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RESUMO

A demanda por produgdes agricolas sustentaveis e alimentos sem residuos quimicos impulsiona
o desenvolvimento de produtos bioldgicos. O objetivo deste estudo foi selecionar isolados de
Beauveria bassiana para o controle de H. hampei e avaliar a patogenicidade de seus conidios
aéreos e blastosporos. Foram avaliados 15 isolados, adquiridos a partir de insetos colonizados
naturalmente, coletados em diferentes municipios. Selecionaram-se os isolados com maior
produtividade de conidios aéreos em meio de cultura sélido. Os isolados selecionados foram
avaliados quanto a patogenicidade de conidios aéreos e blastosporos, aplicados com Torre de
Potter na concentragdo de 1 x 10° sobre fémeas adultas de H. hampei. Também foi avaliada a
mortalidade causada por suspensdo de blastosporos nas concentragdes de 1,7 x 10% 1,7 x 107;
1,7 x 10%; 1,7 x 10° e sobrenadantes do fermentado liquido. Os testes foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes contendo dez insetos cada. Todos
os isolados foram patogénicos, a mortalidade confirmada variou de 71,7 a 81,7 % para
blastosporos e 43,3 a 56,7% para conidios aéreos. Os sobrenadantes ndo causaram mortalidade
confirmada. A Concentra¢ao responsavel por causar 50% de mortalidade confirmada (CLso)
por blastdsporos foi de 1 x 10%. Os isolados Bv1 e Bv4 possuem patogenicidade e produtividade
de conidios aéreos semelhantes a cepa comercial e possuem potencial no manejo integrado da
broca-do-café.

Palavras-chave: Coffea arabica, controle bioldgico, fermentacdo liquida, fungo
entomopatogénico, inseticida biologico.



ABSTRACT

The growing demand for sustainable farming and pesticide-free food production has driven the
development of biological control products. In this study, we aimed to select Beauveria bassiana
isolates for controlling H. hampei and assess the pathogenicity of their propagules. Fifteen
isolates were collected from naturally infected insects across various municipalities and
evaluated for their yield of airborne conidia. The pathogenicity of the airborne conidia and
blastospores of these isolates were then tested by applying them to adult female H. hampei
using a Potter Tower spray tower at a concentration of 1 x 109. We also assessed the mortality
caused by blastospore suspension at various concentrations and liquid fermentation
supernatants. The experiments followed a completely randomized design with six replicates per
treatment, and each replicate contained ten insects. All isolates demonstrated pathogenicity,
with mortality rates ranging from 71.7 to 81.7 and 43.3 to 56.7% for blastospores and airborne
conidia, respectively. The supernatants did not cause mortality. The median lethal concentration
(CL50) for blastospores was determined to be 1 x 108. The Bvl and Bv4 isolates exhibited
strong pathogenicity and produced airborne conidia comparable with the commercial strain,
indicating their potential for use in integrated pest management strategies.

Keywords: Coffea arabica, biological control, liquid fermentation, entomopathogenic fungus,
bioinsecticide.



INTRODUCAO

A cafeicultura possui importante fun¢do econdmica e social, atua na geracdo de
empregos e renda em diversos setores da agroindustria (Fehr et al., 2012). O Brasil ¢ o maior
produtor e exportador mundial de café¢, dentre as principais dificuldades enfrentadas pelos
cafeicultores estdo os prejuizos causados pela presenca de pragas e doengas. A broca-do-café,
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), ¢ considerada uma
praga chave na cafeicultura mundial, pois se alimenta dos frutos em todos os estddios de
maturacao (Damon, 2000).

Este inseto ¢ capaz de reduzir o valor comercial dos graos infestados, tendo em vista a
redugdo do peso dos frutos e da qualidade da bebida (Zorzetti et al., 2012; Reis, 2002).

A dificuldade de controle da praga proporcionou um aumento na taxa de infestagdo de
H. hampei nas regides produtoras de café. Novas formas de controle precisaram ser
desenvolvidas, impulsionando as pesquisas voltadas a novas moléculas ou formas de manejo
para o controle da broca-do-café. Ainda hoje, os cafeicultores carecem de produtos com
eficiéncia, menores custos e baixo impacto ambiental.

Uma estratégia de grande potencial no manejo integrado da broca-do-café ¢é a utilizagdo
de fungos entomopatogénicos. A Beauveria bassiana (Bals.) Vuill (Hypocreales:
Cordycipitaceae) ¢ um dos fungos entomopatogénicos mais estudados e utilizados
mundialmente no controle bioldgico (Faria e Wraight, 2007). Seu uso geralmente ¢ feito de
maneira inundativa, o que torna necessdria uma produ¢do em massa e a estabilizagdo dos
propagulos com adequada viabilidade e viruléncia (Jackson et al., 2010, Mascarin e Jaronski,
2016).

Existem diferentes métodos de producdo massal, como a fermentacdo solida,
semissolida e a fermentagdo liquida, que podem resultar na producdo de micélio, conidios
aéreos, blastosporos ou conidios submersos, a depender do método e do meio de cultura
(Jackson, 1997; Mascarin et al., 2015).

Conidios aéreos sdo os principais propagulos formulados como ativos de produtos a
base de fungos entomopatogénicos (Faria e Wraight, 2007). Sdo produzidos por meio de
fermentagdes solidas, geralmente utilizando cereais como principal substrato, em um processo
oneroso de mao de obra e espaco (Mascarin et al., 2019).

A fermentacdo liquida é uma alternativa para otimizar a multiplicagdo de fungos de
interesse agricola, tornando o processo mais rapido, barato e eficiente (Iwanicki et al., 2023).

Também conhecido como cultivo submerso, pode induzir o fungo B. bassiana a produzir



propagulos infecciosos como blastosporos e conidios submersos (Mascarin e Jaronski, 2016).
Além disso, o produto fermentado liquido pode favorecer a morte dos insetos por conter
enzimas e metabolitos (Jaronski e Mascarin, 2017).

