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RESUMO

O bicho-mineiro, Leucoptera coffeella, destaca-se como uma das principais pragas da
cultura do cafeeiro, pois se alimenta do parénquima palicaddico, diminuindo a
capacidade fotossintética da planta e reduzindo a producao. Com a crescente ocorréncia
da praga e seu elevado potencial de dano nas areas cafeicultoras, o controle biologico
tem se mostrado uma excelente opg¢do para o controle desse inseto, visto que a
utilizagdo de produtos fitossanitarios quimicos ndo tem apresentado resultado
satisfatorio. Objetivou-se avaliar a patogenicidade e viruléncia de nematoides
entomopatogénicos e Bacillus spp. no controle de lagartas de L. coffeella. Para isso, foi
realizada a selecdo de isolados de nematoides entomopatogénicos e de isolados de
Bacillus spp. Posteriormente, realizou-se o ajuste de concentracdo de aplicagdao de
Bacillus spp. Os isolados Bacillus subtilis 202 e Bacillus thuringiensis 22 foram os que
apresentaram maior viruléncia a L. coffeella, sendo a concentragdo de 1 x 10° UFC a
que causou mortalidade de lagartas. Os isolados Heterorhabditis amazonensis GL e o
Steinerma feltiae causaram maior mortalidade de lagartas aos trés dias de avaliacdo.
Desta forma, vislumbra-se o potencial do uso de nematoides entomopatogénicos e
Bacillus spp. no controle de L. coffeella, sendo necessaria a realiza¢do de testes para
verificar a agdo dos entomopatdgenos em condi¢des de campo.

Palavras-chave: bactéria entomopatogénica, controle bioldgico, Heterorhabditidae,
Leucoptera coffeella, Steinernematidae.



1 INTRODUCAO

O cafeeiro ¢ uma planta caracterizada como perene, de clima tropical, da familia
Rubiaceae (MATTIELO et al., 2010), tendo sua origem no continente africano, das
partes altas da Etiopia. Foi introduzido no Brasil na regido Norte, e posteriormente seu
plantio foi realizado em diversas partes do pais, tendo se adaptado bem as condigdes
climaticas favoraveis ao cultivo (ALMEIDA et al., 2018). A cafeicultura nacional ¢
responsavel por movimentar boa parte da economia e parte da riqueza do pais, tendo
forte influéncia no desenvolvimento econdmico e social (PRADO et al., 2017).

No Brasil, o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méeneville & Perrottet)
(Lepidoptera: Lyonetiidae), destaca-se como uma das principais pragas da cultura do
cafeeiro, sendo classificada como praga-chave, em funcdo de sua ocorréncia frequente
associada a prejuizos econdmicos. E um inseto monéfago, no qual a lagarta ¢ o estadio
que causa maior dano a cultura, pois se alimenta do parénquima pali¢adico foliar
causando lesdes de coloragdao marrom na folha do cafeeiro, oriundas da necrose no
limbo foliar, assim, diminui a capacidade fotossintética da planta ocasionando a queda
das folhas, o que acarreta reducao na producdo (SOUZA et al., 1998).

Devido aos danos causados pelo ataque desse inseto e a dificuldade de controle
nos periodos de maior infestagcdo, principalmente nos periodos de seca, o controle
quimico ¢ o método mais utilizado, com pulverizagdo de fosforados, carbamatos e
alguns piretroides, entretanto, esses compostos ndo tém apresentando resultado
positivos no controle da lagarta do bicho-mineiro (EMBRAPA, 2002).

Visando o uso do manejo integrado de pragas na cultura do cafeeiro, o controle
biologico ¢ uma alternativa potencial para o controle do bicho-mineiro. Dentre os
inimigos naturais destacam-se as vespas predadoras presentes principalmente nos
cafezais adensados, atraidas pelo facil acesso ao nectério extrafloral, néctar e polen para
sua alimentacdo. Destaca-se também a presenga de espécies de inimigos naturais
pertencentes a familia Chrysopidae, que apresenta uma relevancia como reguladores
populacionais de vdarias pragas nessa cultura, sendo a espécie Chrysoperla externa
(Hagen) predadora de varias espécies de insetos e acaros na Regido Neotropical,
ocorrendo em culturas como o cafeeiro (CARVALHO; SOUZA, 2000; CARVALHO et
al., 2013; FONSECA et al., 2001).



