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RESUMO

A cafeicultura € uma atividade de extrema importancia social e agricola. Contudo,
alguns problemas fitossanitarios podem ocasionar prejuizos, diminuindo a
produtividade e, consequentemente, a sua rentabilidade econémica. Dentre os
insetos, a broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Scolytidae), é considerada a principal praga da cultura. No presente estudo foi
avaliado o potencial de uso do 6leo de mamona e a associacdo com o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, 1912, visando o controle de
H. hampei. Avaliou-se a potencialidade do 6leo de mamona sobre a mortalidade da
broca-do-café utilizando trés diferentes vias de aplicagao: (1) ingestao, (2) contato e
(3) ingestao + contato, além da estimativa da CLso. Na associagao entre o 6leo de
mamona e B. bassiana foram avaliados os parametros de germinacao, crescimento
vegetativo e esporulacao, e determinado o indice biolégico (IB). A via aplicacdo por
ingestao + contato apresentou maior mortalidade nas concentragdes de 0,5; 1,0 e
3,0% (v/v) diferindo das demais vias de aplicacdo. Por sua vez, nas concentragdes
1,5; 2,0 e 2,5% (v/v) ndo houve diferenca entre as vias de aplicacdo por contato e
ingestdo + contato, sendo que estas diferiram da via de aplicagdo por ingestdo. A
aplicacao via ingestdo + contato apresentou 92% de mortalidade na concentracao
3,0% (v/v), superior as demais vias de aplicacdo. Esta via de aplicacdo também
apresentou ClLso de 1,31% (v/v). Os isolados CCA-UFES/Bb-4 e CCA-UFES/Bb-15
foram os que apresentaram os maiores valores de germinagdo. Somente o isolado
CCA-UFES/Bb-4 apresentou crescimento vegetativo reduzido em funcado do
aumento das concentracdes do 6leo de mamona. Esse isolado foi o0 que apresentou
a maior esporulacado em todas as concentragdes. O 6leo atua tanto por ingestao
quanto por contato, sendo que a associacdo de ambos proporciona uma melhor
eficiéncia de controle. Todos os isolados apresentam grande potencial de utilizacao

associados com 6leo de mamona.

Palavras-chave: Controle biologico, Inseticidas botanicos, Controle microbiano,
Cafeicultura.



ABSTRACT

The coffee cultivation is a very important social and agricultural activity. However,
some phytosanitary problems can cause losses, diminishing productivity and
ultimately their profitability economic. Among the insects the coffee berry borer,
Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae), is a major pest of the
crop. This study evaluates the potential use of castor oil and its association with the
entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, 1912, in order to
controlling of H. hampei. The potential of castor oil through the mortality of the coffee
berry borer using three different routes of application was evaluated: (1) ingestion, (2)
contact and (3) combined (ingestion + contact), beyond the estimate of LCsq. In
association between castor oil and B. bassiana the germination, vegetative growth
and sporulation were evaluated, and the biological index (Bl) determined. The route
application combined (ingestion + contact) has increased mortality at concentrations
of 0.5, 1.0 and 3.0% (v/v), differing from the other routes of application. However, on
the concentrations 1.5, 2.0 and 2.5% (v/v) there was no significant differences
between the routes of application contact and contact + ingestion, and these differ
from the route of application by ingestion. The route of application by ingestion +
contact presented 92% mortality on the concentration 3.0% (v/v), higher than the
other routes of application. This route of application also presented an LCsg of 1.31%
(v/v). The CCA-UFES/Bb-4 and CCA-UFES/Bb-15 isolated showed the highest
values of germination. Only CCA-UFES/Bb-4 isolate presented the vegetative growth
reduced in function of increasing concentrations of castor oil. This isolate was one
that showed greater sporulation at all concentrations. The oil acts both by ingestion
and contact, and that the association of both provides a more efficient control. All
isolates present great potential for use associated with castor oil.

Keywords: Biological control, Botanical insecticides, Microbial control, Coffee Culture.
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1 CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior produtor e exportador de café, sendo responsavel por 33,85% das
exportacées mundiais (OIC, 2011). As espécies cultivadas sao Coffea canephora
Pierre ex Froehner e Coffea arabica L. Os Estados de Minas Gerais e Espirito Santo
sao os principais produtores e na safra de 2010 foram responsaveis por 52 e 21% da
producdo brasileira, respectivamente. O Brasil também se destaca no cenario
internacional como o segundo produtor de café conilon (C. canephora). O Estado do
Espirito Santo é o maior produtor e na safra de 2010 produziu o equivalente a 7,355
milhdes de sacas, que representou 72% da producdo estadual de café e 65% da
producao brasileira de café conilon (CONAB, 2011).

Essa producédo pode ser afetada por diversos problemas fitossanitarios, destacando-
se a broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae),
uma importante praga da cafeicultura (BUSTILLO PARDEY, 2006). A broca-do-café
coloniza os frutos, em todos os estadios de desenvolvimento, afetando a
produtividade e modificando a qualidade do café devido a entrada de
microorganismos oportunistas (GUHARAY & MONTERREY, 1997; FORNAZIER et
al., 2007). Os danos causados aos graos podem provocar prejuizos econémicos que
variam de 5 a 25% e, em casos graves de infestacédo, cerca de 50% da safra pode
ser perdida (WEGBE et al., 2003; DURHAN, 2004). Estima-se que a broca-do-café
provoque prejuizos da ordem de 500 milhdes de délares em todo o mundo
(DURHAN, 2004; NEVES & HIROSE, 2005).

Apesar da preocupacao constante e dos esforcos para implantar medidas de
controle menos prejudiciais ao ambiente e consequentemente ao homem, como é o
caso dos inseticidas botanicos e do controle biol6gico, o controle quimico vem sendo
utilizado massivamente devido a popularizacao dos inseticidas sintéticos (CURE et
al., 1998). Desta maneira o controle quimico tem sido a alternativa de controle mais
eficiente para prevenir o ataque desta praga. Porém, a utilizacdo indiscriminada
destes inseticidas leva a diminuicdo dos inimigos naturais e pode causar 0
surgimento de populacbes resistentes, além de problemas ambientais,
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contaminacao dos alimentos e agricultores (BRUN et al., 1989; 1994; NEVES &
HIROSE, 2005; SOARES et al., 2005).

Na busca de solucionar os problemas citados, alguns métodos alternativos como, a
utilizacdo de fitoquimicos e o controle biol6égico vém assumindo importante papel
dentro de programas de manejo fitossanitario de pragas, num momento em que se
discute a producado integrada rumo a uma agricultura sustentavel (PARRA et al.,
2002; BAKKALI et al., 2008). Para Vendramim (2002), o sistema mais adequado
para o controle de pragas baseia-se no manejo integrado com a utilizacdo de
diferentes técnicas, em consonancia com principios ecoldgicos, econdbmicos e
sociais com o objetivo de manter os insetos-praga abaixo do nivel de dano

econdmico.

Desta forma, existem diversas técnicas possiveis de serem estudadas e
implementadas no controle da broca-do-café, como € o caso da utilizacdo das
chamadas plantas inseticidas. Dentre estas, uma que tem demonstrado potencial
para o controle de insetos-praga, € a mamoneira (Ricinus communis L.) que possui
dentre os varios compostos, ricina e a ricinina, que sao 0s principais responsaveis
pela atividade inseticida (AUDI et al., 2005; CAZAL et al.,, 2009). Essa planta
apresentou efeito inseticida sobre pragas como, formigas cortadeiras (HEBLING,
1996), Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Bruchidae) (ALMEIDA
et al., 2005) e Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)
(SANTIAGO et al., 2008).

Outra técnica € a utilizacdo dos agentes naturais de controle, destacando-se o fungo
Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, 1912 que foi observado em muitos paises
atacando a broca-do-café (GUHARAY & MONTERREY, 1997; DAMON, 2000;
BUSTILLO PARDEY, 2005). No Estado do Espirito Santo foram constatadas
ocorréncias enzodticas de B. bassiana nas regides Norte e Sul (BENASSI, 1995;
DALVI, 2008). Outra vantagem é que esse fungo apresenta a possibilidade de ser
usado isoladamente ou integrado com outros métodos, como o0s inseticidas
botanicos, inseticidas quimicos seletivos, variedades de plantas resistentes a
insetos, entre outros (MARQUES et al., 2004; DEPIERI et al., 2005; ROSSI-ZALAF
et al., 2008).
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A utilizacao de fungos entomopatogénicos, bem como a sua associacdo com
inseticidas naturais de origem vegetal visando o controle de pragas, pode resultar
em sinergismo entre os dois e/ou possibilitar a aplicacdo conjunta, com alta
probabilidade de sucesso, mas necessitando de muitos estudos. Desta forma, este
trabalho avaliou, no capitulo 1, o potencial da atividade inseticida do éleo de
mamona sobre a broca-do-café, com o objetivo de se obter agentes quimicos
eficientes no manejo dessa praga, que provoquem poucos danos ao meio ambiente
e que sejam mais seletivos a organismos nao-alvo. No capitulo 2, buscando ainda
alternativas mais sustentaveis de Manejo Fitossanitario para a broca-do-café, foi
apresentado um estudo da associacao do 6leo de mamona com isolados de B.
bassiana. Finalmente sao apresentadas as conclusoes finais e as perspectivas do
trabalho.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 A broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Scolytidae)

A broca-do-café, H. hampei tem origem na Africa Equatorial, sendo descrita por
Ferrari em 1867 em graos de café comercializado, porém apenas em 1901 foi citada
em Gabén na Africa como praga de campo. Os relatos sobre sua distribuicdo se
sucederam rapidamente, em 1902 no Congo, 1908 em Uganda e 1909 em Java. Na
Ameérica foi introduzida por volta de 1913, no estado de Sao Paulo onde a partir de
1924 os prejuizos causados pela broca foram mais evidentes. Posteriormente, a
broca-do-café disseminou-se por todas as regides produtoras do pais (BENASSI,
2007).