No Brasil, existem 25 produtos microbiologicos registrados para o controle de broca-
do-café, contendo B. bassiana como base da formulagdo, puro ou em adi¢do a Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin (Hypocreales: Cordycipitaceae, Clavicipitaceae), todos
formulados a partir de conidios aéreos como ingrediente ativo (Agrofit, 2024). Sao poucas as
informacdes sobre o uso de propagulos submersos no controle de H. hampei. Um melhor
entendimento sobre a produ¢ao e viruléncia destes propagulos pode contribuir para que sejam
formulados como ingrediente ativo em produtos comerciais (Gotti et al., 2023).

Além disso, a variabilidade genética dos fungos deve ser explorada a fim de que sejam
identificados aqueles isolados com maior potencial de uso no controle das pragas, considerando
a especificidade patégeno-hospedeiro (Ferreira et al., 2023). Os isolados mais adequados sao
aqueles que expressam uma combinagdo de maior producdo, viabilidade e viruléncia dos
propagulos.

Portanto, este estudo objetivou selecionar isolados nativos de Beauveria spp. com base
na producdo de conidios aéreos e comparar a viruléncia de seus respectivos conidios aéreos e

blastosporos sobre fémeas adultas de H. hampei em condigdes de laboratorio.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cafeicultura

A cafeicultura se destaca, historicamente, no Brasil, por ser o maior produtor e
exportador mundial de café (Conab, 2024). Com destaque para a regido do Cerrado Mineiro,
area consolidada pela adocao de uma cafeicultura moderna e tecnoldgica, que tem como
resultado, altas produtividades e qualidade de bebida (Ortega, 2011).

No entanto, a depender dos sistemas de cultivo, o cafeeiro estd sujeito ao ataque de
diversas pragas e doengas, condi¢des climaticas adversas ou desequilibrio biologico, que podem
causar danos a producdo. Sao muitas as espécies de dcaros e insetos presentes nos cafezais, a
maioria ndo causa prejuizos econdmicos € sao controladas por inimigos naturais, enquanto
outras podem se tornar pragas (Bustillo, 1990).

Os trés principais problemas fitossanitdrios da cultura do café¢ no Brasil estdo

amplamente distribuidos, o bicho-mineiro Leucoptera coffeella Guérin-Méneville



(Lepidoptera: Lynetiidae), a ferrugem Hemileia vastatrix (Berk e Broome) (Basidiomycota,
Pucciniales), que acometem as folhas do cafeeiro, e a broca-do-café (H. hampei) que atacam os
frutos.

O prego do café esta associado a parametros qualitativos. Portanto, fatores como a
integridade, a composi¢ao quimica dos graos, colheita, processamento e armazenamento podem
afetar diretamente a qualidade da bebida (Lopes et al., 2000). A infestacdo de H. hampei
prejudica a rentabilidade da cafeicultura, pois causa a redug¢ao no volume de grao colhido, além
de afetar negativamente nas qualidades fisicas e organolépticas dos graos (Camilo, Olivares e
Hernandez, 2003).

Os besouros constroem galerias nos frutos, destruindo parcialmente ou totalmente as
sementes. O ataque pode resultar na queda dos frutos, na redugao do peso e da qualidade do
café (Gallo et al., 2002). Além de que os furos podem servir como porta de entrada para micro-
organismos que deterioram os graos, potencializando os danos (Benassi, 1989).

O controle quimico ¢ o método mais utilizado no Brasil, mas o uso de agrotoxicos
aumenta o risco de contaminagdo ambiental e pode ser incompativel com outros métodos de
controle (Mendes et al., 2011).

Nas ultimas décadas, tém crescido a importancia e o uso do Manejo Integrado de Pragas
(MIP), com destaque para as técnicas de controle bioldgico, que promovem uma maior
sustentabilidade dos agrossistemas (Gomes et al., 2018). A recente preocupacdo quanto aos
residuos de agrotoxicos nos alimentos tem impulsionado o desenvolvimento de estudos e

produtos para o controle bioldgico na América Latina (Alves e Lopes, 2008).

2.2 Broca-do-café

Hypothenemus hampei possui como centro de origem a regido da Africa, foi relatada
pela primeira vez no Brasil em 1922, no estado de Sao Paulo, a partir de sementes infestadas,
devido a uma falha no servigo quarentenario (Souza e Reis, 1997). Desde o seu descobrimento,
tem sido relatado como um dos maiores percalgos da cafeicultura mundial (Baker, 1999). E a
praga que mais causa danos a produgdo da cafeicultura mundial (Vega et al., 2009; Pereira,
2020).

A broca-do-café, além de afetar tanto a produtividade, quanto a qualidade dos graos, ¢
uma das pragas de maior dificuldade de controle por suas caracteristicas biologicas e
permanéncia no interior dos frutos. Os danos se iniciam apos as fémeas adultas colonizarem os

frutos. Sao construidos orificios, geralmente na regido da coroa dos frutos, onde ocorre a



oviposicdo. Apos a eclosdo, as larvas comegam a consumir o endosperma das sementes (Vega,
2008).

Dentro dos frutos, ocorre o acasalamento entre irmaos, geralmente em uma propor¢ao

sexual de 10 fémea para cada 1 macho (Vega et al., 2015) As asas dos machos sdo atrofiadas,
forcando a permanéncia no fruto por todo o seu ciclo (Souza e Reis, 1997). Essa caracteristica
faz com que esses insetos sejam alvos dificeis de serem atingidos (Jaramillo et al., 2006).
Ja as fémeas maduras e fecundadas conseguem buscar e colonizar novos frutos, podendo viver
mais de 150 dias (Laurentino e Costa, 2004). A alta longevidade e fecundidade fazem com que
os insetos consigam atravessar o periodo de entressafra ¢ infestem os frutos do ano seguinte
(Gallo et al., 2002).