No entanto, a presenca desses insetos no campo nem sempre garante que a praga
permaneca com populagdes abaixo do nivel de dano econdmico, sendo a preservagdo e
o aumento das taxas de controle bioldgico estratégias essenciais para o sucesso de
programas de MIP, sobretudo o uso de inseticidas seletivos a inimigos naturais contribui
para o aumento do intervalo de aplicagdes, diminuindo o reaparecimento da praga na
lavoura, impedindo assim as pragas de adquirirem resisténcia aos inseticidas. Assim, o
uso de outros agentes de controle como bactérias € nematoides entomopatogénicos
podem auxiliar no controle do bicho-mineiro (ALBUQUERQUE et al., 2003;
CARVALHO et al., 2013).

O uso dos nematoides entomopatogénicos (Nematoda: Rhabditida) tem se
mostrado cada vez mais Util no controle de insetos-praga, principalmente os
pertencentes as familias Heterorhabditidae e Steinernematidae. Os nematoides tém sido
estudados para o emprego comercial, devido sua producdo em larga escala, rapida
multiplicagdo e pelo alto indice de eficicia no controle de insetos. As espécies de
Steinernema e Heterorhabditis estdo associadas de maneira mutualistica as bactérias
dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus, respectivamente, que causam a morte do
inseto hospedeiro em aproximadamente 48 h. A produgdo in vivo € a principal fonte de
estudos basicos com NEPs, ja que € utilizada no isolamento de espécies produgdao em
pequena escala para trabalhos em laboratorio, casa-de-vegetacao (ALVES et al., 2009;
MOLINA et al., 2004).

A diversidade de microrganismos e suas relagdes antagonicas tém se mostrado
excelentes ferramentas para o controle biologico, tal como quando utilizadas bactérias
no controle de pragas, tendo maior destaque para as bactérias dos géneros
Pseudomonas, Bacillus e Streptomyces. No entanto, as bactérias do género Bacillus spp.
destacam-se pela multiplicidade dos mecanismos antagonicos causados pela formagao
do endosporo, possibilitando grade versatilidade no mecanismo de acdo driblando os
mecanismos de defesa (FILHO et al., 2010)

Contudo, devido ao controle quimico se mostrar desvantajoso, de alto custo e
causar poluicdo ambiental, o uso de produtos bioldgicos a base da bactéria Bacillus spp.
se mostra fundamental, pois ndo causam danos ambientais, além de apresentarem baixo
custo, sendo uma alternativa viavel no controle do bicho-mineiro, fitonematoides e
demais pragas de culturas agricolas. Contudo, grande parte dos microrganismos
envolvidos em controle bioldgico atua através de antibiose e diversas espécies de

Bacillus sao citadas como produtoras de antibidticos podendo secretar metabdlitos



comercialmente importantes como enzimas aminoliticas e enzimas proteoliticas que

podem ter acdo inseticida (BETTIOL; GHINI, 1995; REMUSKA et al., 2007).

2 OBJETIVO

Verificar a eficacia do uso de nematoides entomopatogénicos € Bacillus spp. no

controle de lagartas do bicho-mineiro em condi¢des de laboratério.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultura do cafeeiro

A cultura do cafeeiro no Brasil apresenta alta relevancia devido ao seu aspecto
historico/cultural, além da sua capacidade produtiva e de exportagdo, sobretudo pela
diversidade na qualidade de seus grdos e produtos finais e também a relevancia
econOmica da cultura para diversos municipios brasileiros (BRASIL, 2016).

O cafeeiro ¢ classificado como um arbusto podendo atingir altura de 5 metros,
além de apresentar crescimento continuo e dimorfismo nos ramos, folhas simples,
persistentes ou verticiladas, com estipulas interpecioladas, pequenas, largas com
filotaxia oposta. E uma planta perene, pertencente a familia Rubiaceae, género Coffea,
dicotiledonea, grupo fanerd6gama, angiosperma (OLIVEIRA et al., 2012; MORALIS,
2011; BRASIL, 2016.)

Dentro do género Coffea, duas espécies sdo cultivadas comercialmente: C.
arabica e C. canephora. O cafeeiro arabica tem maior area cultivada, principalmente
nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo, devido a sua qualidade superior nos produtos
finais, permitindo assim ao consumidor degustar produtos mais finos, enquanto que o
café conilon, popularmente conhecido como robusta, ¢ usado em blends e no preparo de

cafés soluveis (MAPA, 2017).