O adulto de H. hampei € um coledptero de cor preta luzidia de tamanho reduzido. As
fémeas medem cerca de 1,7 mm e os machos cerca de 1,2 mm. Possui corpo
cilindrico e ligeiramente recurvado na regiao posterior. Os élitros sédo revestidos de
cerdas e escamas filiformes. Possui mandibulas e pernas de coloragao castanha. As

fémeas possuem asas normais, possibilitando o v6o, jA os machos possuem asas
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rudimentares, e por essa razdo eles ndo voam e nao saem do fruto onde se
originaram (SOUZA & REIS, 1997).

A razao sexual da broca é de um macho para 10 fémeas. A fémea acasalada perfura
o fruto geralmente na regido da coroa, construindo uma galeria que atinge o interior
da semente, onde é realizada a postura. Os ovos sao pequenos, brancos, elipticos e
com brilho leitoso. A fémea cuja longevidade é de 156 dias, pde de 31 a 119 ovos. A
temperatura de 22 a 27 °C, quatro a 10 dias ap6s a postura, inicia-se o periodo larval
que é de 14 dias em média. A fase de pupa tem cerca de sete dias. A broca-do-café
pode ter até sete geracbes por ano, devido a sua alta longevidade e fecundidade
atravessa facilmente o periodo de entressafra, causando danos na produgéo do ano
seguinte (FORNAZIER et al., 2007).

Essa é uma das pragas mais importantes da cultura cafeeira, sendo encontrada em
quase todos os paises produtores (BUSTILLO PARDEY, 2006). O ataque dessa
praga causa prejuizos quantitativos e qualitativos. Quantitativos devido a perda de
peso, queda dos frutos novos brocados e apodrecimento de sementes. Em grandes
infestacdes a perda de peso pode ser superior a 20%, ou seja, mais de 12 quilos por
saca de 60 quilos. Os qualitativos sdo devido a depreciacao tanto no tipo dos grdaos
quanto na qualidade da bebida e pelo aumento no numero de defeitos como: graos
brocados, grdos quebrados, preto verde, preto ardido e contaminagdo por
microorganismos (SOUSA & REIS, 1997).

1.2.2 Manejo fitossanitario da broca-da-café

O controle de pragas consiste na adocao de praticas que resultam na reducao da
infestacdo, mas nao necessariamente na sua eliminacao ou erradicacdo (AGUIAR-
MENEZES, 2003). O mesmo autor argumenta que o nivel de controle de pragas em
uma cultura dependera da espécie infestante, da capacidade competitiva da cultura,
do periodo critico de competicdo e das condicbes ambientais. Muitas vezes faz-se
necessario a associagao de dois ou mais métodos para atingir o nivel de equilibrio,
ou seja, o equilibrio natural, constituindo-se esse fato no Manejo Fitossanitario de
Pragas. Esse € um caminho seguro para se alcancar uma agricultura sustentavel,
com intuito de garantir maior produtividade aos agricultores e menor agressividade
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ao meio ambiente, aumentando a maximizacdo do lucro e melhorando a qualidade
de vida (VIANNA et al., 2008).

O manejo fitossanitario de pragas leva em consideragcao todos os fatores envolvidos
na producdo, ou seja, tem uma visdo holistica da situacdo na qual se encontra
determinada cultura. Essa situacdo compreende desde o planejamento passando
pelas metas a serem alcancadas; o0s objetivos sociais e econ6micos; o
agroecossistema envolvido; as caracteristicas da cultura; as especificidades do
inseto-praga, tais como, identificacdo, comportamento e seus inimigos naturais; 0s
métodos de manejo levando em consideracdo o histérico da area; validacdo do
manejo, ou seja, avaliar se os métodos empregados foram eficientes e se a tomada
de decisdo foi no momento adequado; e finalmente se o produto obtido é de
qualidade e atende as exigéncias dos consumidores (ALVES et al., 2008a).

Dentre os métodos utilizados no manejo fitossanitario da broca do café destacam-se
o cultural, o quimico, o uso de inseticidas botanicos e o biologico (FORNAZIER et
al., 2007).

O controle cultural deve sempre obedecer aos padroes técnicos recomendados para
adubacao, irrigacao e tratos culturais, com objetivo de criar condi¢des para a cultura
competir com os insetos-praga (HAJI et al., 2002). Segundo Fornazier et al. (2007),
o controle cultural através do “repasse”, isto €, da catacdo que se faz dos graos de
café que ficam no solo ou retidos na planta apés a colheita, € um dos métodos mais
eficientes de combate a broca-do-café. A retirada da fonte de alimento e dos insetos
remanescentes da safra anterior favorece a redugdo da populacdo da praga em
lavouras comerciais. Lavouras abandonadas devem ser erradicadas para nao
servirem como foco de multiplicacdo e disseminacao do inseto (FORNAZIER et al.,
2007).

O controle quimico baseia-se na utilizacdo de agroquimicos sintéticos, produtos
estes responsaveis pela revolugdo no controle dos insetos, que tem sido o meio
mais eficiente e econdbmico de combaté-los, principalmente se o objetivo for
maximizagdo da produtividade das culturas em grandes areas. Esse método é
recomendado quando se observa de 3 a 5% de frutos brocados, no entanto, a
maioria dos produtores ndo segue essa recomendacdo, fazendo aplicacdes sem
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nenhum critério. Normalmente para o controle da broca-do-café sido realizadas
aplicacbes de Endosulfan, um inseticida de largo espectro (BRUN et al., 1989;
1994). Apesar da eficiéncia desses inseticidas, estes podem apresentar uma série
de problemas como, intoxicacdo aguda e crénica de aplicadores, trabalhadores
rurais € até mesmo dos consumidores; a mortalidade de peixes, aves e outros
animais selvagens; eliminacdo de inimigos naturais e polinizadores; contaminacao
das aguas subterrdneas extensas, ameacando potencialmente a saude humana e
ambiental e o surgimento de populacdes de pragas resistentes (BRUN et al., 1989;
1994; LOVATTO et al., 2004; NEVES & HIROSE, 2005; SOARES et al., 2005).

Diante do exposto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através de
Resolucao-RDC N 28, de 9 de agosto de 2010, determinou a retirada programada
do ingrediente ativo Endosulfan do mercado brasileiro no prazo de trés anos
contados a partir de 31 de julho de 2010 (ANVISA, 2010). Assim, a busca por novas
alternativas de controle para essa praga, como a utilizacao de inseticidas botanicos

e o controle biolégico, se torna indispensavel.

Os inseticidas botanicos sao obtidos de metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas. Estes metabdlitos podem ser utilizados diretamente como inseticidas ou
ainda como modelos para desenvolvimento de novas classes de inseticidas. Os
inseticidas botanicos ou plantas inseticidas séao utilizados a pelo menos dois milénios
na antiga China, Egito, Grécia e india. Estes eram amplamente utilizados no controle
de insetos até a descoberta dos inseticidas organossintéticos, na primeira metade do
século passado. As variacdes na eficiéncia do controle, devido as diferencas na
concentracdo do ingrediente ativo entre plantas e, principalmente, o baixo efeito
residual, que aponta para a necessidade de varias aplicacées em curtos periodos,
fez com que os inseticidas vegetais fossem gradativamente substituidos pelos
sintéticos (MACHADO et al., 2007).

A preocupacdo da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a
contaminacdo da cadeia alimentar com agrotéxicos vem alterando o cenario
agricola, resultando na presenca de segmentos de mercado avidos por produtos
diferenciados, tanto aqueles produzidos sem uso de agrotoxicos, como por aqueles
portadores de selos onde os mesmos foram utilizados adequadamente (BETTIOL &
GHINI, 2001).
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Visando a utilizagdo de métodos de controle de pragas ecologicamente corretos, o
uso de metabdlitos secundarios presentes em algumas plantas vem sendo retomado
(HARBORNE, 1994; VASCONCELOS et al., 2006). Diversas substancias oriundas
do metabolismo secundario de plantas, como por exemplo, rotendides, piretréides,
alcaléides e terpendides, que podem ser encontradas nas raizes, folhas e sementes
podem interferir severamente no metabolismo de outros organismos, causando
impactos variaveis, como repeléncia, deterréncia alimentar e de oviposicao,
esterilizagdo, bloqueio do metabolismo e interferéncia no desenvolvimento, sem
necessariamente causar a morte (LARCHER, 2000; ISMAN, 2006). Nesse ultimo
caso, pode haver retardamento no desenvolvimento do inseto, causando efeito
insetistatico (RODRIGUEZ & VENDRAMIM, 1998).

Na atualidade, as principais plantas das quais foram obtidas substancias com
atividade inseticida pertencem aos géneros Nicotiana (Solanaceae), produtoras de
nicotina e nornicotina; Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Fabaceae),
produtoras de rotendides; Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas e
Azadirachta (Meliaceae), produtoras de azadiractina (ISMAN, 2006; DAYAN et al.,
2009).

