungos que cultivam no interior dos formigueiros.

Subfamilia Myrmicinae

De acordo com Bolton, (2022), Myrmicinae possui seis tribos, 147 géneros e cerca de
7.076 espécies viventes. Habitam oito regides biogeograficas da Terra, sendo elas: Oceania
Afrotropical, Australasia, Indomalaya, Malgaxe, Nedartica, Neotropical e Paleértica. Assim
sendo, Myrmicinae constitui a maior subfamilia da familia Formicidae. Consequentemente os
habitos alimentares sdo diversos; onivoras generalistas, predadoras, granivoras ou produtoras
de fungos (AntWeb, 2022).

Assim sendo, na historia evolutiva, as formigas desenvolveram a capacidade de cultivar
seu proprio alimento. Espécies que cultivam fungos para a sua alimentac¢do pertecem a tribo
Attini e engloba dois géneros principais Atta ¢ Acromyrmex, popularmente designadas como
formigas cortadeiras (SANTOS e CAZETTA, 2016).

Segundo Ajnos et al. (1998), elas sdo a principal praga do reflorestamento brasileiro e
outras culturas ao redor do mundo. Do ponto de vista econdmico, elas atacam demasiadamente
cultivos em todas épocas do ano, e em qualquer fase do desenvolvimento da planta. Folhas,
flores, brotos e ramos finos sdo comumente carregados para o interior dos seus ninhos, a fim
de, alimentar os fungos simbiontes para assegurar a sobrevivéncia do formigueiro.

Morfologicamente, as formigas do género Acromyrmex tém o dorso do mesossoma com
quatro a cinco pares de espinhos uniformes (lisos) e o gaster ¢ microtuberculado (Figura 19), e
as operarias sao polimorficas. No territdrio brasileiro, sdo encontradas em todos os estados, €
popularmente sdo denominadas de “quenquéns” (BACCARO et al., 2015). Em conformidade
com Bolton (2022), o género Acromyrmex soma 21 subespécies e 34 espécies. Sdo nativas e

distribuidas nas regides biogeograficas da Neartica e Neotropical.
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Figura 19 - Exemplar do género Acromyrmex.

Fonte: Baccaro et al., 2015.

A diagnose do género Afta, evidencia o dorso do mesossoma com trés pares de espinhos,
o primeiro tergo do gaster ¢ liso e ndo apresenta tubérculos (Figura 20), e as operarias sao
extremamente polimorficas. Popularmente sdo chamadas de tanajuras, satvas ou icas, e
também estdo presentes em todos os estados do Brasil. De acordo com Bolton (2022), esse
género constitui um Unico subgénero distribuidas em 15 espécies. Sao relatadas nas regides

biogeograficas do Indomalaya, Neartica e Neotropical e sdo nativas Neartica e Neotropical.

Figura 20 - Exemplar do género Atta.

Fonte: Baccaro et al., 2015.
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Inteligéncia Artificial

Chama-se de Inteligéncia Artificial (IA), a capacidade de uma méquina, geralmente um
computador, de aprender, ap6s um periodo de treinamento, o que antes se pensava ser exclusiva
da inteligéncia humana (GEIS et al., 2019). A TA ¢ formada por varios campos de pesquisa,
tendo como principais o Aprendizado de Maquina (Machine Learning) e o Processamento de
Linguagem Natural (Natural Language Processing). O Aprendizado de Maquina tem por
objetivo realizar predigdes a partir de conjuntos de dados, na busca de padrdes existentes nestes
conjuntos de dados (DUC et al., 2019; PANESAR et al., 2020).

Segundo Mitchell (1997), o objetivo do Aprendizado de Méaquina (AM) € a construgdo
de programas que melhorem seu desempenho por meio de exemplos, e esses exemplos sdo
conseguidos através de conjuntos de dados. Ao analisar estes conjuntos de dados, os métodos
de Aprendizado de Maquina conseguem entender seus padrdes, construido estruturas para
segrega-los em dois ou mais grupos.