Os ovo sdo brancos, com brilho leitoso e forma eliptica. O periodo larval ¢ de
aproximadamente 14 dias e a fase de pupa cerca de 7 dias. Os adultos sdo besouros pretos
brilhantes, com as mandibulas e as pernas de cor castanha, corpo cilindrico e ligeiramente
recurvado na regido posterior. Os machos possuem cerca de 1,2 mm e as fémeas com

aproximadamente 1,7 mm (Souza e Reis, 1997).

2.3 Manejo da broca-do-café

Com o intuito de reduzir populagdes da broca-do-café, o controle deve ser feito pela
integracao de varios métodos, adotando o Manejo integrado de Pragas (MIP). Um programa de
MIP para H. hampei deve incluir além do constante monitoramento da distribui¢do da praga no
espago € no tempo, praticas de controle cultural e controle biologico (Aristizabal et al., 2023).

A principal fonte para altas infestacdes das lavouras sdo os frutos que ficam no solo e
na planta ap6s a colheita (Bustillo et al., 1998). Quando necessario, a colheita deve ser realizada
mais de uma vez, efetuando o chamado “repasse”, pois a broca sobrevive e reproduz nos frutos
remanescentes. A erradicacdo de lavouras abandonadas e o plantio com maior espagamento
favorecem o controle da praga.

Baseado no comportamento dos insetos, o controle comportamental também pode ser
incluido no manejo do inseto. Alguns modelos de armadilhas tém sido testados, alguns com
materiais reciclaveis, como garrafa Pet, preferencialmente de cor vermelha por ser mais atrativa
(Fernandes et al., 2011).

Tendo em vista que as fémeas de H. hampei sdo atraidas por compostos fendlicos (Silva

et al., 2006), o uso de armadilhas de intercepta¢do de voo, com iscas de alcool para captura e



monitoramento pode ajudar a identificar o periodo de transito da broca (Aristizabal et al., 2015).
Além de permitir avaliar a distribui¢do espago-temporal dos insetos na area.

Ja o controle bioldgico atua na regulacao de uma populagdo por meio de seus inimigos
naturais, buscando manter a densidade populacional de pragas abaixo do nivel de dano
econdmico, com baixo impacto ambiental (Bortolotto et al., 2015; Junior et al., 2018).

O controle quimico consiste no uso de inseticidas com acdo efetiva no periodo de
transito da populagdo de insetos na lavoura. E realizado com a utilizagdo de agrotoxicos
sintéticos, que pode ser o meio mais eficiente em causar mortalidade nos insetos. Esse método
¢ recomendado quando se observa de 3% a 5% de frutos atacados pela broca (Souza et al.,
2013). Porém, seu uso inadequado pode resultar em surgimento de populagdes resistentes e
consequente reducao da eficiéncia do produto, além de eliminar a fauna benéfica e favorecer a
contaminac¢do do solo, 4gua e seres vivos (Santos et al., 2013).

O controle bioldgico pode ser utilizado de maneira concomitante ao quimico, desde que
os ultimos sejam seletivos a praga alvo (Parra e Zucchi, 2004). O MIP de H. hampei deve ser
elaborado com objetivo de reduzir o uso de inseticidas quimicos quanto for possivel (Oliveira
et al., 20006).

O uso de produtos bioldgicos favorece a reducdo no uso de inseticidas quimicos
(Morandi e Bettiol, 2009). Reduz o impacto ambiental da atividade e os riscos a saude,
favorecendo uma produgdo de alimentos com melhor qualidade e menos residuos (Aragjo Jr.,
et al., 2018). Contribui também para atender requisitos de certificacdes que agregam valor aos
produtos agricolas, reduzindo os residuos quimicos nos produtos agricolas (Soares et al., 2009).

A eficacia, somada a rapida producao e ampla agdo, torna os fungos entomopatogénicos,
uma alternativa de grande potencial no controle microbioldgico contra insetos (Rocha et al.,
2021). Esses organismos controlam populagdes de insetos praga em ambientes naturais e em
ecossistemas agricolas, sendo importantes agentes do equilibrio ecologico (Alves et al., 1998).

Apesar dos desafios na produgdo e registro de bioinseticidas, o mercado segue em
aquecimento. O setor de bioinsumos € um dos que mais tem crescido e recebido investimentos
em pesquisa, impulsionando a agricultura e a industria. (Almeida et al., 2019)

Existem, atualmente no Brasil, 47 produtos registrados para o controle de H. hampei na
cultura do cafeeiro. A maior parte deles utilizam como ingrediente ativo: acetamiprido
(neonicotindide) + bifentrina (piretroide); Clorpirifés (organofosforado); Azadiractina
(Tetranortriterpenoide); Ciantraniprole (antranilamida); Etanol (4lcool alifatico) + metanol
(alcool alifatico); Acetamiprido (neonicotindide) + fenpropatrina (piretroide); Acetamiprimido

(neonicotinoide) + bifentrina (piretroide); Acetamiprimido (neonicotinoide) + lambda-



cialotrina (piretroide); Espinosade (espinosinas); Etofenproxi (éter difenilico); Ciantraniprole
(antranilamida);  Metaflumizone  (semicarbazone);  Abamectina  (avermectina) +
clorantroniprole (antranilamida); Etiprole (fenilpirazol); Lufenurom (benzoiluréia) +
profenofés  (organofosforado);  Azadiractina  (tetranortriterpendide);  Isocicloseram
(isoxazoline); Malationa (organofosforado); Indoxacarbe (oxadiazina) + novalurom
(benzoiluréia); Bifentrina (piretroide) + clorantraniliprole (antranilamida) (Agrofit, 2024).