Sendo assim, 0 uso de Oleos/extratos obtidos de plantas inseticidas pode ser uma
alternativa para controle de insetos, pois estes sao seletivos, biodegradaveis e tém
poucos efeitos sobre organismos nao-alvo (ISMAN, 2000). Os inseticidas botanicos
podem ser aplicados no campo e em estufa, com 0os mesmo equipamentos de
pulverizacdo utilizados para os inseticidas sintéticos. Eles também podem ser uma
ferramenta para o manejo da resisténcia, porque os mesmos podem ser altamente
eficientes no controle de insetos-praga resistentes (AHN et al., 1997; ISMAN, 2006;
DEQUECH et al., 2008). Entretanto, ainda sao escassos 0s estudos sobre o
potencial inseticida para a grande maioria das espécies vegetais, sendo de grande
relevancia o desenvolvimento de pesquisas nesta area, em busca de novas
alternativas (VASCONCELOS et al., 2006).

Uma dessas novas alternativas, e possivelmente com potencial, € mamoneira,
também conhecida no Brasil como “palma cristi”, “ricino” ou “carrapateira”, uma

planta exdética pertencente a familia Euphorbiaceae, de origem afro-asiatica. Esta foi
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introduzida em quase todo o mundo, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais (RODRIGUES et al., 2002).

Atualmente, a industria moderna utiliza o éleo extraido das sementes de mamona na
fabricacao de explosivos, vernizes, lubrificantes, tintas, plasticos, fertilizantes, couro,
velas e produtos cosméticos, bem como laxantes, antifingicos e antiparasitarios
(CONCEICAO et al., 2005). Com aumento da demanda de energia, visto que, os
combustiveis fosseis sao limitados, tém-se desenvolvido pesquisas para obter
alternativas renovaveis. A mamona & uma oleaginosa com caracteristicas para a
producdo de biodiesel, o que contribuira para melhorar o cultivo desta planta
(HANNA et al., 2005), podendo assim, facilitar a utilizagdo no controle de insetos.

Os insetos necessitam de muitas enzimas para degradar os alimentos, permitindo
posteriormente que sejam absorvidos pelo seu organismo, entre elas esta a a-
amilase, responsavel por degradar as moléculas de amido. As sementes de
mamona sao ricas em inibidores protéicos que agem sobre a-amilase e outras
enzimas que degradam polissacarideos, fazendo destes inibidores nutricionais para
os insetos (NASCIMENTO & MACHADO, 2006). Alguns destes peptideos das
sementes de R. communis ja foram identificados, como o Rc-knottin que é resistente
a hidrélises enzimaticas e atua como inibidor da a-amilase em Zabrotes subfasciatus
(Bohemann, 1833) (Coleoptera: Bruchidae) e C. maculatus (NASCIMENTO &
MACHADO, 2004). Sobre os mesmo insetos também foram descobertas proteinas
de reserva e alérgenos chamadas de albuminas 2S, sendo também inibidoras da
atividade da enzima a-amilase (NASCIMENTO & MACHADO, 2006).

Diante do exposto, alguns estudos utilizando as propriedades inseticida mamoneira
tém sido realizados. Um exemplo é a utilizacdo de extrato acetbnico do pd das
sementes secas que apresentou excelente potencial no controle de trés espécies de
mosquitos vetores de doencas, Anopheles stephensi Liston, 1901 (Diptera:
Culicidae), Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae) e Aedes albopictus
(Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), onde as concentragbes de 32 e 64 ug/mL
apresentaram efeito larvicida com 100% de mortalidade (MANDAL, 2010). A
utilizacdo de sementes de mamona trituradas a 5 e 10% (m/m) também demonstrou
ser eficiente no controle de C. maculatus, durante 180 dias de armazenamento, em

gréos de feijao macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.) (ALMEIDA et al., 2005).
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Além das sementes, outras partes da mamoneira também apresentam atividade
inseticida. O extrato aquoso de frutos verdes de R. communis a 10% (m/v) afetou a
duracdo e viabilidade larval de S. frugiperda demonstrando efeitos bioativos,
provocando alongamento da duragdo da fase larval, inibicdo do crescimento e
deterréncia alimentar (SANTIAGO et al., 2008). Contudo, extratos aquosos de ramos
e folhas de R. communis na concentragdo de 3% (m/v), ndo afetou a mortalidade de
ninfas de Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) bi6tipo B
(BALDIN et al., 2007). A utilizagdo de pé da folha de mamona (0,3 g/10 g de feijao),
também ndo afetou a mortalidade de Acanthoscelides obtectus (Say, 1831)
(Coleoptera: Bruchidae) (MAZZONETTO & VENDRAMIM, 20083).

Outra estratégia de controle de insetos-praga dentro do Manejo Fitossanitario é o
controle biolégico. Este pode ser definido como a regulacdo natural dos numeros
dos individuos de uma populagdo de uma espécie-praga através da acao de uma ou
outra populacdo cujos individuos apresentam habitos de predacdo, parasitismo,
antagonismo ou patogenia. Estes sdo genericamente conhecidos como agentes de
controle biol6gico e que agem de forma a impedir que a populacédo da praga sobre a
qual eles atuam se torne numericamente alta a ponto de causar prejuizo econémico,
mantendo ambas as popula¢des em equilibrio (AGUIAR-MENEZES, 2003).

Com relacdo a broca-do-café os principais agentes de controle biolégico sao os
parasitdides e os fungos entomopatogénicos (FORNAZIER et al., 2007). Dentre os
parasitdides os mais importantes sdo os de origem africana, Prorops nasuta
(Waterston, 1923) (Hymenoptera: Bethilidae), introduzido nas principais areas
produtoras do Continente Americano, Indonésia e India (INFANTE et al., 2003);
Cephalonomia stephanoderis Betrem, 1961 (Hymenoptera: Bethilidae), de grande
eficiéncia na regulacao desta praga (LACHAUD et al., 2002); Heterospilus coffeicola
Schneiderknecht, 1924 (Hymenoptera: Braconidae) e Phymastichus coffea La salle,
1990 (Hymenoptera: Eulophidae), também introduzidos no Brasil e demais areas
produtoras das Américas (CASTILLO et al., 2004).

Ja entre os fungos entomopatogénicos, o fungo B. bassiana tem demonstrado
potencial de controle da broca-do-café, sendo de ocorréncia natural em muitas
regides do pais (BUSTILLO PARDEY, 2005). Os fungos sédo patégenos de largo

espectro, capazes de colonizar diversas espécies de insetos e acaros e de causar,
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com frequéncia, epizootias em condicbes naturais. Esses patdgenos também
diferem de outros grupos por terem a capacidade de infectar todos os estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros. Os fungos penetram por diversas vias,
predominantemente através do tegumento e possuem alta capacidade de
disseminacgao horizontal (ALVES et al., 2008b).

Esse fungo pertence a classe Sordariomycetes, familia Cordycipitaceae, cuja
espécie foi nomeada em homenagem ao entomologista italiano Agostino Bassi, que
em 1835 descobriu ser a causa da doenga muscardina branca, nome dado devido
ao aspecto de mofo branco do micélio constituido sobre os cadaveres dos
hospedeiros. Esta doencga causava terriveis prejuizos aos produtores de seda devido
a epizootias nas criagdes de bicho-da-seda, Bombyx mori L., 1758 (Lepidoptera:
Bombycidae) (REHNER & BUCKLEY, 2005).

Comumente encontrado no solo esse fungo pode sobreviver como sapréfito, sendo
uma das espécies mais estudadas no controle de artrépodes, provavelmente em
funcdo da ampla distribuicdo geografica e da variedade de seus hospedeiros
(ALVES et al., 2008b). Apesar de B. bassiana ser encontrado em regides de clima
adverso, é consenso entre 0s pesquisadores que a patogenicidade e viruléncia esta
diretamente relacionado as condicbes climaticas, sendo o seu melhor
desenvolvimento com umidade de aproximadamente 80%, temperatura entre 23 e
28 °C e tempo nublado (ALVES et al., 2008b).

Para iniciar o processo de infecgdo, os conidios devem entrar em contato com a
cuticula ou serem ingeridos pelo inseto (ALVES et al., 2008b). A infeccédo via
tegumento € a mais frequente. O fungo germina num periodo de 12 a 18 horas,
dependendo de condicbes favoraveis de umidade, temperatura, pH, oxigénio e
nutricdo. Decorridas 72 horas da inoculacdo, o inseto apresenta-se totalmente
colonizado. O tecido gorduroso € o mais atacado, seguidos pelo tecido intestinal e
demais tecidos, resultando na morte do inseto em funcao da falta de nutrientes e do
acumulo de substancias téxicas. Sobre o cadaver ocorre a formagao de grande
quantidade de conidiéforos e conidios caracteristicos (ALVES, 1998).

Com tantos resultados positivos e com a necessidade de métodos alternativos de
controle de pragas, a formulacdo e utilizacdo de bioinseticidas baseados em
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microorganismos entomopatogénicos vém crescendo mundialmente como uma
solucdo efetiva e ecoldgica, minimizando o impacto provocado pelos inseticidas
convencionais. No Brasil, ja existem alguns produtos a base de B. bassiana que sao
utilizados como agentes no controle de diversas pragas, principalmente em cultivos
organicos (BERNARDI et al., 2006).

O estudo das propriedades e das técnicas de preparacao de agroquimicos
especificamente desenvolvidos para o controle de insetos tem uma importancia
muito grande, principalmente, quando se leva em conta o aumento na utilizacao
desses insumos nos ultimos anos. O mercado nacional movimentou, em 2009/2010,
entorno de 7,12 bilhdes de doblares com inseticidas. A industria brasileira de
defensivos passou a lideranca mundial do setor em 2008, superando os Estados
Unidos, constituindo uma grande fonte de divisas do pais (ANVISA, 2011). Todavia,
praticamente toda tecnologia existente pertence a companhias multinacionais. Deste
modo, o desenvolvimento de tecnologias préprias é importante, principalmente,

quando se considera a vitalidade do mercado mundial de agroquimicos.