O grande objetivo do Aprendizado de Maquina ¢ encontrar padrdes presentes em
conjuntos de dados, impossiveis de serem encontrados manualmente. Esses padrdes podem ser
vistos como caracteristicas presentes nos dados que segregam um ou mais grupos, separando-
os. Dessa forma, ndo ¢ necessario analisar todas as caracteristicas presentes nos dados, e sim,
somente aqueles que realmente sdo importantes nessa separagao.

Para se construir um classificador, cada um dos registros presentes no conjunto de dados
deve estar rotulado, isso ¢, devem pertencer a um dos grupos que se pretende analisar. Esse
classificador pode ser do tipo “caixa-preta” ou “caixa-branca”. Os classificadores “caixa-preta”
sdo classificadores onde ndo se sabe quais sao os atributos mais importantes, € muito menos em
que faixa de valor. J4 os classificadores “caixa-branca”, sabe-se quais foram os atributos que
foram utilizados na classificagdo, e dependendo do classificador “caixa-branca”, em quais
faixas esses atributos segregam os grupos.

Pode-se citar as Arvores de Decisdo como um dos classificadores “caixa-branca” mais
importantes e utilizados. As Arvores de Decisdo sdo importantes pois além de serem métodos
de classificacdo extremamente rapidos, trazem como saida, conhecimento estruturados de

forma simples e intuitiva, favorecendo a interpretacao do conhecimento gerado.
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Avaliagdo de patogenicidade do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana em formigas do género Atta spp. utilizando aprendizado de
maquina

Abstract. The application of pesticides increases agricultural productivity, but the frequent and intensive use generates multiple unfavorable
externalities. Biological Control, emerged as an alternative to chemical methods, and currently shows significant numbers in the world
agricultural market. This method uses natural enemies, in order to minimize the presence of harmful residues to human health, fauna and
flora species and the environment. The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is commonly used to control insect pests, however, a
recommended dosage to control leaf-cutting ants of the genus Atta spp., has not yet been reported. Thus, this work evaluated the
pathogenicity of this fungus using Machine Learning. The data presented were extracted from an Artificial Biological Control work, carried out
under laboratory conditions in the year 2018. The bioassays were carried out with the application of the biopesticide Boveril®. As there is no
recommended dosage of Beauveria for Atta spp., the concentrations were prepared according to the recommendation for the coffee berry
borer (Hypothenemus hampei). From the results obtained, a data set was built, bringing information about the dosage used in each treatment,
and how many days it took to exterminate a certain percentage of ants. The decision tree was generated by the Weka software, version 3.6.11.
The values obtained through Machine Learning, found a Boveril® dosage pattern and a significant result that was able to combine efficiency in

the death of the ants in as many days as possible.

Keywords: Biological Control, Atta spp., Beauveria bassiana, Machine Learning.

O Controle Biolégico (CB), utiliza inimigos naturais, tais como
predadores e parasitéides, virus, nematdides, bactérias e fungos.
Desde o inicio do século XX, é utilizado como uma alternativa em
relagdo aos métodos quimicos (Silva et al. 2022), com o intuito de
minimizar a presenca de residuos nocivos a saude humana, espéciesda
fauna e flora e aos ecossistemas (Parra et al. 2021). A aplicagdo desses
organismos de controle é realizada por encharcamento, pulverizagdo
(drones, maquinas agricolas e outros), ou sdo aplicados diretamente
nas raizes das plantas na forma de pastilha, revestindo sementes ou
tratando a raiz no estagio de pré-semeadura (Thakur et al. 2020).

Atualmente trés tipos de CB sdo conhecidos: Natural, Classico e
Aplicado (Van Lenteren et al. 2018). As técnicas utilizadas em cada um
dos procedimentos de controle citadas anteriormente, sdo: 1-
conservacdo (Controle Bioldgico Natural ou Conservador), 2-
introducdo (Controle Bioldgico Clssico), e 3 — multiplicagdo (Controle
Biolégico Aplicado ou Aumentativo). Em todas as técnicas é
imprescindivel que o inimigo natural seja criado em laboratério, pois,
os diferentes estagios de vida sdo fundamentais para as estratégias de
diversos programas de CB (Parra & Coelho 2022).