Ja os produtos microbiologicos somam 27 registros para o controle de H. hampei,
contendo B. bassiana como base da formulacao, puro ou em adi¢do a Metarhizium anisopliae,
todos eles formulados a partir de conidios aéreos como ingrediente ativo (Agrofit, 2024). O
isolado IBCB66 compde grande parte desses produtos, além de outros, registrados também para
o controle de insetos praga de outras culturas agricolas (Agrofit, 2024). Beauveria bassiana ¢
considerado o agente natural de controle microbiano com maior potencial de uso contra essa
praga (La Rosa et al., 1997). A patogenicidade de isolados de B. bassiana foi relatada contra

H. hampei em vérios estudos (Souza, 2019).

2.4 Fungos entomopatogenicos

A maior parte dos fungos entomopatogénicos pertencem a ordem Hypocreales, sdao
capazes de produzir diversas estruturas e metabolitos secundarios que favorecem a viruléncia
(Zhang et al., 2020). Sdo comumente observados, causando epizootias entre populagdes de
artropodes, despertando o interesse do uso destes microrganismos no controle de espécies de
importancia econdmica (Khan et al., 2012). Algumas espécies podem ser encontradas causando
infec¢des naturais em H. hampei em campo (Mota, 2017).

Os fungos possuem um amplo espectro de acdo, capacidade de infectar o hospedeiro em
todos os estadios de desenvolvimento, rapida multiplicacdo e eficiente dispersdo no ambiente
(Khan et al., 2015). Foram os primeiros agentes bioldgicos a serem usados no controle de pragas
agricolas em grande escala (Delgado e Murcia-Ordonez, 2011).

A maioria dos produtos microbioldgicos a base de fungos, sdo formulados a partir de
Beauveria spp., Metarhizium spp., Cordyceps fumosorosea (Wize, 1904) (Hypocreales:
cordycipitaceae) e Lecanicillium (W. Gams e Zare, 2001), que sdo os mais estudados para esta
finalidade (Faria e Wraigth, 2007). Os conidios aéreos sao os propagulos mais utilizados como
ativos de produtos formulados, sdo geralmente multiplicados em substratos solidos como

cereais (Leite et al., 2003), embora exista uma tendéncia para a substituicdo dos sistemas



tradicionais de produgdo de conidios aéreos por sistemas de producdo mais eficientes para
atender a crescente demanda do mercado.

A fermentacdo liquida ¢ uma alternativa que possibilita reduzir os riscos de
contaminagao, controlar diversos parametros do cultivo, melhorar o escalonamento e reduzir o
custo de produgdo (Iwanick et al., 2023). Resulta na producdo de outros propagulos com
caracteristicas diferentes dos conidios aéreos, a depender do fungo, do meio de cultura e das
condicoes de fermentagao.

De maneira genérica, a acao dos fungos entomopatogénicos inclui os estagios de adesao,
germinagdo, formacdo de apressorio, formagdo de haustdrio, penetracdo, colonizagdo e
dispersao (Garcia et al., 2008). A infeccdo se inicia quando o inseto ingere ou entra em contato
com o propagulo (Alves et al., 2008). O fungo produz metabolitos secundarios que auxiliam no
processo de colonizacdo e infeccdo, além de suprimir o desenvolvimento de outros fungos

naquele local (Chandler, 2017).

2.5 O género Beauveria

Fungos entomopatogénico do género Beauveria (Hypocreales: Cordycipitaceae) sdo
mundialmente estudados e utilizados no controle bioldgico de pragas agricolas (Zimmermann,
2007). Beauveria bassiana ¢ considerado o agente de controle microbiano mais promissor no
controle da broca do café (La Rosa et al., 1997). Ja foi observado causando a morte de H.
hampei em diversos paises e relatado em vdrias regides do Brasil (Alves, 1998).

Beauveria bassiana € o agente causal de muscardine branca em insetos (Pauli et al.,
2011). O cadaver de espécimes atacado geralmente fica coberto por uma camada branca de
micélio e conidios sobre o tegumento e entre as articulagdes (Castillo et al., 2012). E capaz de
acometer um amplo espectro de hospedeiros, principalmente pertencentes as ordens Coleoptera,
Diptera, Lepidoptera e Hemiptera (Pedrini et al., 2013).

Produtos comerciais, a base de conidios aéreos de B. bassiana, estdo disponiveis no
Brasil para o controle de muitas espécies de insetos praga (Almeida, 2020). Esses propagulos
sdo geralmente fermentados em substratos solidos, nutritivos e estéreis (Jaronski e Mascarin,
2017). O arroz ¢ o mais comum, tendo em vista o custo-beneficio em fermentacdes solidas de
fungos para a obten¢ao de conidios aéreos (Ottati-De-Lima, el al., 2010). As maiores limitagcdes
deste processo consistem no maior custo de produgdo e maior tempo de fermentacdo, quando

comparado com a fermentacao liquida (Mascarin et al., 2015).



A fermentacdo liquida torna o processo mais rapido, eficiente e barato (Iwanicki et al.,
2023). Porém, os propagulos produzidos via cultivo liquido de B. bassiana, podem ser hifas,
conidios submersos e/ou blastésporos. Esses dois ultimos podem apresentar viruléncia
semelhante ou superior aos conidios aéreos (Bernardo et al., 2018; Basso, 2023). Outros estudos
ressaltam a capacidade dos blastdsporos colonizarem plantas endofiticamente, podendo induzir
mecanismos de defesa das plantas (Sui et al., 2022).

Na natureza, os blastdsporos sao formados apenas internamente aos insetos hospedeiros
apos a infecgdo, agindo diretamente na sua morte, enquanto os conidios aéreos sao formados
externamente sobre os cadaveres dos insetos contaminados para fins de propagacdo no meio

ambiente (Roy et al., 2010).