O Brasil tem clima favoravel para o desenvolvimento pleno da cultura do
cafeeiro, possibilitando o plantio em todo o pais, inicialmente com producdo voltada
para o mercado doméstico, se instalando no Vale do Rio Paranaiba. Além disso, essa
diversidade climatica e de solos possibilita produgdao de cafés com qualidades
diferentes, como aromas e sabores dentro dos géneros economicamente produzidos
(REVISTA CAFEICULTURA, 2009; MAPA, 2017).

O cafeeiro aradbica ¢ originario de plantas oriundas da Etiopia, cultivados
originalmente em 4areas com altitude acima de 800 m, apresentando frutos com
coloracdo vermelha ou amarela de acordo com a cultivar, que resulta em produtos de
qualidade superior, devido seus grios serem maiores e mais lisos. E uma espécie
autdogama, com até 15% de fecundacdo cruzada. Como. Demanda tratos mais
especificos 0 que aumenta os custos de produgdo, devido sua maior sensibilidade a
doengas. Com isso, cerca de 75% da producdo mundial exportavel de café¢ pertence a
essa espécie, sendo seus produtos com maior valor no mercado (REVISTA
CAFEICULTURA, 2009; OLIVEIRA et al., 2012).

A espécie C. canephora é originaria da Africa central e ocidental, sendo
geograficamente melhor difundida devido a melhor adaptagdo as variagdes climaticas,
tendo seu desenvolvimento inicial mais lento que o cafeeiro arébica. E caracterizada por
ser uma planta com maior tolerdncia a pragas, espécie aldgama, seus graos sao
ligeiramente arredondados e menores que o ardbica apresentando baixa acidez e mais
solidos soluveis, configurando a ele sabor tUnico, além de apresentar maior teor de
cafeina. E uma planta arborea de porte menor, mais vigorosa, apresentando maior
resisténcia a doengas e maior produtividade (OLIVEIRA et al., 2012).

A colheita ¢ uma etapa importante do ciclo da cultura, pois interfere na
qualidade dos graos, que depende do grau de secagem, ponto de senescéncia, entre
outros fatores. A colheita manual causa menor dano ao fruto, entretanto, com a
expansao da cafeicultura foram desenvolvidos maquinas e equipamentos que
possibilitam a retirada dos frutos e seu recolhimento com maior rendimento, menor
custo, menor tempo, além de preservar a qualidade do produto durante a colheita no
momento mais adequado de maturagao (EMATER, 2016).

O ciclo bienal ¢ caracteristica do cafeeiro e consiste na alternancia de um ano
com grande florada, seguido por outro ano com florada menos intensa, sendo o cafeeiro
arabica o mais afetado por esse fendmeno. Devido a esse fator, a produtividade esperada

para a safra de 2020, considerando um ano de bienalidade positiva ¢ de alcangar entre



57,2 milhdes e 62,02 milhdes de sacas beneficiadas. A produtividade para o café arabica
esta estimada em 28,53 e 30,36 sacas ha, representando aumento entre 26% e 34,1%,
respectivamente. Ja a producao de C. canephora esta estimada entre 27,4 ¢ 29,58 sacas
ha'ha. Por ser uma espécic mais rastica e ser menos afetada pelas variacdes
ocasionadas pela bienalidade quando comparada ao ardbica, os dados de produtividade
desta espécie se aproximam aos da safra passada que foi de 14,36 milhdes de sacas, com

redugdo de 15,2% (CONAB 2019; CONAB, 2020).

3.2 Leucoptera coffeella

O bicho-mineiro ¢ considerado praga-chave na cafeicultura brasileira devido ao
dano economico causado pela presenca do inseto na area que se alimenta do tecido
palicadico das folhas, causando minas (TUELHER et al., 2003).

E uma praga exdtica no pais, sendo originaria do continente africano, e recebeu
esse nome vulgar pelo habito alimentar da lagarta que se estabelece entre a epiderme
superior e inferior, alimentando-se do parénquima palicadico foliar, ocasionando as
lesdes conhecidas popularmente como minas. Quando a lavoura apresenta elevado
indice de infesta¢do, a queda na produg@o pode atingir até 50%, sendo sua presenga no
Brasil notificada nos anos de 1860 a 1861 (SCALON et al., 2013; SOUZA et al., 1998).