Os organismos mais utilizados em programas de CB em todo o
mundo sdo os fungos entomopatogénicos, além disso, se destacam no
percentual de produtos disponivel por ativo biolégico para
comercializacdo (CropLife 2020). Eles vivem em ambiente terrestre e
e aqudtico, e sdo fundamentais no Manejo Integrado de Pragas (MIP).
E mantém diferentes associacdes com insetos (simbiose, parasitismo
e comensalismo) de natureza obrigatdria ou facultativa (Rana et al.
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2019;2020; Thakur et al. 2020).

As espécies de fungos entomopatogénicos, ocasionam infecgdo
nos hospedeiros via tegumento. Em sintese, o contagio é realizado por
quatro etapas, sendo elas: 1) adesdo de estruturas flingicas a superficie
do hospedeiro suscetivel, 2) germinagdo, 3) penetracio e 4)
colonizacdo interna (Valadares et al. 2020). Na conjuntura atual, em
grande maioria os micoinseticidas sdo derivados de quatro classes
principais de fungos: Sordariomycetes, Hyphomycetes, Zygomycetes e
Laboulbeniales. As espécies mais utilizadas em programs de CB
pertencem aos géneros Beauveria e metarhizium (Thakur et al. 2020).

Beauveria bassiana, foi descrito pela primeira vez por volta de
1800 como patdgeno do bicho-da-seda, por meio de experimentos
realizados por Agostino Bassi (IMOULAN et al.,, 2017). Anos depois,
essa espécie foi alocada em seu préprio género: Beauveria vuillemin,
como espécie tipo (Vuillemin 1912). Posteriormente, as cepas de
B.bassiana foram mundialmente isoladas de caddveres deinsetos e do
solo, incluindo inGmeros métodos seletivos que foram se
aperfeicoando de acordo com os avangos das pesquisas técnicos-
cientificas. No entanto, ainda existem controversas de quantas
espécies, de fato, ja foram descritas (Bustamante et al. 2019).

Microscopicamente, B. bassiana ¢ um fungo filamentoso, os
esporos assexuados sdo conidios de coloracdo inicial branca, podendo
chegar ao branco-amarelado, com filamentos septais e sinuosidades
transparentes, o didmetro das hifas variam entre 2,5 e 25 um (Fig. 1)
(Dannon et al. 2020).
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Figura 1. Esporos e conidios da infeccdo por B.bassiana em formigas
Atta spp., desta pesquisa.

B. bassiana é patogeno de inimeros insetos-pragas, afetando mais
de 700 espécies em diversas ordens da classe Insecta, entre elas:
Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Diptera, Orthoptera e
Hymenaoptera. Além disso, o fungo é capaz de atacar os hospedeiros
em todas as fases de desenvolvimente: ovos, ninfas, larvas, pupas e
adultos (Cabi 2020). O fungo possui ocorréncia generalizada em todos
05 paises do mundo exceto em regides polares. Sobrevive no solo como
propagulos dormentes ou como micélio saprotofico, até aderir a um
hospedeiro alvo compativel, além disso, ele se associa a plantas como
microrganismo endéfito ou no ambiente circundate (Jones et al. 2015;
Imoulan et al. 2017). Individuos da espécie ja foram reportados nos
continentes da Africa, Asia, Europa, América do Norte, Oceania e
Ameérica do Sul (Cabi 2020).

A vasta gama de hospedeiros de B.bassiana inclui pragas
florestais e agricolas de grande importancia econémica (Imoulan et
al. 2017). As formigas do género Atta e Acromyrmex popularmente
designadas como cortadeiras, pertencem a subfamilia Myrmicinae, e
sdo a principal praga do reflorestamento brasileiro e outras culturas
agricolas ao redor do mundo. Do ponto de vista econdmico, elas
atacam demasiadamente cultivos em todas as épocas do ano, e em
qualquer fase do desenvolvimento da planta. Folhas, flores, brotos e
ramos finos sdo comumente carregados para o interior dos seus
ninhos, a fim de alimentar os fungos simbiontes para assegurar a
sobrevivéncia do formigueiro (Santos & Cazetta 2016; Anjos et al.
1998).