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados no Laboratorio de Entomologia da Universidade Federal
de Uberlandia (LABEN), Campus Monte Carmelo. Foi estabelecida a criacdo massal de H.
hampei, para obtengdo de uma quantidade suficiente de insetos, em condig¢des de sanidade e

idades semelhantes para utilizagdo nos experimentos (Ferreira et al., 2023).

3.1 Criacao da broca-do-café

A criagdo foi iniciada a partir da coleta de frutos brocados em areas de cafeeiro com alta
infestacdo e auséncia de aplicacao de fungos entomopatogénicos. Os frutos foram desinfestados
com hipoclorito de sdédio (NaClO) 5% por trés minutos, em seguida, lavados em agua corrente
e secos em papel toalha.

As fémeas adultas, com aspecto vigoroso, foram acondicionadas em 20 espécimes por
recipientes de polietileno de 30 mL fechados com tampa contendo cubos de dieta artificial. Os
frascos foram mantidos em sala com temperatura aproximadamente 27°C e mantidas no escuro.
Ap6s 90 dias, os insetos foram transferidos para novos recipientes com o objetivo de aumentar
a populagdo. Insetos com indicios de contaminagdo foram imediatamente descartados.

A alimentagdo dos insetos foi constituida pela dieta de Portilla (1999) modificada.
Composta por 1 L de agua, 10g de agar, 150g de café cru moido, 10g de sacarose, 15g de
caseina, 15g de levedo de Candida utilis, 10mL de etanol, 1g de 4cido benzoico, 0,5g de

vitaminas de vanderzant, 0,8g de Sais de Wesson, ImL de formaldeido 37% e 1,5g de benomil.



Os ingredientes foram autoclavados separadamente e, posteriormente, homogeneizados.
A mistura foi vertida em recipiente plastico, cortada em cubos de aproximadamente 1 cm?, em
seguia foi seca em estufa a 55° C por cerca de 10 horas até atingir umidade entre 63% a 68% e

exposta a luz UV da capela de fluxo laminar por 20 minutos e disposta em geladeira (Ferreira

etal., 2023).

3.2 Obtencao e preservacao dos fungos entomopatogénicos

Os isolados avaliados sdo originarios de areas de cafeicultura sem uso de produtos
bioldgicos, de diferentes municipios de Minas Gerais (Figura 1). Foram coletados espécimes
de H. hampei naturalmente acometidos por muscardine branca, com exce¢ao do isolado
IBCB66, que ¢ uma cepa comercial usualmente encontrada em produtos formulados no Brasil
e ¢ proveniente do Instituto Bioldgico de Sao Paulo, SP (Tabela 1). Foram realizados
isolamentos diretos até a obtencdo de culturas monosporicas. A identificacdo a nivel de género
foi realizada com base nas caracteristicas morfologicas das colonias pela observacdo dos
conidioforos, conidios e hifas (Rehner et al., 2011).

Os fungos foram repicados em placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA) e incubados em BOD a 27 &+ 2°C, 12h de fotoperiodo até a completa conidiogénese.
Fragmentos de meio de cultura colonizados em plena esporulacdo foram preservados em

solugdo de 4gua destilada e glicerol 10% e armazenados em criotubos de 2 mL em freezer a -

80°C.
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FIGURA 1 - Local de origem dos isolados de Beauveria sp. coletados em lavouras de café, sem
uso de produtos bioldgicos, em diferentes municipios de Minas Gerais.

TABELA 1 - Origem e hospedeiros dos isolados fingicos utilizados em experimento para
controle da broca-do-café em laboratorio. Monte Carmelo, MG, 2024.

Codigo do Isolado Hospedeiro Espécie Origem

IBCB66 H. hampei Beauveria sp. Sao José do Rio Pardo - SP
Bvl H. hampei Beauveria sp. Lagoa Formosa - MG
Bv3 H. hampei Beauveria sp. Lagoa Formosa - MG
Bv4 H. hampei Beauver z:a SPp. Coromandel - MG
Bv5 H. hampei ~ Beauveria sp. Lagoa Formosa - MG
Bv6 H. hampei Beauver 1 Sp- Lagoa Formosa - MG
Bv7 H. hampei gizzz:;z Zg Patos de Minas - MG
BvS8 H. hampei Beauveria sp: Presidente Olegario - MG
Bv9 H. hampei Beauveria sp. Patos de Minas - MG
Bv10 H. hampei Beauveria sp. Lagoa Formosa - MG
Bv12 H. hampei Beauveria sp. Patos de Minas - MG
Bvli3 H. hampei Beauveria sp. Lagoa Formosa - MG
Bv4l1 H. hampei Beauveria sp. Monte Carmelo - MG
Bv42 H. hampei Beauveria sp. Monte Carmelo - MG
Bv43 H. hampei Beauveria sp. Monte Carmelo - MG
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3.3 Avaliacao da producio de conidios aéreos em meio solido

Os fungos foram repicados em placas de Petri, contendo meio de cultura BDA e
incubados por 15 dias a 27 = 2° C em fotoperiodo de 12 horas em B.O.D. O ensaio com os 15
isolados foi realizado em triplicata e delineamento inteiramente casualizado, para cada placa
foi determinada a concentracao de conidios por mL.

Apos a conidiogénese, o meio de cultura colonizado foi superficialmente lavado,
raspando os conidios aéreos com 10 mL de dgua estéril adicionada de Tween 20 a 0,02 % e
acondicionados em tubos tipo Falcon. A concentrag¢do de conidios aéreos foi quantificada em
microscopio optico de luz com auxilio de cadmara de Neubauer, conforme Alfenas e Mafia
(2007).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade com a utilizagdo do programa Speed
Stat (Carvalho et al., 2020) a fim identificar os isolados que mais produziram conidios aéreos

em meio de cultura BDA.

3.4 Obtencao de blastosporos

A fermentag¢do liquida para a produgdo de blastosporos foi realizada em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, com 100 mL do meio de cultura, inoculados com seis discos de meio
de cultura BDA plenamente colonizados. Os erlenmeyers foram fechados com rolha de algodao
hidréfobo e incubados em shaker orbital a 250 rpm por 4 dias em temperatura média de 28° C.