Apresenta ciclo evolutivo varidvel, sendo o adulto uma mariposa de
aproximadamente 6,5 mm de envergadura, de coloracdo prateada com manchas
circulares pretas circundadas de amarelo, localizadas uma em cada ponta das asas
anteriores. J4 em relagdo as asas posteriores ¢ caracterizada pelas franjas. Essas
mariposas quando paradas ficam na parte abaxial das folhas do cafeeiro e aparentemente
¢ visto apenas as asas anteriores, pois elas cobrem as posteriores. Sua atividade se inicia
ao anoitecer e seu repouso acontece durante o periodo diurno, portanto para vé-las
durante o dia € preciso vibrar a planta. Na fase de lagarta, chega a medir cerca de 3,5
mm, apresentando trés pernas na regido tordcica e cinco falsas pernas na regido
abdominal. O ovo do bicho-mineiro mede 0,3 e 0,25 mm, de comprimento e de largura,
respectivamente, com coloragdo branco brilhante e de formato achatado (SOUZA et al.,

1998; COSTA et al., 2015).
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E um inseto holometabdlico, passa por todas as etapas da metamorfose, sendo
elas ovo, lagarta, pupa e adulto. O ovo se mantém por cinco a vinte e um dias, no
maximo, e posteriormente eclode a lagarta. A duracdo da fase larval ¢ de nove a
quarenta dias, dependendo das condi¢des climaticas. As injurias se iniciam pela
formag¢do de uma lesdo ou mina, e transforma em uma lesdo necrdtica que pode
coalescer com outras, isto se deve a acdo da lagarta que se alimenta da folha do cafeeiro
por meio do seu aparelho bucal do tipo mastigador. Quando a lagarta interrompe sua
alimentacdo, deixa a regido lesionada e desce para o terc¢o inferior da planta por meio
dos fios de seda que produz. Produz um casulo de fios de seda geralmente na parte
abaxial da folha, onde se aloja até se tornar pupa, ocorrendo esta transformacdo por
volta de cinco a vinte e seis dias (SOUZA et al., 1998).

A incidéncia do bicho-mineiro na lavoura ¢ condicionada as condi¢des
climaticas existentes na area, da mesma forma que ocorre com outras espécies. A
presenga dele é favorecida por temperaturas amenas, ambientes com baixa umidade
relativa e que estdo sujeitas a maior tempo de exposi¢do de raios solares. Conforme
Tuelher et al. (2003), os danos causados por essa praga sdo consequéncia das lesdes que
as lagartas fazem na epiderme foliar e que com a necrose propicia a queda das folhas,
ocasionando uma perda de area foliar na planta, que reduz a atividade fotossintética, e
por fim hé perda de produgao na lavoura (CUSTODIO et al., 2009).

Desta forma, o controle dessa praga ¢ essencial para evitar posteriores problemas
que ja foram citados acima, sendo necessario o monitoramento da lavoura. Sendo esse
monitoramento do bicho mineiro realizado através por meio de amostragens no campo
determinando-se a porcentagem de folhas minadas, o que nao reflete verdadeiramente a
realidade de infesta¢do devido a agdo de inimigos naturais além de minimizar os pontos
de amostragem. Contudo, em areas de plantio de grande extensdo, comuns em cafezais
no Brasil, a viabilidade de tais programas ¢ questionavel devido a minimizacao do real
nivel de infestagdo. Dentre as possiveis alterativas para melhoria do método de
amostragem, a adocdo do uso de feromonios apresenta destaque pelas vantagens de
diminuicdo do esfor¢o de coleta e ganho de tempo, pois sdo realizadas as coletas
especificas do inseto-alvo sem a desnecessaria interferéncia na acdo dos inimigos
naturais. Precetti e Parra (1981) destacaram a necessidade da inclusdo do feromonio de
L. coffeella em programas de manejo integrado de pragas do cafeeiro para realizagdo do

monitoramento populacional de adultos presentes na area (LIMA, 2001).
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O método de controle mais usual ¢ o quimico, sendo utilizados produtos
fitossanitarios de agdo sistémica e preventiva. A antiga realidade era a aplicagdo do
inseticida aldicarbe, que possui alta eficiéncia e amplo espectro de acao, porém devido
sua alta toxidade foi proibido por lei. Hoje se busca aplicacao de produtos com menor
toxicidade como os neonicotinoides. No entanto, ha alguns anos vem se percebendo a
ineficiéncia do controle padrdo, que eram aplicados de forma incorreta (local e
quantidade) e provocavam a resisténcia dos insetos. Diante disso, tem sido trabalhado
com o manejo integrado para o controle de pragas (SOUZA et al., 2006; MATIELLO et
al., 2020).