Apesar de existirem muitos compostos com atividade inseticida, hd a necessidade
de desenvolver novos produtos, que sejam seletivos, ataquem sitios especificos em
baixas dosagens e que, entdo, sejam degradados mais rapidamente, deixando o
minimo de residuos no meio ambiente e nos alimentos. Assim, com base no
desenvolvimento de novas técnicas para o manejo da broca-do-café, foi
desenvolvido o projeto, aplicando o 6leo de mamona isolado ou em associagdo com
o fungo entomopatogénico B. bassiana.

Os objetivos deste trabalho foram:

1 — Avaliar o potencial inseticida do éleo de mamona visando o controle de H.

hampei,

2 — Avaliar a compatibilidade do 6leo de mamona com o fungo entomopatogénico B.

bassiana visando o manejo fitossanitario da broca-do-café;
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2 CAPITULO Il

POTENCIAL DO OLEO DE MAMONA NO MANEJO DA BROCA-DO-CAFE,
Hypothenemus hampei (FERRARI) (COLEOPTERA: SCOLYTIDAE)

RESUMO

O uso de 6leos extraidos de plantas € uma alternativa para controle de insetos, pois
alguns sao seletivos, biodegradaveis e tém poucos efeitos sobre organismos nao-
alvo. Assim, o presente trabalho avaliou diferentes vias de aplicacdo do 6leo de
mamona sobre Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae). Para
isso foram testadas trés vias de aplicacdo do dleo: (1) ingestao, (2) contato e (3)
ingestao + contato, utilizando as concentracées 0,0 (controle); 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5
e 3,0% (v/v). A via de aplicagcao por ingestao + contato apresentou maior mortalidade
nas concentracdes de 0,5; 1,0 e 3,0% (v/v) diferindo das demais vias de aplicacao.
Por sua vez, nas concentracées 1,5; 2,0 e 2,5% (v/v) nao houve diferenca entre as
vias de aplicacao por contato e ingestao + contato, sendo que estes diferiram da via
de aplicacdo por ingestdo. Na concentracao 3,0% (v/v) a via de aplicagcdo por
ingestdo + contato apresentou mortalidade de 92%, superior as demais vias de
aplicacdo. O 6leo de mamona demonstrou ser eficiente no controle de H. hampei,
sendo que a via de aplicacao por ingestdo + contato apresentou uma CLs, de 1,31%
(V/v).

Palavras-chave: Cafeicultura, Inseticidas botanicos, Via de aplicacao.
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ABSTRACT

The use of oils extracted from plants has been suggested as alternatives to control
insects, because some are selective, biodegradable and have little effect on non-
target organisms. Thus, this study evaluated the different routes of application the oil
castor on Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae). For that,
three routes of application of the oil were tested: (1) ingestion, (2) contact and (3)
combined (ingestion + contact), using the concentrations 0.0 (control); 0.5; 1.0; 1.5;
2.0; 2.5 and 3.0% (v/v). The route of application combined (ingestion + contact) had
the highest mortality at concentrations of 0.5; 1.0 and 3.0% (v/v) differing from the
other routes of application. However, on the concentrations 1.5; 2.0 and 2.5% (v/v)
there were no significant differences between the routes of application by contact and
ingestion + contact, and these differed from the route of application by ingestion. On
the concentration of 3.0% (v/v) the route of application by ingestion + contact showed
mortality of 92%, higher to others routes of application. Castor oil was efficient on
controlling the H. hampei, being the route of application by ingestion + contact
presented a LCsp of 1.31% (v/v).

Keywords: Coffee Culture, Botanical insecticides, Route of application.
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2.1 INTRODUCAO

Em 70 paises do tropico umido o café (Coffea spp.) € o produto agricola mais
importante (JARAMILLO et al., 2006). No entanto, um dos principais obstaculos a
producdo cafeeira no mundo tém sido os danos causados pela broca-do-café,
Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae) (BUSTILLO
PARDEY, 2006). Essa praga provoca danos quantitativos e qualitativos, causando
graves prejuizos econdmicos e afetando a economia de mais de 20 milhdes de
familias rurais no mundo (VEGA et al., 2003).

Para o controle de H. hampei tem-se utilizado inseticidas quimicos sintéticos, sendo
o principio ativo Endosulfan o mais empregado. Entretanto, este apresenta uma
série de limitacbes, como a contaminacdo das aguas subterraneas extensas,
ameagando potencialmente a saude humana e ambiental e o surgimento de
populacées de pragas resistentes (BRUN et al.,, 1989; 1994). Diante do exposto,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria determinou a retirada programada desse
inseticida do mercado brasileiro no prazo de trés anos contados a partir de 31 de
julho de 2010 (ANVISA, 2010).

Visando solucionar tais problemas, uma alternativa que vem sendo retomada para o
controle de pragas € o uso de metabdlitos secundarios presentes em algumas
plantas, as quais sdo denominadas plantas inseticidas (HARBORNE, 1994;
VASCONCELOS et al., 2006). De acordo com Shin-Foon & Yu-Tong (1993),
produtos naturais extraidos de plantas sdo fontes de substancias que podem ser
utilizadas no controle de pragas, sendo compativeis com programas de manejo
fitossanitario de pragas como uma opcao de controle capaz de minimizar os efeitos

negativos do uso indiscriminado de inseticidas.

Entre as principais espécies de plantas inseticidas, as familias Meliaceae,
Annonaceae, Asteraceae, Cannellaceae, Labiateae e Rutaceae tem sido
consideradas como as mais promissoras no controle de pragas (FERNANDES et al.,
2005; AGUIAR-MENEZES, 2005). Além das familias citas, outra que tem
demonstrado grande potencial no controle de insetos-praga é a Euphorbiaceae,
sendo utilizada no controle de inumeras pragas (HEBLING, 1996; ALMEIDA et al.,
2005; LIMA et al., 2006; NINO et al., 2007; SANTIAGO et al., 2008). Entretanto,
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ainda sao escassos 0s estudos sobre o potencial inseticida para a grande maioria
das espécies vegetais, sendo de grande relevancia o desenvolvimento de pesquisas
nesta area, em busca de novas alternativas (VASCONCELOS et al., 2006).

O uso de dleos extraidos de plantas inseticidas pode ser uma alternativa para
controle de insetos, pois estes sdo seletivos, biodegradaveis e tém poucos efeitos
sobre organismos ndo-alvo (ISMAN, 2000). Os inseticidas botanicos podem ser
aplicados no campo e em estufa, com os mesmo equipamentos de pulverizacao
utilizados para os inseticidas sintéticos. Eles apresentam ainda a possibilidade de
serem utilizados como uma ferramenta no manejo da resisténcia, porque os mesmos
podem ser altamente eficientes no controle de insetos-praga resistentes (AHN et al.,
1997; ISMAN, 2006; DEQUECH et al., 2008). Na literatura sao encontrados diversos
trabalhos que demonstram a eficiéncia de 6leos vegetais em diversas espécies de
pragas (PACHECO et al., 1995; CALMASUR et al., 2006; Yl et al., 2007; TSOLAKIS
& RAGUSA, 2008; RESTELLO et al., 2009).

Desta forma, o presente trabalho avaliou diferentes vias de aplicagdo do 6leo de

mamona sobre a broca-do-café.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no setor de Entomologia do Ndcleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico em Manejo Fitossanitario (NUDEMAFI) do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-
UFES), em Alegre — ES. Estes foram conduzidos em camara climatizada a 25 + 1
°C, umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e fotofase de 12 horas.

2.2.1 Coleta da espécie vegetal e extracao do dleo

As sementes da variedade IAC 80 da planta Ricinus communis L. (Mamoneira,
pertencente a classe Magnoliopsida, familia Euphorbiaceae) foram coletadas na
cidade de Muqui (latitude: -20° 57' 06" e longitude: -41° 20" 45"), Espirito Santo, em
2009. As sementes coletadas foram conduzidas ao setor de entomologia do
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NUDEMAFI e foram identificadas, lavadas em agua corrente e secas em estufa a 70
°C durante 24 horas. A extragéo do 6leo foi feita utilizando o método de prensagem a
frio. Para isso pesou-se 1 kg de semente de mamona e colocou-se em uma
filtroprensa (sujeito a patente). Apds a extracao obteve-se 480 g de um 6leo viscoso
de cor palha-amarelo.

2.2.2 Criacao e manutencao da broca-do-café

A criagdo e manutengdo da broca-do-café foram realizadas em sala climatizadas a

temperatura de 25 £ 2 °C, umidade relativa (UR) de 70% e fotofase de 12 horas.

Foram coletados a campo, frutos de café brocados de Coffea canephora Pierre ex
Froehner, no municipio de Alegre-ES (latitude: -20° 45' 49" e longitude: -41°31' 59").
Posteriormente, estes foram lavados com solugéo de hipoclorito de sédio a 5% (v/v)
utilizando agua como solvente, para evitar a proliferacdo de contaminantes. Em
seguida foram enxaguados em agua corrente e expostos em ambiente ventilado,
sem o contato direto com luminosidade solar, por 24 horas. Os frutos brocados
foram acondicionados em caixas plasticas (15x30x5 cm) com tampa. Para
possibilitar as trocas gasosas, nas tampas foram feitos pelo menos 50 furos de 1
mm de didmetro. Em cada caixa foram acondicionados no maximo 300 frutos,
ocupando apenas uma lateral da caixa, ficando a outra lateral livre para que as
brocas recém emergidas, ao deixarem os graos, deslocassem para a extremidade
livre para coleta. A referida coleta foi realizada com o auxilio de um succionador de

insetos pequenos, adaptado a partir de uma bomba-de-vacuo.