A composi¢ao por litro do meio de cultura liquido foi de: 16g de glicose, 3,64g de
extrato de levedura, 4g de KH2PO4, 0,8g de CaCI2.2H20, 0,6g de MgS04.7H20, 0,1g de
FeS04.7H20, 0,016g de MsSO4.H20, 0,014g de ZnSO4.7H20 (Mascarin et al., 2014).

Apo6s o desenvolvimento do fungo, foi feita a filtragem em dupla camada de gaze para
separar o micélio. O fermentado liquido foi transferido para tubos Falcon para a padronizagao
da concentragdao com camara de Neubauer e utilizagdo nos ensaios. Os sobrenadantes foram

coletados na parte superior da suspensao, apds centrifugacdo dupla por 5 minutos a 3000 rpm.
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3.5 Viruléncia de conidios e blastésporos

Os trés isolados selecionados no teste de producao de conidios aéreos foram repicados
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e incubados em B.O.D. a 27 &+ 2°C por 15
dias até o completo desenvolvimento das colonias.

Os testes de patogenicidade com conidios aéreos e blastosporos foram realizados em
datas diferentes, sendo os dois experimentos constituidos por quatro tratamentos (trés isolados
flngicos e o controle) e seis repetigdes, em delineamento inteiramente casualizado.

Para cada repeti¢do, foram utilizadas dez fémeas adultas de H. hampei. As suspensoes
contendo os diferentes propagulos foram padronizadas em concentragio de 1 x 10° com auxilio
do hemacitometro do tipo Neubauer e homogeneizadas antes da aplica¢do. Para o controle, foi
aplicada solugao de 4gua com Tween 20 a 0,02 %.

Foram utilizados insetos com o mesmo tempo de desenvolvimento e que apresentavam
comportamento ¢ morfologia normais. Em seguida, 3 mL de cada suspensdo foi pulverizada
com Torre de Potter sobre os insetos com pressdo de 15 Ib pol e deposi¢do de calda de 1,5 mg

cm

em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo uma folha de papel de filtro qualitativo no fundo
e um pedago de dieta de aproximadamente 1 cm® em cada unidade amostral. As placas foram
vedadas com Parafilm® e incubadas em B.0.D a 27 + 2°C.

A mortalidade foi avaliada 5 dias ap6s a inoculagdo. Os insetos mortos foram
contabilizados e, em seguida, acondicionados em cdmara Uumida para a exteriorizagdo do

micélio para a confirmacado da morte causada pelo entomopatogeno.

3.6 Viruléncia de diferentes concentragdes de blastésporos

A fermentacdo liquida foi realizada conforme o item 3.4 para obten¢@o dos blastdsporos.
A concentracdo da suspensdo foi determinada por meio de quantificacdo em camara de
Neubauer e, posteriormente, diluida para obter as concentragdes utilizadas no experimento
(Alfenas e Mafia, 2007).

O delineamento foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram constituidos por
suspensdes de blastdsporos nas concentragdes de 1,7 x 10% 1,7 x 107; 1,7 x 10%; 1,7 x 10°, pelos
sobrenadantes dos trés isolados e pelo controle contendo agua destilada estéril. Cada tratamento
possuiu seis repeticdes com dez insetos cada. Em Torre de Potter, foram pulverizados 2 mL da
suspensdo, correspondendo a um valor de deposicdo de calda de 1,0 mg cm?, sobre fémeas

adultas de H. hampei mantidas em placa de Petri forradas internamente com uma folha de papel
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qualitativo e 1 cm?® de dieta artificial. A mortalidade foi avaliada ap6s 7 dias e a morte

confirmada pela colonizagdo dos insetos em camara umida.

3.7 Analise estatistica

Os dados da concentra¢do média de conidios produzidos pelos quinze isolados foram
submetidos a Andlise de Variancia (teste de F), apos o atendimento das pressuposi¢oes de
normalidade dos residuos, pelo teste de Shapiro-Wilk, e homogeneidade de variancias, pelo
teste de Levene, ambos a 5 % de probabilidade. Se significativo, as médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Os dados de mortalidade confirmada, tanto para o teste de viruléncia dos conidios aéreos
e blastdsporos como para o teste de concentragdes de blastosporos, foram ajustados a um
Modelo Linear Generalizado (MLG) com distribui¢do binomial e func¢do de ligagao logit, onde
a significancia das suspensoes foi verificada pelo teste de Qui-Quadrado (X? < 0,05) utilizando-
se a andlise de deviance (ANODEV). No teste de viruléncia, as médias estimadas foram
comparadas pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade, com os intervalos de confianca ajustados
pelo método de Sidak. Para o teste de concentragdes, também foi realizado o teste de Tukey
para comparagdo entre as médias estimadas para a dose zero (testemunha) e dos tratamentos
com sobrenadante em relagdo as demais doses, assim como modelos de regressdo foram
calculados para as doses do estudo. As andlises foram executadas no software estatistico R,

versao 4.0.0.

RESULTADOS

4.1 Concentrac¢ao de conidios aéreos em meio de cultura sélido

A produtividade média de conidios aéreos foi diferente entre os isolados avaliados (p-
valor < 0,001), variando de 5,33 a 38,33 x 10° conidios por mL (Tabela 2). Dentre os isolados
testados, 11 foram considerados mais produtivos em relagdo aos conidios aéreos, com destaque
para os isolados Bv1, Bv4 e IBCB66. Esses foram selecionados para os experimentos seguintes
de patogenicidade contra os insetos do estudo.

O isolado Bvl apresentou maior produ¢do, o Bv4 e o IBCB66, producdes

estatisticamente semelhantes ao Bv1, mas que diferiram dos isolados menos produtivos pelo
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teste de Tukey. Além disso, os trés isolados sdo provenientes de diferentes regides de coleta

(Tabela 1).