O manejo integrado de pragas ¢ a forma mais coerente de administrar a lavoura,
pois desta forma se consegue ter o controle eficiente das pragas e doengas, ndo tendo
consequéncias negativas como resisténcia, problemas ambientais, desequilibrio
populacional dos inimigos naturais e inconveniéncias a satide humana. Ou seja,
basicamente ¢ uma estratégia que prioriza pontos como econdmico, ecoldgico e

toxicologico, isto tudo, aproveitando dos recursos naturais (GRAVENA, 1992).

3.3 Nematoides entomopatogénicos

Nematoides podem variar em formato, tamanho, tipo de alimentagdo e papel
ecologico, apresentando em alguns casos dimorfismo sexual entre a propria espécie. A
presenca de nematoides entomopatogénicos em uma lavoura ¢ desejada, j& que esses
organismos sdo entomopatogenos, auxiliando no controle de pragas (EMBRAPA,
2002).

A diversidade dentro dessa classe ¢ ampla, e se focarmos nos
entomopatogénicos € perceptivel o quanto agregam em uma lavoura. Pesquisas de
utilizagdo como agentes de controle de pragas ocorreram somente depois da década de
60, e ap6s anos de estudos e aprimoramento, sdo utilizados e comercializados. Os
nematoides entomopatogénicos pertencem principalmente as familias: Mermithidae,
Phaenospsitylenchidae, Heterorhabditidae e Steinernematidae, sendo mais relevantes as
duas ultimas (ALVES, 2008).

Conforme Negrisoli et al. (2008), as familias de nematoide mais usuais

(Heterorhabditidae e Steinernematidae) tem ampla distribuicdo geografica, sobrevivem
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nos solos e sdo dependentes de agua, pois ¢ por meio dela que se locomovem a procura
de um hospedeiro que seja capaz de garantir sua sobrevivéncia (alimentacdo) e
perpetuacdo da espécie (reprodugao). O ambiente que apresenta as condigdes ideais para
sobrevivéncia e reproducdo dos nematoides ¢ adequado para usa-los como método de
controle de praga, podendo ser liberadas em massa para atacar pragas especificas.

O uso desses nematoides ¢ altamente benéfico em uma lavoura, pois sdo
resistentes a muitos produtos fitossanitarios € podem até mesmo trabalhar em
sinergismo com alguns deles. Entretanto, para que esses organismos sejam capazes de
ter sua maxima eficiéncia sdo necessarios cuidados na formulagdo e armazenamento.
Com isto, as pesquisas nessa area sao cada vez mais frequentes, e, por exemplo, na

cultura do cafeeiro, j4 se obtiveram resultados promissores para controle de pragas

como a broca-do-café, cochonilhas e cigarras (SILVA, 2011).

3.4 Bacillus spp.

As espécies do género Bacillus sdo microrganismos pertencentes ao reino das
bactérias, e possuem forma de bastonetes, podendo ser aerdbias facultativas ou
obrigatdrias. Os Bacillus produzem enddsporos que sdo estrutura de sobrevivéncia das
bactérias, possuindo a capacidade de se preservar intacta na natureza por anos e até
mesmo séculos (ALVES, 2008).

Alguns Bacillus sdo bactérias de grande relevancia em controle de insetos, no
qual se enquadra especificadamente no controle biologico. Sdo capazes de produzir
inclusdes proteicas cristalinas a partir de sua esporulacdo, no qual também sdo
conhecidas por cristais, que se constitui de proteinas originadas na configuragdo de
protoxinas, que sdo convertidas em peptideos toxicos no intestino do inseto, devido ao
carater basico do pH do intestino e presenca das proteases. Quando a toxina ¢ excitada
ocorre a lise das células epiteliais e consequentemente a morte das larvas (EMBRAPA,
2002).

A utilizacao de Bacillus possui algumas vantagens, como o fato de ser especifica
para alguns insetos, portanto, apresentam seletividade. Sdo consideradas eficazes no
controle de pragas, ndo tem acdo prejudicial aos mamiferos e vertebrados, e sdo

atoxicos as plantas (WHITELEY; SCHNEPF, 1986).
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Conforme Alves (2008), ndo sdo todos os Bacillus que sdo considerados
entomopatogénicos, dessa forma apenas algumas espécies podem ser classificadas como
tal, sendo elas, por exemplo, B. thuringiensis e B. sphaericus. Essas espécies podem ser
utilizadas para controle de diversos dipteros, sendo utilizados tanto no meio agricola
quanto para controle de insetos vetores de doencas humanas.