Para continuidade da criacédo, as brocas obtidas foram colocadas na proporcéo de
duas brocas por grao, em recipientes plasticos do tipo gerbox quadrado (10x10x4
cm) com tampa. Estes recipientes continham 200 graos de café cereja descascado,
da espécie Coffea arabica L., previamente lavado com hipoclorito de sédio a 5%
(v/v) por 1 minuto e em seguida enxaguados em agua corrente. Periodicamente, foi
borrifado agua destilada para a manutencdo da umidade dos graos. Apés 40 dias

iniciou-se a emergéncia dos adultos, iniciando todo 0 processo novamente.
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2.2.3 Efeito do 6leo de mamona sobre a broca-do-café

Nesse experimento, as unidades experimentais foram constituidas por um gerbox (6
cm de didmetro), forrado com papel filtro e contendo 15 brocas recém emergidas.
Cada tratamento constituiu de 10 repeticées. Foram trés vias de aplicagdo: (1)
ingestao, (2) contato e (3) contato + ingestao, e sete concentragdes: 0,0; 0,5; 1,0;
1,5;2,0; 2,5 e 3,0% (v/v). As solugdes do 6leo de mamona foram diluidas em agua e

utilizou-se como espalhante adesivo o Tween® 80 a 0,05% (V/v).

Para a via de aplicagdo por ingestdo, cada gerbox contendo 0,15 gramas de café
moido foi pulverizado com auxilio de Torre de Potter & pressdo de 15 libras/pol?,
aplicando-se um volume de 5,5 mL. Apds a pulverizacao, inocularam-se os adultos
da brocas. Para a via de aplicagcdo por contato a pulverizacédo foi feita sobre as
brocas, utilizando o mesmo procedimento do teste anterior. Apds a pulverizagdo foi
oferecido como alimento 0,15 gramas de café moido por gerbox. No caso, da via de
aplicagdo por contato + ingestdo a pulverizagdo foi feita sobre a broca e o café
moido. Esta pulverizacao foi realizada separadamente, ou seja, apds a pulverizagao
sobre as brocas, as mesmas foram transferidas para o gerbox com o café moido

(0,15 gramas/gerbox) ja pulverizado.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado no esquema
fatorial 3x7 (via de aplicacao x concentracdo do éleo de mamona). A avaliacdo da
mortalidade foi realizada diariamente até o sétimo dia. Os dados de mortalidade total
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. Para verificar o efeito da concentracao do éleo de
mamona sobre a mortalidade da broca os dados foram submetidos a analise de

regressao, ao nivel de 5% significancia.
2.2.4 Avaliacao da mortalidade diaria e total
Para analise da mortalidade diaria e total foram utilizados os dados obtidos no

ensaio 2.2.3. Este estudo foi realizado somente para via de aplicacado por ingestao +

contato, pois este representa melhor a mortalidade que ocorrera em nivel de campo.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, para verificar o
efeito da concentracao do 6leo de mamona sobre mortalidade diaria e total da broca,

os dados foram submetidos a analise de regressao, ao nivel de 5% de significancia.

2.2.5 Estimativa da concentracao letal (CL5)

O teste de concentragcao letal foi realizado utilizando os dados obtidos no ensaio
2.2.3. Foram estimadas as ClLsp da via de aplicacdo por contato e ingestao +
contato, ndo sendo estimado para ingestdo, pois necessitaria de uma alta
concentragdo para proporcionar uma elevada mortalidade, tornando a estimativa da
CLs inviavel para essa via de aplicacdo. Os dados de mortalidade foram analisados
por meio de regressdo de Probit, utilizando o programa POLO-PC, determinando a
CLso com intervalo de confianga de 95% (LEORA SOFTWARE, 1987).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Efeito do 6leo de mamona sobre a broca-do-café

Foi observado que o efeito do 6leo de mamona sobre a mortalidade da broca-do-
café apresentou interacdo significativa entre os fatores via de aplicagcdo e
concentragao (Fi2:.189 = 3,11; P<0,0005). Desta forma, procedeu-se o desdobramento
do fator via de aplicacdo dentro de cada nivel do fator concentracao e vice-versa
(Tabela 1, Figura 1).

A via de aplicacdo associada (ingestao + contato) apresentou maior mortalidade nas
concentracdes de 0,5; 1,0 e 3,0% (v/v) diferindo das demais vias de aplicacédo
(Tabela 1). Por sua vez, nas concentracbes 1,5; 2,0 e 2,5% (v/v) ndo houve
diferenca entre as vias de aplicacdo por contato e ingestdao + contato, diferindo
apenas da via de aplicagédo por ingestao (Tabela 1). O 6leo de mamona pode atuar
sobre os insetos de diferentes formas, podendo penetrar no organismo por ingestao,
através do aparelho digestivo, e por contato, atravessando o tegumento e através
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das vias respiratérias. Entretanto, uma molécula com propriedade inseticida que
chega a um organismo via ingestdo, ndo apresenta efeitos imediatos, pois fica
dependente dos processos de digestdo para incorporagao e agao nos sistemas vitais
da praga. Por outro lado, é por contato que um produto tem acao mais rapida e por
onde geralmente atua os inseticidas neurotoxicos (KATHRINA & ANTONIO, 2004;
AGUIAR-MENEZES, 2005; ISMAN, 2006).

Tabela 1. Mortalidade média total (:EP) de Hypothenemus hampei submetidos a diferentes vias de
aplicagéo do 6leo de mamona em diferentes concentragdes, a 25 £ 1 °C, UR de 70 £ 10% e fotofase

de 12 horas.

3 Via de aplicagéo
Concentragao (% v/v)

Ingestao (%) Contato (%) Ingestao + Contato (%)
0,0 8,00 + 2,59 A'® 12,00 £2,95 A 14,67 £3,26 A
0,5 7,332,711 C 17,33 £3,87B 33,331£4,44 A
1,0 12,67 £2,89 C 29,33+£5,64B 47,33 +£4,38 A
1,5 18,67 £2,95B 4467 £4,10 A 60,67 +4,03 A
2,0 20,00£3,29B 58,67 £ 5,60 A 70,00 +4,36 A
2,5 26,67 £5,16 B 63,33+6,46 A 76,67 £+ 3,88 A
3,0 38,00+4,45C 67,33+5,66 B 92,00 +2,59 A

"Médias seguidas pelas mesmas letras na linha nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
elo teste de Tukey.
Dados transformados em arco seno da V(x/100).

Para todas as concentragdes, a via de aplicacdo por contato apresentou maior
mortalidade da broca-do-café do que a via de aplicacao por ingestdo. No entanto,
cabe ressaltar que independente da via de aplicacdo, houve efeito positivo do 6leo
de mamona sobre a mortalidade da referida praga (Tabela 1). Contudo, na
concentracdo de 3,0% (v/v), que apresentou os maiores valores de mortalidade,
observa-se que a associacao (via de aplicacao por ingestdo + contato) apresentou
mortalidade (92,00%) maior que a via de aplicacdo por contato (67,33%) e por
ingestdao (88,00%) (Tabela 1). Desta forma, pode-se inferir que o efeito da
associagao entre as vias de aplicacdo promove uma melhor eficiéncia no controle de
H. hampei. Isto provavelmente ocorreu porque neste caso o ambiente estava
totalmente saturado, ou seja, o produto estava sobre a prépria broca, bem como no
alimento, dificultando ao maximo que esta escapasse da acao inseticida do 6leo. Ja
por ingestdo a mesma poderia reduzir sua alimentagcao e viver de suas reservas, em
funcédo do periodo residual do 6leo de mamona. Além disso, provavelmente na via
de aplicacdo por ingestdo + contato a broca-do-café estava sujeita a um maior
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namero de moléculas do principio ativo agindo em relacdo as demais vias de
aplicacao, e a atuagcédo dessas de forma conjunta poderiam afetar tanto o aparelho

digestivo quanto o sistema nervoso e respiratério simultaneamente.

A mortalidade por ingestdo de H. hampei, provavelmente, esta associada a acao
conjunta de efeitos antialimentares e inseticidas de proteinas contidas no 6leo
extraido da semente de mamona (BASHIR et al., 1998; DARBY et al., 2001). Esta
atividade antialimentar é devida a acao de inibidores protéicos de a-amilase, que
impedem a digestdo e absorcao do amido pelo inseto (OLSNES & KOZLOV, 2001).
Ja a atividade inseticida é devida a acao de proteinas inativadoras de ribossomos
(RIPs), que quando ingeridas provocam a morte das células dos aparelhos
gastrintestinais (LORD et al., 1994; AUDI et al., 2005).

Entretanto, estudos avaliando a atuacdo por contato de R. communis L. nao
explicam como tal fato ocorre (LESSA et al., 2007; ANDRADE et al., 2008; DANTAS
et al., 2008). Provavelmente, as moléculas com propriedades inseticidas contidas no
6leo de mamona que atuam por esta via de aplicacdo, poderiam afetar o sistema
nervoso central impedindo a transmissao dos impulsos nervosos, devido a inibicao
da enzima acetilcolinesterase, ou por disturbios na acetilcolina, ou no GABA, e/ou
nos canais de Na® e K'. Estas também poderiam afetar a respiracdo celular
impedindo o transporte de elétrons e/ou inibindo a sintese de ATP. Em face disso,
fica evidente que novas pesquisas devem ser desenvolvidas a fim de esclarecer

melhor como realmente atuam estas substancias.