TABELA 2 - Concentra¢ao de conidios de quinze isolados de Beauveria bassiana coletados
em lavouras de café em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) (x 10%/mL™'). Monte
Carmelo, MG, 2024.

Tratamento Concentracio (conidios x 106/mL™")
Bvl 38,33+0,19a
Bv4 35,67 +£ 0,44 ab

IBCB66 35,67 £0,52 ab
Bv10 32,00 + 0,44 abc
Bv13 30,33 +£ 0,33 abc
Bv5 27,33 £2,23 abc
Bv9 26,00 + 0,58 abc
Bv6 25,33 £2,69 abc
Bv43 25,00+ 7,1 abc
Bv12 20,00 £ 0,26 abc
Bv42 17,33 £ 0,31 abc
Bv8 10,33 £ 0,35 be
Bv3 9,67 +£0,74 be
Bv7 6,67+0,45¢c
Bv41 5,33+0,29 ¢

Isolados de Beauveria sp. obtidos de lavouras comerciais de café que ndo utilizavam produtos bioldgicos, sendo
Bvl, Bv3, Bv5, Bv6, e Bv10 provenientes de Lagoa Formosa (MG), Bv4 de Coromandel, Bv41, Bv42 ¢ Bv43 de
Monte Carmelo (MG), Bv7, Bv9 ¢ Bv12 de Patos de Minas (MG), Bv8 de Presidente Olegario (MG) e IBCB66
de Sdo José do Rio Pardo (SP); Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. M + DP(M).

4.2 Viruléncia de conidios aéreos e blastosporos

Os trés isolados avaliados foram patogénicos a broca-do-café. A mortalidade causada
entre os tratamentos foi significativa tanto para os conidios aéreos (p-valor < 0,001), como para
os blastosporos (p—valor <0,001), observando-se pelo teste de Tukey diferencas na mortalidade
confirmada apenas dos isolados testados com a testemunha controle. Foi notada uma variagao
de 71,7 a 81,7 % em relagdao a mortalidade causada pelos blastosporos e de 43,3 a 56,7% por

conidios aéreos (Tabela 3).
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TABELA 3 - Mortalidade confirmada de Hypothenemus hampei (%) ap6s a aplicacdo de
conidios aéreos e blastosporos de trés isolados de Beauveria bassiana (concentragdo 1 x 10°).
Monte Carmelo, MG, 2024.

Tratamento Conidios Blastosporos
BV1 56,7+6,40 a 75,0+5,59 a
IBCB66 53,3+6,44 a 81,7+5,00 a
BV4 43,3+ 6,40 a 71,7+5,82 a
Testemunha 0,0£0,00b 0,0£0,00b

Isolados de Beauveria sp. obtidos de lavouras comerciais de café que ndo utilizavam produtos biologicos, sendo
Bvl proveniente de Lagoa Formosa (MG), IBCB66 de Sao Jos¢ do Rio Pardo (SP) e Bv4 de Coromandel (MG).
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. M + DP(M).

4.3 Viruléncia de diferentes concentragdes de blastésporos

Diferencas na mortalidade confirmada foram verificadas apenas para as diferentes
concentragdes de blastosporos testadas (X? = 250,78; p-valor < 0,001), ndo diferindo-se entre
os isolados. Os insetos do tratamento controle permaneceram vivos. Uma regressao exponencial
entre a média da concentragdo de blastésporos dos isolados (na escala log) e a mortalidade
confirmada foi ajustada as concentragdes (R* = 98,99%), incluindo-se o tratamento controle e
excluindo-se o tratamento com sobrenadante (Figura 2). Pelo grafico, observou-se a agdo
entomopatogénica dos propagulos, indicando que os valores de mortalidade apresentam um
incremento exponencial, 8 medida que se aumentou a concentragdo, nao sendo observado um
plato, ou seja, ndo foi verificada uma estabilidade na mortalidade (ou até queda) com o aumento

das doses testadas.

100
y = 1,7614 x 0416x

R* =98,99%

90 4

B o

Mortalidade (%)

0 2 4 () 8 10

log da concetragio dos blastoporos

FIGURA 2 - Mortalidade confirmada (%) causada por diferentes concentracdes de blastésporos
de Beauveria bassiana em adultos de Hypothenemus hampei.
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A concentracao de blastdsporos responsavel por causar 50% de mortalidade confirmada
(CLso) foi de 1 x 108. A curva exponencial indica que maiores concentragdes poderiam causar
indices de mortalidade maiores (Figura 2), sendo necessaria a realiza¢ao de estudo futuros. Os
sobrenadantes causaram mortalidades baixas aos insetos (1,67% para IBCB, 5,00% para Bv4 e
8,33% para Bvl) que foram consideradas estatisticamente iguais a testemunha, relacionando o

resultado dos tratamentos exclusivamente aos propagulos testados.

DISCUSSAO

Os testes de concentracdo, viabilidade, pureza e viruléncia sdo os mais comuns em
produtos microbioldgicos (Almeida et al., 2019). Para que seja vidvel a multiplicacdo em grande
escala, ¢ essencial que os isolados apresentem elevada viruléncia combinada com alta
produtividade em meio de cultura (Basso et al., 2023). Para Alves (1998), a quantidade de
conidios e o indice de germinagdo estio relacionados diretamente com o potencial de indculo,
sendo importante fator de selecdo entre microrganismos de uso inundativo.

Muitos estudos verificaram a mortalidade causada por conidios aéreos de Beauveria
spp. contra H. hampei, mas poucos trabalhos avaliaram a viruléncia de propagulos submersos
contra este inseto. Embora a capacidade infectiva de blastosporos de B. bassiana ja tenha sido
demonstrada sobre importantes pragas agricolas como, mosca-branca Bemisia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), falsa-medideira Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera:
Noctuidae) e bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera:
Curculionidae) (Mascarin et al., 2015, Corréa et al., 2020, Iwanicki et al., 2023), sdo poucas as
informagdes sobre a patogenicidade de blastosporos contra a broca-do-café.