Entre os microrganismos utilizados no controle de insetos praga, o B.
thuringiensis destaca-se como a bactéria mais utilizada e estudada no controle de
insetos, ocupando cerca de 90% do mercado mundial de produtos bioldgicos. O fato de

ser uma bactéria com relativa seletividade favorece a preservagdo de organismos que

ndo sdo alvo (GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000; BATISTA et al., 2005).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacio da area

O experimento foi conduzido no laboratério de Entomologia da Universidade
Federal de Uberlandia. O cafeeiro utilizado para coleta das folhas e obtencao dos insetos
localiza-se na area experimental da Universidade Federal de Uberlandia, Campus Monte
Carmelo, com area total de 1.225 m? (35 m x 35 m), situada em uma vertente convexa,
com declividade em torno de 5% localizada no ter¢go médio/superior da encosta. A area
j& havia sido previamente utilizada com lavouras cafeeiras, mas encontrava-se hd mais
de uma década sendo utilizada com pastagem de braquiaria, Brachiaria decumbens
Stapf.

Para a coleta das folhas foi utilizada o cafeeiro pré-existente na area
experimental, com cultivares Topazio, espagamento de 2,5 m entre plantas. A coleta foi
realizada no terco médio superior do cafeeiro, num caminhamento aleatorio totalizando

100 folhas com minas viaveis.
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4.2 Selecao de isolados de nematoides entomopatogénicos

Foram utilizados cinco isolados de nematoides, quatro do género
Heterorhabditis e um Steinernema, testados sobre lagartas de L. coffeella em condigdes
de laboratoério, verificando-se a viruléncia sobre o inseto.

Cada ensaio conteve seis tratamentos, sendo esses isolados H. amazonensis GL,
Steinernema feltiae, H. amazonensis MCO1, S. carpocapsae, S. brazilense e o controle.
A viabilidade inicial dos juvenis infectantes (JIs) das suspensdes de cada isolado foi
confirmada através da motilidade dos nematoides antes da aplicagdo.

Colocou-se uma folha minada em placa de Petri de vidro (9 cm de diametro)
forrada com duas folhas de papel filtro e para cada isolado foi aplicado 1 mL por placa
de suspensdo do nematoide na concentra¢io de 100 JI lagarta”’ emergidos de até trés
dias, armazenados por até cinco dias.

Para o preparo das suspensdes contabilizou-se com auxilio de microscopio
estereoscopio em placas de microtitulagdo de 96 pogos a quantidade de JIs existentes
em cada mL das suspensdes. Foram realizadas cinco repeti¢gdes totalizando 30 placas
para cada ensaio, distribuidas em delineamento inteiramente casualizado. As placas
foram fechadas com Parafilm® e mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D. a 25 +
2°C, 70% UR e 24 h de escuro. As avaliagdes de mortalidade foram realizadas apos 24,
48 e 72 h. As lagartas mortas foram mantidas em B.O.D. a 25 + 2°C em camara seca por
dois dias para posterior dissecacdo, sendo entdo, observadas em microscopio
estereoscopio para confirmagdo da mortalidade pelo nematoide. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de varidncia e comparados pelo teste de médias Scott-Knott (p <
0,05) com auxilio do software estatistico Speed Stat 2.3 (CARVALHO; MENDES,
2017).

4.3 Selecao de isolados de Bacillus spp.

Para avaliacdo da patogenicidade e viruléncia de Bacillus sobre lagartas de L.
coffeella em condi¢des de laboratorio foram testados seis isolados e o controle,

totalizando sete tratamentos. No controle utilizou-se apenas agua destilada e
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esterilizada, em volume equivalente aos tratamentos. Os isolados testados foram B18 —
Bacillus subtilis, B22 — Bacillus thuringiensis, B05 — Bacillus methylotrophicus, B202 —
Bacillus subtilis, B33 — Bacillus subtilis e B31- Bacillus subtilis.

Para crescimento das bactérias foi utilizado o meio de cultura solido 523
(KADO; HESCKET, 1970). Apo6s o crescimento das colonias o contetido bacteriano foi
diluido em agua destilada (quantidade suficiente para cobrir a placa), coletado com uma
pipeta de plastico e transferido para um béquer. Para quantificar em espectrofotometro,
adicionou-se agua destilada no béquer até atingir a concentracdo desejada e
posteriormente o liquido com a solu¢do bacteriana foi transferido para um tubo de
pléstico para ser quantificado. O processo de quantificagdo consistiu em calibrar o
espectrofotdmetro com o lambda em 600 nm, para se obter uma concentragdo de 1 x 10°
(UFC).