Outros derivados de plantas inseticidas também afetaram a mortalidade da broca-
do-café. O 6leo nim a 1,0% (v/v) provocou 88,3% de mortalidade de fémeas de H.
hampei, quando pulverizado sobre as fémeas (contato) e os frutos (ingestao).
Contudo, a mortalidade isolada da pulverizacdo sobre as fémeas e os frutos foi
menor que a associada, com valores de 41,7 e 58,0% de mortalidade,
respectivamente (DEPIERI & MARTINEZ, 2010). Esses resultados corroboram com

0s encontrados nesse trabalho (Tabela 1).

Extratos acetonicos de folhas de Piper hispidum Kunth (Piperaceae) (25 mg/mL)
também provocaram mortalidade de 100 e 65%, quando a broca-do-café foi exposta
a superficie contaminada e aplicacdo tépica, respectivamente. No entanto, quando
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testou a repeléncia 0 mesmo nao apresentou indices para ser considerado como
uma substancia repelente (SANTOS et al., 2010). Outra planta que apresentou
atividade inseticida sobre a broca-do-café foi a Bocconia frutescens L.
(Papaveraceae), onde utilizando-se extrato etandlico da casca, folhas e sementes
(2000 ppm), obtiveram-se mortalidades de 77,8; 62,2 e 64,4%, respectivamente
(GUTIERREZ et al., 2007). Além das familias citadas anteriormente, outras como a
Asteraceae, Solanaceae, Euphorbiaceae e Rubiaceae, também demonstraram efeito
inseticida sobre a broca-do-café (NINO et al., 2007).

A mortalidade por ingestdo, contato e ingestdo + contato da broca-do-café em
funcdo das concentracbes de 6leo de mamona ajustaram-se ao modelo linear
(P<0,0001, R® = 92,04; 96,66; 98,20%, respectivamente), ou seja, a mortalidade
aumenta em fungcdo do aumento da concentragdo do 6leo de mamona (Figura 1).
Isto pode ser devido a reducao na capacidade de destoxificagcao de H. hampei nas
maiores concentragdes, pois nestas ha um maior niumero de moléculas do principio
ativo da planta por volume da solugdo. Assim, uma melhor acao pode ocorrer, pois
ha um contato mais efetivo do principio ativo do éleo sobre a praga. Verificou-se
também que o aumento da mortalidade em fungdo das concentracées de éleo de
mamona é mais acentuado quando as vias de aplicacdo sdo associadas (ingestao +
contato), apresentando coeficiente angular de 24,38 (Figura 1). A acdo de contato
nos insetos, associada a agao por ingestao durante o consumo do alimento tratado,
expbe ainda mais o inseto a acdo das substancias presentes no 6leo o que,
provavelmente, provocou a maior mortalidade. Essa tendéncia de aumento da
mortalidade em funcdo do aumento das concentragcdes também foi verificada
quando se utilizou extrato acetonicos de folhas de P. hispidum (25 mg/mL) para o
controle da broca-do-café (SANTOS et al., 2010).

2.3.2 Mortalidade diaria e total de H. hampei

A mortalidade diaria por ingestdo + contato de H. hampei em todas as
concentragdes estudadas ndo se ajustaram a um modelo matematico, mantendo-se
constante ao longo do tempo (Figura 2). Porém, na mortalidade total, apenas o

controle ndo se ajustou a um modelo matematico. As demais concentragdes do 6leo
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Figura 1. Mortalidade de Hypothenemus hampei submetidos a diferentes vias de aplicagao do 6leo de

mamona em diferentes concentragdes, a 25 + 1 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 horas.
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de mamona seguiram modelo linear, com tendéncia de aumento ao logo do tempo,
sendo mais acentuada na concentragédo de 3,0% (v/v), cujo coeficiente angular foi de
14,40 (P<0,0001, R? = 98,54%) (Figura 2). Essa maior exposicdo diaria aos
principios ativos, provavelmente nao permitiu que a broca-do-café modificasse ou
destoxificasse estas moléculas com propriedades inseticidas a uma taxa suficiente
para prevenir a sua ac¢ao, provocando maior mortalidade. Além disso, o grande
namero de proteinas inseticidas envolvidas tais como, a ricinina e a Ricinus
communis aglutinina (RCA) (LORD et al., 1994), pode dificultar que estes processos

ocorram.

A concentragdo de 3% (v/v) do 6leo de mamona apresentou 70% de mortalidade
total da broca-do-café, entre o 4° e o 5° dia apdés a aplicagdo, ja para as
concentragdes de 2,0 e 2,5% (v/v) esse mesmo valor sé foi apresentado entre o0 6° e
o 7° dia e as demais concentragdes nao atingiram esse valor (Figura 2). Cabe ainda
ressaltar que a concentracdo de 3% (v/v) atingiu 90% de mortalidade total no 6° dia
apos a aplicacdao (Figura 2). Estes resultados evidenciam a melhor eficiéncia
apresentada pelas maiores concentracbes ao longo do tempo, visto que, estas
demandam um menor niumero de dias para se obter o0 mesmo potencial de controle

da broca-do-café.

2.3.3 Concentracao letal (CLso) do 6leo de mamona

Na estimativa da concentracéo letal (CLsg), 0s dados adequaram-se ao modelo de
Probit, mostrando um x2 ndo significativo e baixa heterogeneidade. Os intervalos de
confianga determinaram diferencgas significativas entre as vias de aplicacéao (Tabela
2). A CLso da via de aplicacdo associada (ingestdo + contato) apresentou maior
atividade inseticida do que a via de aplicacao por contato, visto que, por esta via de
aplicacdo necessita de uma menor concentracao, 1,31% (v/v) de 6leo de mamona,
para matar 50% da populacdo da broca-do-café (Tabela 2). Esta menor ClLsg
apresentada pela via de aplicacao associada significa um menor gasto de éleo de
mamona para se obter a mesma resposta de mortalidade, ou seja, uma maior
economicidade do produto. Estes resultados serviram como ponto de partida para o

desenvolvimento de novas pesquisas, principalmente, a campo. No entanto, alguns
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fatores deverao ser levados em consideracgao, tais como: variedade, idade da planta,
caracteristicas do solo e condicbes ambientais de cultivos, pois estes poderao
influenciar na quantidade de metabdlitos secundarios produzidos pela planta
(LEATEMIA & ISMAN, 2004).

Tabela 2- Respostas da concentragdo-mortalidade de Hypothenemus hampei a diferentes vias de

aplicagao do éleo de mamona.

Via de aplicacao n? Coeficiente angular (£ EP) CLsg (%) X2
Contato 750 2,47 £ 0,32 2,05 (1,80-2,32) 1,56
Ingestdo + contato 750 2,03 +0,28 1,31 (1,08-1,54) 0,55

®Numero de brocas testadas

2.4 CONCLUSAO

O dleo de mamona atua tanto por ingestdo quanto por contato, sendo que a
associacdo de ambos confere uma melhor eficiéncia no controle da broca-do-café.
A mortalidade da broca-do-café aumenta em fungédo da concentragéo e do tempo. A
via de aplicacao por ingestao + contato apresentou uma CLsg para 6leo de mamona
de 1,31% (v/v). No 7° dia apds a aplicagdo a concentracao de 3% (v/v) apresentou
92% de mortalidade total.
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3 CAPITULO Il

ASSOCIACAO DE OLEO DE MAMONA COM Beauveria bassiana (BALS.)
VUILLEMIN, VISANDO AO MANEJO DA BROCA-DO-CAFE

RESUMO

Os fungos entomopatogénicos apresentam a possibilidade de serem usados
isoladamente ou integrados com outros métodos. Assim, este trabalho estudou
associacdo do o6leo de mamona com isolados de Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin, 1912, visando ao controle da broca-do-café. Foram utilizados os isolados
de B. bassiana CCA-UFES/Bb-4, CCA-UFES/Bb-11, CCA-UFES/Bb-15, CCA-
UFES/Bb-18 e ESALQ/447. Para avaliar a germinacao, 0,1 mL da mistura contendo
o 6leo de mamona nas concentracdes 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0% (v/v) e 0os
conidios (1 x 10° conidios/mL) foi plaqueado em meio de cultura BDA. Para estudar
o crescimento vegetativo e esporulacdo, as concentracdes de éleo de mamona
foram adicionadas em 100 mL de meio de cultura BDA. O fungo foi inoculado em
trés pontos equidistantes por placa. Apds dez dias foi determinado o didmetro médio
das col6nias e quantificado os conidios. Para a classificacdo da compatibilidade foi
utilizado o modelo IB (indice Biolégico). Para a germinagdo ndo houve interacdo
entre os fatores e os isolados CCA-UFES/Bb-4 e CCA-UFES/Bb-15 foram os que
apresentaram os maiores valores. Apenas o isolados CCA-UFES/Bb-4 teve o
crescimento vegetativo reduzido em funcdo do aumento da concentracdes 6leo de
mamona. Este isolado foi um dos que apresentaram maior esporulacdo em todas as
concentracdes. Todos os isolados apresentam grande potencial de utilizacao
associados com éleo de mamona para o manejo da broca-do-café.

Palavras-chave: Controle biolégico, Entomopatdgenos, Inseticidas botanicos.
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ABSTRACT

The entomopathogenic fungi present the possibility to be used alone or integrated
with other methods. Thus, this study investigated the association of castor oil with
isolates of Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, 1912, aimed the controlling of the
coffee berry borer. We used isolates of B. bassiana CCA-UFES/Bb-4, CCA-
UFES/Bb-11, CCA-UFES/Bb-15, CCA-UFES/Bb-18 and ESALQ/447. To evaluate the
germination 0.1 ml of mixture containing castor oil at concentrations 0.0, 0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 2.5 and 3.0% (v/v), conidia (1 x 10° conidia/mL) was plated on PDA culture
medium. To study the vegetative growth and sporulation, the concentrations of castor
oil were added in 100 mL of PDA culture medium. The fungus was inoculated at
three equidistant points on the board. After ten days was determined the average
diameter of the colonies and quantified conidia. To classify the compatibility model 1B
(biological index) was used. For germination there was no interaction between the
factors and isolates CCA-UFES/Bb-4 and CCA-UFES/Bb-15 showed the highest
values. Only CCA-UFES/Bb-4 isolate presented the vegetative growth reduced in
function of increasing concentrations of castor oil. This isolated was one that showed
higher sporulation at all concentrations. All isolates present great potential for use
associated with castor oil for the management of coffee berry borer.