Saldanha et al. (2022) observaram produtividades variando de 17,32 x 10°a 29,46 x 10°
esporos/mL para isolados de Beauveria, quando o isolado IBCB66 produziu 26,16 x 10°
conidios/mL em meio de cultura BDA, ap6s 15 dias de incubacao. Enquanto Rodrigues et al.
(2016) avaliando isolados do mesmo género, encontraram valores variando entre 28 x 10%e 139
x 10° conidios por mL, ambos ressaltaram a grande variabilidade deste parimetro entre os
isolados.

Na selegao das cepas com maior potencial de uso agrondmico, ¢ necessario confrontar
dados de produtividade de propagulos vidveis com tolerancia a radiagdo UV e altas

temperaturas (Rojas, 2023). Por mais clara que seja a importancia da viruléncia, a capacidade
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de esporulagdo e o potencial epizoodtico t€ém importancias equivalentes em caracteristicas
desejaveis em produtos comerciais (Charley, 1997).

Nos estudos de Neves e Hirose (2005) e Sousa e Cunha (2022), ndo houve relacao entre
a producdo de conidios em cadéveres dos insetos e a viruléncia dos isolados. Enquanto
Geremew (2024) observou que entre os isolados de B. bassiana e Metarhizium robertsii,
aqueles que apresentaram maiores rendimentos de conidios e maiores taxas de germinacao,
foram também os mais virulentos contra Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae).

Nossos resultados corroboram com os de Pereira et al., (2021) que constataram em
estudo de campo que os blastésporos do isolado IBCB66 podem ser tdo infecciosos quanto os
conidios aéreos contra de H. hampei. Corréa et al. (2020) observaram pulverizando com torre
de Potter que blastosporos foram mais eficientes que conidios aéreos em causar a morte de B.
tabaci, S. frugiperda e C. includens. Enquanto Iwanicki et al., (2023) mostraram que
blastosporos e conidios submersos causaram maior mortalidade em A. grandis e S. frugiperda
comparados com os conidios aéreos.

Os blastosporos germinam mais rapido que os conidios aéreos e podem apresentar
patogenicidade equivalente ou superior, além da producdo massal ser mais eficiente por meio
do cultivo submerso automatizado (Gotti, 2023). Essa é uma caracteristica desejavel para o uso
comercial de estruturas infecciosas de microrganismos € esta associada diretamente ao sucesso
do processo de infeccao (Mascarin et al., 2015). A fermentagdo solida geralmente leva de 10 a
14 dias para obter os conidios aéreos (Mascarin et al., 2019). Neste estudo, os blastosporos
foram obtidos ap6s 4 dias de fermentagao liquida.

A desvantagem ¢ que por serem células vegetativas de parede menos espessa que a dos
conidios aéreos, os blastésporos sao menos tolerantes a dessecacdo e a estresses abidticos
(Corréa et al., 2020). Estudos que desenvolvam formulagdes adequadas podem conferir
protecdo e aumentar a viabilidade dos produtos formulados com estes propagulos (Kim et al.,
2013). Iwanicki et al. (2020) e Mascarin et al. (2021) alcancaram grandes melhorias em relagdo
a tolerancia, a dessecacgao e a estabilidade dos blastosporos durante o tempo de prateleira.

Outros estudos também ressaltam a capacidade dos blastdsporos colonizarem plantas
endofiticamente, podendo induzir mecanismos de defesa das plantas contra pragas e doengas
(Sui et al., 2022). Novos estudos relacionados a eficiéncia e a formulagcdo poderdo contribuir
com a utilizac¢ao destes propagulos como produtos formulados (Basso et al., 2023).

Neves ¢ Hirose (2005) selecionaram 11 isolados de Beauveria com mortalidade
confirmada acima de 60% na concentracdo de 2,5 x 107 conidios aéreos/mL 6 dias apos

aplicagio e CLso variando de 2,5 a 6,2 x 107 conidios/mL, ressaltando que o uso de um grupo
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de isolados com potencial de alta patogenicidade e diversidade de caracteristicas de interesse
pode favorecer o sucesso da estratégia de estabelecimento do fungo em campo.

Ferreira et al. (2023) avaliaram a eficiéncia de 26 isolados de fungos entomopatogénicos
por imersdo em concentracdo de 1 a 3 x 10® conidios/mL, com base na mortalidade confirmada
apos 7 dias. Os autores destacaram trés isolados com mortalidade acima de 85% e com potencial
de uso no controle da broca-do-café quando comparados com as cepas comerciais. O menor
valor de CLso observado por eles foi de 4,6 x 10° conidios/mL para o isolado IBCB264 ¢ o
isolado IBCB66 apresentou CLso de 8,60 x 10”.

A producgdo dos bioinseticidas se inicia a partir do isolamento de cepas fungicas. A
triagem dos isolados ¢ importante para que sejam identificados aqueles com maior potencial
para a finalidade em estudo. Além disso, o fator econdmico ¢ de grande relevancia para o
desenvolvimento, registro e comercializacdo de um produto. A fermentacdo liquida torna o

processo mais rapido, eficiente e barato (Iwanicki et al., 2023).

CONCLUSAO

Os conidios aéreos e os blastosporos dos isolados de B. bassiana Bvl e Bv4,
selecionados neste estudo, apresentaram viruléncia semelhante a cepa comercial IBCB66 e
possuem potencial de uso no controle microbioldgico de H. hampei. Os blastosporos de B.
bassiana produzidos por fermentagdo liquida dos isolados selecionados sdo propagulos

infectantes e virulentos a broca-do-café.
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