Para montagem do experimento foi colocada uma folha minada em placa de
Petri de vidro (9 cm de didmetro) forrada com duas folhas de papel filtro e para cada
isolado foi aplicado 1 mL por placa de suspensio da bactéria na concentrago de 1 x 10°
unidades formadoras de colonia (UFC) por mL.

Foram feitas cinco repeti¢des por tratamento para cada dia de avaliagdo,
totalizando 35 placas por tratamento (sete tratamentos x cinco repeti¢des), totalizando
70 placas distribuidas em delineamento inteiramente casualizado. As placas foram
fechadas com Parafilm® e mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D. a 25 + 2°C,
70% UR e fotofase de 12 h. As avaliagdes foram realizadas apos sete e 10 dias da
inoculagdo das bactérias verificando-se a mortalidade das lagartas.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e comparados pelo
teste de médias Scott-Knott (p < 0,05) com auxilio do software estatistico Speed Stat

2.3 (CARVALHO; MENDES, 2017).

4.4 Ajuste da concentracao de Bacillus spp.

Para ajuste da concentracao de aplicacdo foram testadas quatro concentracdes
dos Bacillus spp. (B. thuringiensis 202 e B. subtilis 22) selecionados no teste anterior
que causaram maior mortalidade a lagartas de L. coffeella. Os experimentos foram

conduzidos nas mesmas condi¢des do ensaio anterior.
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Os experimentos contiveram cinco tratamentos, sendo quatro concentracgdes (1
x 10% 1 x 10", 1 x 10% e 1 x 10° unidades formadoras de coldnia mL™) e o controle no
qual foi aplicada somente agua. Foram feitas cinco repeti¢des por tratamento (cinco
tratamentos x cinco repeti¢des), distribuidas em delineamento inteiramente casualizado.
Foram feitas duas avaliacdes, aos sete dias (cinco placas/tratamento) e 10 dias (cinco
placas/tratamento) apds a aplicagdo das bactérias.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e andlise de
regressdao com auxilio do software estatistico Speed Stat 2.3 (CARVALHO; MENDES,
2017).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selec¢ao de isolados de nematoides entomopatogénicos

Na primeira avaliagdo ndo houve diferenca entre os isolados de nematoides
entomopatogénicos. Quando avaliados no segundo dia, o comportamento desses
isolados se manteve, deferindo apenas do controle. No terceiro dia de avaliagdo os
1solados H. amazonensis GL e S. feltiae apresentaram maior viruléncia sob as lagartas
de L. coffeella, diferindo dos demais tratamentos. Considerando a média das avaliacdes
nao foi verificada diferenga entre os isolados testados (Tabela 1). Os nematoides foram
considerados potenciais no controle de lagartas de bicho-mineiro, em func¢do dos indices
de mortalidade obtidos de at¢ 90% (Tabela 1), podendo considera-los com alta
viruléncia ao inseto.

Dessa forma, mesmo que em condi¢des de laboratorio, o resultado obtivo
apresenta alto grau de relevancia, pois o controle com os isolados de nematoides chegou
a atingir o nivel de 90% de mortalidade e quando comparado aos métodos tradicionais
utilizados (inseticidas quimicos) que tem um percentual de mortalidade por volta de 50
a 60%. Rodriguez et al 2006, o aldicarbe e tiametoxam, tratamentos mais usuais no
controle da praga, para as doses testadas contribuiram para manter a infestacdo do
bicho-mineiro inferior, entre os 90 DAA e 210 DAA ¢ os 120 DAA e 240 DAA,

respectivamente.
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Tabela 1. Mortalidade de lagartas de Leucoptera coffeella (%) causada por isolados de

nematoides entomopatogénicos.

Tratamento Mortalidade (%)

24 h 48h 72h Média
H. amazonensis GL 75,0+£26,3a 70,0+349a 90,0+21,1a 783+t175a
Steinernema feltiae 65,0+33,7a 80,0+25,8a 850+24,1a 76,6+t166a
H. amazonensis MCO1  60,0+31,6a 80,0+258a 650+33,7b 683+21,6a
S. carpocapsae 60,0+21,1a 70,0+258a 550+£369b 61,6+166a
S. brazilense 55,0+28,4a 60,0+31,6a 550+£369b 56,6+13,6a
Controle 0,0+0,0Db 0+£0,0b 0+£0,0c 0£00=xb
CV (%) 30,66 26,94 34,51 14,97

"Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Dados transformados em y + 1,0 - \/(y + 1,0).