Keywords: Biological control, Entomopathogens, Botanical insecticides.
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3.1 INTRODUGAO

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae) é a
principal praga do cafeeiro em todo o mundo (BUSTILLO PARDEY, 2006). Estima-
se que mundialmente a broca-do-café provoque prejuizos da ordem de 500 milhdes
de délares (NEVES & HIROSE, 2005). O controle dessa praga baseia-se no uso de
inseticidas, principalmente o Endosulfan, mas a sua utilizagéo intensiva e repetida
tem causado o surgimento de populacdes resistentes, além de problemas
ambientais, contaminacdo dos alimentos e agricultores (BRUN et al., 1989; 1994;
NEVES & HIROSE, 2005; SOARES et al.,, 2005). Devido a estes problemas,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria determinou a retirada programada desse
inseticida do mercado brasileiro até 2014 (ANVISA, 2010).

Como alternativas aos compostos quimicos sintéticos, nos ultimos anos tem-se
aumentado a busca por produtos naturais que sejam eficientes no controle de
pragas. Os inseticidas naturais de origem vegetal podem vir a constituir-se em
importantes agentes de controle, por serem de facil obtencédo e utilizacido, terem
baixo custo e minimizarem os problemas apresentados pelos inseticidas quimicos
sintéticos (CARNEIRO et al., 2007).

Dentre as inumeras plantas inseticidas, uma delas muito promissora € mamoneira
(Ricinus communis L.) pertencente a classe Magnoliopsida, familia Euphorbiaceae,
gue possui dentre os varios compostos, ricina e a ricinina que sdo as principais
responsaveis pela atividade inseticida (LORD et al., 1994; AUDI et al., 2005; CAZAL
et al., 2009). Essa planta apresentou efeito inseticida sobre pragas como, formigas
cortadeiras (HEBLING, 1996), Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera:
Bruchidae) (ALMEIDA et al.,, 2005) e Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) (SANTIAGO et al., 2008).

Outro recurso para o manejo alternativo de pragas é o controle biolégico, com a
utilizagdo de fungos entomopatogénicos. Dentre esses, destaca-se Beauveria
bassiana (Bals.) Vuillemin, 1912 que é utilizado como agente no controle de diversas
pragas, principalmente em cultivos organicos (BERNARDI et al., 2006). Esse fungo é
comumente encontrado no solo, onde pode sobreviver como sapréfito, possui ampla

distribuicao geografica e variedade de hospedeiros (ALVES, 1998a). Além disso,
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possuem o0s conidios e 0s esporos com alta capacidade de dispersdo horizontal,
sendo transportados por varios agentes a grandes distancias, compondo focos de
disseminagcao (CASTRILLO et al., 2005). Os fungos entomopatogénicos apresentam
a possibilidade de serem usados isoladamente ou integrados com outros métodos,
como os inseticidas naturais de origem vegetal, inseticidas quimicos seletivos,
variedades de plantas resistentes a insetos, entre outros (MARQUES et al., 2004;
DEPIERI et al., 2005; ROSSI-ZALAF et al., 2008).

A associacao destes fungos com os inseticidas naturais de origem vegetal para o
controle de pragas € uma possibilidade promissora, podendo resultar em sinergismo
entre os dois e/ou possibilitar a aplicacdo conjunta, com alta probabilidade de
sucesso, porém, necessitando ainda de muitos estudos. Assim, o presente trabalho
teve o objetivo de estudar a associacdo entre isolados de B. bassiana o e 6leo de

mamona, visando ao manejo da broca-do-café.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta da espécie vegetal e extracao do dleo

As sementes da variedade IAC 80 da planta R. communis foram coletadas na cidade
de Muqui (latitude: -20° 57' 06" e longitude: -41° 20" 45"), Espirito Santo, em 2009.
As sementes coletadas foram conduzidas ao setor de entomologia do Nucleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico em Manejo Fitossanitario (NUDEMAFI) do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES)
e foram identificadas, lavadas em agua corrente e secas em estufa a 70 °C durante
24 horas. A extracédo do éleo foi feita utilizando o0 método de prensagem a frio. Para
isso pesou-se 1 kg de semente de mamona e colocou-se em uma filtroprensa
(sujeito a patente). Apds a extracao obteve-se 480 g de um O6leo viscoso de cor
palha-amarelo.

3.2.2 Obtencao e producao dos isolados de B. bassiana
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Foram utilizados os isolados CCA-UFES/Bb-4, CCA-UFES/Bb-11, CCA-UFES/Bb-
15, CCA-UFES/Bb-18 provenientes da cole¢cdo do Banco de Entomopatdégenos do
CCA-UFES. A selecao dos fungos foi baseada em Dalvi (2008) que verificou o
potencial destes isolados para H. hampei, além do isolado ESALQ/447 oriundo do
Banco de Entomopatégenos da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, por
ser considerado um isolado padrao (HABIB et al., 1998). Estes isolados foram
revigorados previamente em adultos da broca-do-café. Por ocasidao dos bioensaios,
os fungos foram repicados em meio de cultura do tipo BDA (batata-dextrose-agar)
mais levedura e, apds aproximadamente dez dias foram multiplicados em placas de
Petri contendo BDA mais levedura. Os mesmos foram incubados em camara
climatizadas a temperatura de 25 * 2 °C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de

12 horas, onde permaneceram por dez dias.

3.2.3 Execucao do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no setor de Entomologia do NUDEMAFI
(CCA-UFES), em Alegre — ES. Estes foram conduzidos em camara climatizada a 25
+ 1 °C, umidade relativa (UR) de 70 + 10% e fotofase de 12 horas.

3.2.3.1 Avaliacao da germinacao

A metodologia adotada nesta etapa foi adaptada de SILVA & NEVES (2005)
preparando-se solugdes de 6leo de mamona nas concentragdes: 0,0 (controle);
0,555; 1,111; 1,667; 2,222; 2,778 e 3,333% (v/v). Nestas concentracdes foi
adicionado o espalhante adesivo Tween 80 a 0,05% (v/v), sendo o solvente utilizado
a agua. Dessa solucao inicial foram retirados 9 mL que foram adicionados a 1 mL de
uma suspensao com 1 x 107 conidios/mL dos isolados de B. bassiana, mantidos em
repouso por 1 hora. Apds esse periodo, obteve-se uma solugcao contendo o 6leo de
mamona nas concentracdes de 0,0 (controle); 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0% (v/v) € 0s
conidios a 1 x 10° conidios/mL. Apés este procedimento retirou-se 0,1 mL que foi

plaqueado com al¢ca de Drigalski em meio de cultura BDA.
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Apbs a inoculacdo as placas foram incubadas durante 28 horas em camara
climatizadas a temperatura de 25 £ 1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de
12 horas. Posteriormente a incubacgéo, foi realizada a contagem dos conidios
dividindo-se as placas em quatro quadrantes e contando no minimo 100 conidios por
quadrante entre aqueles germinados e ndao germinados, utilizando-se microscopio
optico com aumento de 400 vezes. Foram utilizadas quatro placas de Petri (9 cm de
didmetro) por tratamento. Esse experimento foi montado no esquema fatorial 5x7
(isolado de B. bassiana x concentracdo do 6leo de mamona), sendo que os dados
obtidos foram transformados por arcoseno da V(x/100) e submetidos & andlise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Para verificar o efeito da concentragdo do 6leo de mamona sobre a
germinagao de B. bassiana, os dados foram submetidos a andlise de regressédo ao
nivel de 5% de probabilidade.

3.2.3.2 Crescimento vegetativo e esporulacao

A metodologia adotada nesta etapa foi adaptada de SILVA & NEVES (2005)
utilizando-se as seguintes concentracdes de 6leo de mamona: 0,0 (controle); 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0% (v/v). Estas foram adicionadas em 100 mL de meio de
cultura BDA fundido a temperatura de aproximadamente 40 °C, ainda néo
solidificado, e depois vertido em placas de Petri (9 cm de diametro). Depois de
solidificado o meio, o fungo foi inoculado em trés pontos equidistantes por placa,
com auxilio de uma alca de platina. As placas foram incubadas em camara
climatizadas nas mesmas condicdes do estudo anterior. Apds dez dias foram
selecionadas, aleatoriamente, seis colbnias por tratamento; estas foram medidas
com uma régua em dois sentidos transversais, determinando-se o didmetro médio
das colénias. Em seguida, as col6nias foram recortadas com um bisturi para a
quantificagdo dos conidios. Cada col6nia foi colocada em um tubo de falcon,
adicionando-se 10 ml de ADE + Tween 80 a 0,05% (v/v) e agitando-se por cerca de
dois minutos em Vortex®, até a retirada dos conidios da superficie do meio
recortado. Foram feitas as diluiches necessarias para quantificar os conidios com

auxilio de uma camara de Neubauer®.
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Esse experimento foi montado no esquema fatorial 5x7 (isolado de B. bassiana x
concentracdo do 6leo de mamona), utilizado-se quatro placas por tratamento. Os
dados obtidos foram transformados por V(x + 0,5) e submetidos a andlise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Para verificar o efeito da concentracdo do 6leo de mamona sobre o
crescimento vegetativo e esporulacao de B. bassiana, os dados foram submetidos a

andlise de regressao ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2.3.3 indice biolégico (IB)

Para a classificacdo da compatibilidade do produto com os entomopatdégenos foi
utilizado o modelo IB (indice Biolégico), desenvolvido por Alves et al. (2007), para
caracterizar a compatibilidade de fungos entomopatogénicos com produtos
inseticidas in vitro, em meio de cultura sélido. Assim, foram calculados os valores
percentuais médios de esporulagdo e crescimento vegetativo das colénias dos
fungos com relacao a testemunha, sendo aplicada, para cada concentracado do 6leo

de mamona, a seguinte férmula:
IB =[47 (CV) + 43 (ESP) + 10 (GERM)] / 100, onde:

IB = indice biolégico; CV= Porcentagem de crescimento vegetativo em relagdo a
testemunha; ESP = Porcentagem de esporulacdo das colbnias em relagdo a

testemunha; GER = Porcentagem de germinacéo dos conidios.