Dado o exposto, o género Beauveria é o mais estudo em programas
de CB, no entanto, uma dosagem recomendada para controlar
formigas cortadeiras do género Atta spp., ainda ndo foirelatada. Nesse
panorama, a Inteligéncia Artificial (IA), é formada por varios campos de
pesquisa, tendo como principais: o Aprendizado de Maquina (Machine
Learning) e o processamenta de Linguagem Natural (Natural Language
Processing). O Aprendizado de Maquina, tem como intuito realizar
predicdes a partir de conjuntos de dados na busca de padrdes
existentes nestes conjuntos de dados (Leiva et al. 2019; Panesar et al.
2020). Portanto, é importante integrar métodos de andlises para
otimizar a eficiéncia da empregabilidade do CB.

Parra et al. 2021, Figueiredo 2020 e Donley et al 2022 relatam a
necessidade imediata de maior fiscalizagdo do uso de produtos
quimicos, pois 0s mesmos acarretam externalidades negativas. Diante
disso, essa pesquisa avaliou a patogenicidade de B.bassiana em
formigas do género Atta spp., por meio do uso de AM. Os dados
apresentados foram extraidos de um trabalho de Controle Biolégico
Artifical, realizado em condigdes de laboratério no ano de 2018, com
pulverizacdo de Boveril ® isolado ESALQ PL63. Como ndo existe uma
dosagem recomendada de Beauveria para formigas, as concentracdes
foram preparadas de acordo com a recomendacdo utilizada para a
broca-do-café (Hypothenemus hampei).

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética e
Biotecnologia (Geneb) e no Laboratério de Biologia, Zoologia e
Entomologia, ambos pertecentes ao Centro Universitario de Patos de
Minas (Unipam), no municipio de Patos de Minas — MG. A coleta das
formigas Atta spp., foirealizada em dreas pertencentes a Fazenda Santa
Cecilia, localizada no municipio de Carmo do Paranaiba — MG.

A area foi explorada por um periodo de dois dias até a identificacdo
dos ninhos de formigas de Atta spp., todos os formigueiros foram
encontrados abaixo de cupinzeiros nas pastagens da drea estudada. As
escavagGes foram realizadas com o auxilio de uma enxada e as
perfuragdes se delimitaram até o encontro dos ninhos. Foram extraidos
em média 120 formigas dos ninhos, utilizando pinga entomoldgicas e
EPIs, afim de evitar a mordida dos exemplares. Em seguida eles foram
armazenados em um pote plastico de 500 mL, e no seu interior foi
adicionado terra da pastagem da drea de estudo, em seguida o pote foi
lacrado com uma tampa perfurada, para assegurar a passagem de ar e
evitar que as formigas saissem do pote. Posterioremente, eles foram
acondicionados em tubos de ensaio com embebido de d4gua para garantir
a hidratagdo até o transporte ao (GENEB).

As formigas ficaram sem alimento, e em observagdo por um
perfodo de quatro dias e acondicionadas em estufa climatizada em
temperatura 25+1°C. Esse periodo foi uma estratégia experimental, a
fim de descatar a ocorréncia de mortalidade das formigas por fatores
ndo relacionados aos bioensaios. No quarto dia, as formigas ndo ativas
e com sintomas de patologias foram descartados antes darealizacdo das
proximas etapas da pesquisa. Precedente as andlises de formigas aptas,
foram preparados os tratamentos com agua destilada e diferentes
concentragdes do isolado isolado ESALQ PL63. Os detalhes dos
tratamentos preparados podem ser vistos na (Tab. 1).

Tabela 1. Concentragdes de Boveril® utilizadas para preparacdo dos
bioensaios, baseada na dosagem recomendada para a broca- do- café
(Hypothenemus hampei), concentracdo 1x108 conidios/g e 625g do
produto para 400Lha-1.