Para realizacdo de testes posteriores, sugere-se a selecdo dos isolados H.
amazonensis GL e S. feltiae, pois foram considerados os mais virulentos a L. coffeella
no terceiro dia de avaliacdo (Tabela 1).

O uso de nematoides entomopatogénicos para o controle biologico de diversas
ordens de insetos em culturas agricolas vem se mostrando eficazes (TAVARES et al.,
2007). Foelkel et al. (2016) constataram um controle de 90% da populacdo de
Anastrepha fraterculus (Schiner) (Diptera: Tephritidae), com isolados de nematoides
entomopatogénicos.

O uso de H. amazonensis JPM4 associado a inseticidas quimicos foi considerado
um método integrado eficaz no controle de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae) em ensaios em laboratorio e em tomateiros mantidos em condi¢des de casa
de vegetacdo, alcancando indices de mortalidade de até 70% de lagartas (SABINO et
al., 2019).

5.2 Selecao de isolados de Bacillus spp.

Os isolados B. thuringiensis 22, B. subtilis 202 e B. methylotrophicus 05
diferiram dos demais na avaliagdo de sete dias, causando mortalidade de até 50%.

Enquanto que para a segunda avaliagdo, apds 10 dias, B. thuringiensis 22 e B. subtilis
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202 apresentaram maior viruléncia as lagartas de L. coffeella causando mortalidade de

até 80% (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade de lagartas de Leucoptera coffeella (%) causada por isolados de
Bacillus spp.

Tratamento Mortalidade (%)* =
7 dias 10 dias
Bacillus thuringiensis 22 50+223a 70+22,3a
Bacillus subtilis 202 40+223a 80+27,3a
Bacillus methylotrophicus 05 40+223a 20£27,3b
Bacillus subtilis 33 0£0,0Db 40+223D0
Bacillus subtilis 18 0£0,0Db 40+223D0
Bacillus subtilis 31 0£0,0Db 20+273D0
Controle 0+£0,0b 0£0,0D

*Meédias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. M + DP(M)
**Mortalidade acumulada.

Segundo Germida, Heins e Manker (2000) bactérias do género Bacillus sao
consideradas eficazes para o controle de populagdes de bicho-mineiro, sendo uma
alternativa para ser utilizada no manejo da praga.

Santos (2012) verificou que houve mortalidade de lagartas de Grapholita
molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae) causada por B. subtilis e B. pumilus,
causando reduc¢do na ocorréncia da praga em pomares de macieira. No entanto, Brehelin
et al. (1989) relata que B. subtilis, quando na hemolinfa de insetos, apresenta efeito
ativador de enzimas do sistema imunolédgico de diversas espécies, sendo assim pouco

efetivo em causar a morte de insetos.

5.3 Ajuste da concentracio de Bacillus spp.

Dentre as concentracdes avaliadas, B. thuringiensis 22 e B. subtilis 202 na
concentragio de 1x10° UFC apresentaram maior viruléncia as lagartas de L. coffeella
nos periodos avaliados de sete e 10 dias, causando mortalidade de até 70% de lagartas

(Figuras 1 e 2).
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A adoc¢ao do uso de inseticidas microbianos a base de B. thuringiensis ¢ uma
técnica empregada por mais de 50 anos, sobretudo no controle de pragas chaves da
ordem dos lepidopteros, sobretudo para controle de Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Plutellidac) (MEDEIROS et al., 2006; HECKEL et al., 2007).

De acordo com Gonzalez-Cabrera (2011), B. thuringiensis foi considerado eficaz
no controle de 7. absoluta em testes realizados em laboratdrio, casa de vegetacdo e
campo, sendo as lagartas de primeiro instar as mais suscetiveis ao entomopatdogeno.
Contudo, os resultados obtidos para os isolados de Bacillus spp. se mostraram

satisfatorio abrindo possibilidades para o controle da praga.

CONCLUSAO

Heterorhabditis amazonensis GL e S. feltiae causaram maior mortalidade de
lagartas de bicho-mineiroap0s os trés dias de inoculagdo. Para as demais avaliagdes nao
houve diferenca entre os nematoides testados.

Os isolados de B. subtilis 202 e B. thuringiensis 22 foram considerados os mais
virulentos no controle de lagartas de L. coffeella, causando maiores indices de

mortalidade na concentracdo de 1 x 10° UFC.
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