Tratamento Ingrediente ativo Dosagem Conidios/g
1 Agua destilada 150 ml .
2 B. bassiana 1/2(0,117 g) 5x107
3 B. bassiana (0,234 g) 1x108
4 B. bassiana 2x (0,468 g) 2x108
5 B. bassiana 3x (0,702 g) 3x108

Os bioensaios, contabilizaram cinco tratamentos com cinco
repeti¢des, totalizando 25 unidades amostrais. As formigas foram
armazenados em potes plasticos de 250 mL, com quatro exemplares
em cada, totalizando 100 formigas avaliadas no experimento. Em
seguida, o Boveril® foi pulverizado e os potes foram lacrados e
transferidos para estufa climatizada, onde as formigas permaneceram
sem alimentacdo e mantidas em temperatura de 25 + 1 °C, por um
periodo de dez dias (Fig.2) (Loureiro & Monteiro 2005).

Figura 2. Tratamentos e armazenamento das unidades amostrais (A},
estufa utilizada na conservagdo das formigas (B).

Diariamente, sempre no mesmo hordario, foi realizada a verificagdo
de mortalidade das formigas. Uma pingca entomolégica foi utilizada a
fim de causar estresse, e com isto averiguar se haveria movimentagdo.
Caso ndo houvesse, a morte era confirmada, e anodata em um planilha
preestabelecida para acompanhar os bioensaios. Para confirmar a
eficiéncia da pesquisa, foi considerado em cada tratamento a média de
mortalidade acima de 70%, conforme recomendado por Abbott 1925.
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Os dados obtidos foram submetidos a analisede Tukey utilizando o
programa estatistico SISVAR®. Com o intuito de verificar se as mortes
foram ocasionadas pelo isolado, e ndo por outros fatores, os cadaveres
foram submetidos a estufa climatizada nas mesmas condigGes
descritas anteriormente, por mais um periodo de cinco dias. Ao fim do
prazo estabelecido, eles foram avaliados com o auxilio de lupa e
microscopio optico (Fig.3), para visualizar a esporulacdo do fungo sob
os cadaveres. Os dados gerados foram comparados pelo teste de
Tukey, no entanto, as informacdes foram cruzadas pelo programa
estatistico R® Core Team 2018, como pode ser visto na (Tab. 2).

Figura 3. Formigas do género Atta spp., infestadas por ESALQ PL63
(Boveril®).

Tabela 2. Porcentagens de mortalidade (média + desvio padrdo) de
formigas do género Atta spp., submetidas a diferentes concentracées
de Boveril® e de um tratamento testemunha, dez diasapds a inoculacdo
(25+1°C).

+DP = Desvio Padrdo. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo
diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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A partir dos dados gerados em laboratério (Tab.2), foi construido
um conjunto de dados, com duas colunas. A primeira coluna traz
informagdes sobre o tratamento utilizado, isso &, traz a dosagem
utilizada de Boveril®, podendo variar de 50 a 300. A segunda traz
informagBes sobre quantos dias levaram para exterminar uma
determinada porcentagem de formigas, isso &, se o valor “D_7" for
encontrado, quer dizer que levaram sete dias para exterminar uma
determinada porcentagem de formigas. Os dias podem variar de 1 a 10.
O conjunto de dados com 100% de mortes, pode ser visualizado na (Tab.
3).

Tabela 3. Conjunto de dados elaborado para formigas de Atta spp., com
100% de mortes.

Tratamento Quantidade de Dias_100%
50% B. bassiana D7
50% B. bassiana D7
50% B. bassiana D9
50% B. bassiana D2
50% B. bassiana No
100% B. bassiana D9
100% B. bassiana D9
100% B. bassiana D_9
100% B. bassiana D_10
100% B. bassiana D_10
200% B. bassiana D_2
200% B. bassiana D_6
200% B. bassiana [P
200% B. bassiana D_4
200% B. bassiana BiEF
300% B. bassiana D 3
300% B. bassiana D3
300% B. bassiana D_3
300% B. bassiana D2
300% B. bassiana D3

Na construgdo do conhecimento para tomada de decisdo, foi
utilizado o software Weka https://www.cs.waikato.ac.nz/ml/weka/
versdo 3.6.11. O Weka utiliza o método J48 na construgdo de drvores de
decisdo. A partir do conjunto de dados apresentado na (Tab.3), foi
gerada uma arvore de decisdo apresentada na (Fig.4).

Figura 4. Arvore de decis3o gerada para 100% das mortes das formigas.

Tratamento

=300 B M

D.7(5.08.0) | | D020y | | D700y | | D3 G0

As arvores de decisdo sdo formadas por ramos e nds, e ela apresenta
os padres mais fortes encontrados. Os valores entre parénteses se
referem a quantos registros do conjunto de dados foram adicionados a
um determinado padrdo e guantos ndo possuem aquele padrdo. Isso &,
ao encontrar o valor (5/3), quer dizer que cinco registros do conjunto de
dados possuem o padrdo apresentado na seta (50_B_M) mas, que
somente dois (5-3), foram classificados como “D_7".

E importante ressalvar que buscou-se encontrar padrbes que
aliassem, eficiéncia na morte dos soldados com o maior niimero de dias
possivel. Desta forma, como pode ser visto na (Fig.4), a melhor dosagem
encontrada para o conjunto com 100% de mortes foia 100 B_M. Ela
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exterminou 60% das formigas (3 de 5), no nono dia do experimento
(D_9). Além de mostrar o padrdo mais forte, as arvores de decisdo
podem ser utilizadas como ferramentas de selecdo de atributos,
mostrando caracteristicas decisivas na classificacdo. Ao apontar a
dosagem 100 B_M como a mais promissora, analisou-se o conjunto
para dados buscando verificar qual o padrdo encontrado para os dois
registros que ndo se encaixaram no padrdo “D_9", apresentado acima.
Como pode ser visto na (Tab.3), encontrou-se para os dois registras
restantes o valor “D_10", mostrando a forga do padrdo apontado pela
arvore de decisdo. Isso quer dizer que 60% das formigas foram mortas
no nono dia de experimente e as demais 40%, foram mortas no décimo
e ultimo dia de experimento. Um resultado significativo que conseguiu
aliar eficiéncia na morte das formigas na maior quantidade de dias
possivel.
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CONCLUSAO

O Aprendizado de Maquina ¢ uma ferramenta que busca padrdes de informagdes
estatisticas que vao além da capacidade humana e programas de estatistica basica. Com isso, a
sua aplicabilidade ¢ fundamental no desenvolvimento de pesquisas de cunho cientifico. A
necessidade de novas alternativas de controle de pragas que se diferem do controle quimico, ¢
urgente.

Portanto, acredita-se que esse trabalho ¢ a primeira contribui¢ao do uso de Inteligéncia
Artificial, mais precisamente de Aprendizado de Méaquina, aplicado no Controle Biolégico
Artificial. A arvore de decisdo gerada através do software Weka versdo 3.6.11, encontrou a
dosagem ideal de Boveril ® isolado ESALQ PL63 para aplicacdo em formigas do género Atta
spp., em condi¢des de laboratorio. Além disso, foi encontrado um padrao de quantos dias sdo
necessarios para exterminar 100% das formigas. Consegue-se exterminar 60% das formigas
com nove dias de aplicagdo e os restantes 40% s3o exterminados no décimo e ultimo dia de
experimento. Esse resultado encontrado mostra-se eficiente com probabilidade do fungo
Beauveria bassina acometer a rainha, obtendo-se um resultado mais eficiente e duradouro.

Dessa forma, pode-se concluir que o uso de métodos de Aprendizado de Méaquina pode
contribuir na busca desses padroes, fornecendo aos pesquisadores conhecimento 1til na tomada
de decisao.

Acredita-se que até o momento presente, os resultados apresentados nessa pesquisa, nao
foram relatados na literatura. Com isso, novos estudos devem ser empregados para que os
padrdes encontrados por Aprendizado de Méquina orientem futuros experimentos em campo,
e viabilize a comercializagdo de bioprodutos que apresentem percentuais minimos de
Periculosidade Ambiental e Risco ambiental, corroborando com técnicas que nao prejudiquem,

ainda mais, a Biosfera do planeta Terra.
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