Os valores de IB para a classificacao dos produtos sdo: téxico 0-41, moderadamente

toxico 42-66 e compativel > 66.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Germinacao de B. bassiana
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Para o parametro germinacao nao houve interacdo entre os fatores (isolado de B.
bassiana x concentracdo do 6leo de mamona), dessa forma os mesmos foram
analisados isoladamente (Fo4.70 = 1,42; P = 0,12) (Tabela 1). Todos os isolados de B.
bassiana apresentaram germinacdo nas concentracbes de O6leo de mamona
estudadas, entretanto, estes diferiram entre si. Os isolados CCA-UFES/Bb-4 e CCA-
UFES/Bb-15 apresentaram os maiores valores de germinacao. O isolado ESALQ-
447 apresentou o menor valor de germinacao em relacdo aos demais isolados, no
entanto, esse valor ainda foi elevado (82,43%) (Tabela 1). Essa diferenca de
germinagao entre os isolados provavelmente esta relacionada a grande variabilidade
genética existente entre os mesmos, sendo esta considerada uma das principais
vantagens dos fungos entomopatogénicos. Mesmo havendo diferenca de
germinacao entre os isolados esses resultados sdo importantes, pois de acordo com
Silva & Neves (2005) a germinagdo € principal fator de compatibilidade a ser
considerado em todos os testes que envolvem produtos quimicos, fitossanitarias ou

nao.

A germinagdo de B. bassiana em fungdo das concentragbes de 6leo de mamona
ajustou-se ao modelo linear (R? = 83,81%), verificando-se reducéo desse parametro
em funcdo do aumento da concentracdo (Figura 1). Apesar de haver reducédo na
germinagédo em funcdo do aumento da concentragédo do 6leo de mamona, observa-
se que o valor inicial é alto (96,34%) e que a reducao & pequena em funcdo da
concentracdo (Figura 1). Essa reducdo da germinacdo apesar de pequena,
provavelmente, foi em funcdo da maior quantidade do principio ativo por volume da
solugcdo, 0 que proporcionou uma maior exposicdo dos conidios a acdo das

moléculas com propriedade inseticidas presentes no 6leo de mamona.

Na literatura ndo ha relatos do efeito do éleo de mamona na germinacdo de B.
bassiana, todavia, outros 6leos vegetais como o dleo de nim e o Nortox® CE
causaram reducao desse parametro (HIROSE et al.,, 2001; DEPIERI et al., 2005;
SILVA et al., 2006; ISLAM et al., 2010). Alguns autores obtiveram resultados opostos
para o 6leo de nim, ndo observando reducao da germinacao de B. bassiana quando
na presenca desse 6leo (MARQUES et al., 2004; MOHAN et al., 2007). Outros dleos
vegetais, tais como, Agnique® CSO-40 B, Agnique® ESO 81-B (ambos, 6leos
vegetais etoxilados), Natur Oleo® EW e Veget Oil® EC nido afetaram a germinagao
de B. bassiana (SILVA et al., 2006).
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Tabela 1. Média (tEP) da germinagao, do crescimento vegetativo e da esporulagdo de Beauveria

bassiana em meios de cultura com diferentes concentragdes de 6leo de mamona. Temperatura de 25

+12C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 horas.

Isolados de B. bassiana

Concentracao
CCA-UFES/ CCA-UFES/ CCA-UFES/ CCA-UFES/
(% VIV) ESALQ-447
Bb-4 Bb-11 Bb-15 Bb-18
Germinacao (%)"*
0,0 99,67 + 0,24 99,00 + 0,41 99,00 + 0,41 98,33 £ 0,62 98,00 £ 0,41
0,5 98,33 + 0,62 90,00 = 2,04 98,33 £ 0,24 93,67 £ 1,083 85,33 £ 2,49
1,0 98,33 £ 0,85 91,67 £4,13 98,67 £0,62 93,67 £ 1,93 88,00 £ 0,82
1,5 96,33 = 0,62 86,33 £ 1,25 98,00 £ 0,71 92,33 £ 1,25 80,67 £ 2,49
2,0 95,33 £ 0,62 87,67 £1,03 98,33 £ 0,62 92,00 £ 1,63 74,67 £1,70
2,5 95,67 £ 1,03 90,33+ 1,70 98,00 + 0,41 93,00 £ 1,08 74,33 £ 3,47
3,0 97,00 £ 0,82 87,67 +£1,93 98,67 + 0,62 93,33 £ 0,62 76,00 £ 3,24
Média 97,24 £+ 0,46 A 90,38+1,28C 98,43+0,25A 93,76x0,71B 82,43+2,08D
Crescimento Vegetativo (cm)"®
0,0 2,19+£0,10B 262+0,16 A 1,97+0,02B 2,24+0,07B 2,37 £0,06 A
0,5 2,47 £ 0,09 B 256+0,11B 226+0,03C 2,80+0,03A 2,08+0,05C
1,0 1,95+£0,13B 2,70+0,10A 2,13+x0,09B 2,69+0,10A 2,00 +0,03B
1,5 2,35+0,03B 291+0,06A 2,08+0,12C 2,48+0,08B 2,53+0,14B
2,0 1,94 +£0,07D 2,82+0,09A 248+0,06B 248+0,13B 220+0,12C
2,5 1,90 £ 0,08 B 2,77+0,18A 2,05+0,0/B 2,92+0,08A 222+0,13B
3,0 2,05+0,05B 253+0,16 A 2,03+0,06B 245+0,05A 2,13+£0,04B
Esporulacéo (x 10" conidios/mL)"*
0,0 1560196 A 990+1,13A 13,38+2,00A 14,60 £ 2,87 A 12,50 £ 0,48 A
0,5 14,00 £2,02A 4,27+1,59B 6,39 +0,72B 440+0,86B 3,13+0,42B
1,0 19,00+3,20A 485+1,18C 2,88%+0,72C 9,20+1,49B 3,08+1,20C
1,5 1541 +1,47A 756+091B 0,40+0,07C 5,78+1,47B 1,38 +£0,26 C
2,0 6,01 x1,15A 2,88+0,72B 0,44+09B 422+0,80A 1,56 £ 0,41 B
2,5 994+1,70A 3,95+0,30B 0,33+0,03D 2,25+0,28 C 0,71+£0,26 D
3,0 327+0,74A 290+0,23A 0,25+0,05B 2,16 £ 0,20 A 0,98+0,12B

"Médias seguidas pelas mesmas letras na linha nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
elo teste de Scott-Knott.

Dados transformados em arcoseno da V(x/100).

®Dados transformados em V(x + 0,5).
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Figura 1. Germinacdo de conidios de Beauveria bassiana em meios de cultura com diferentes

concentracdes de 6leo de mamona. Temperatura de 25 + 1 °C, UR 70 = 10% e fotofase de 12 horas.

3.3.2 Crescimento vegetativo e esporulacao

Para os dados relacionados ao crescimento vegetativo houve interacao entre os
fatores, isolado de B. bassiana e concentracdo do 6leo de mamona (Fz4:175 = 4,20;
P<0,0001) (Tabela 1). Nenhum dos isolados de B. bassiana apresentou inibicdo no
crescimento vegetativo nas concentracoes de 6leo de mamona estudadas.
Entretanto, houve diferenga significativa entre os isolados dentro de cada
concentracdo. O isolado CCA-UFES/Bb-18 apresentou o maior crescimento
vegetativo, com didmetro médio da colénia de 2,80 cm na concentragdo de 0,5%
(v/v) (Tabela 1). Contudo, os isolados CCA-UFES/Bb-11 e CCA-UFES/Bb-18
apresentaram maior crescimento vegetativo nas concentracdes de 1,0; 2,5 e 3,0%
(v/v) (Tabela 1). Nas concentragées de 1,5 e 2,0% (v/v) o isolado CCA-UFES/Bb-11
foi superior aos demais isolados, com didmetro médio da colbénia de 2,91 e 2,82 cm,
respectivamente (Tabela 1). Esta variagdo da atividade fungitoxica entre os isolados
nas diferentes concentragdes, observando maior ou menor impacto sobre os

mesmos, pode ocorrer em funcdo da variabilidade genética. Um exemplo dessa



58

variabilidade foi demonstrado quando se estudou a compatibilidade do formulado
comercial de éleo de nim, Margoside® na concentragdo de 0,3% (v/v) com trinta
isolados de B. bassiana, onde apenas sete isolados apresentaram reducdo do
crescimento vegetativo (MORAN et al.,, 2007). Nao ha relatos da atividade
fungitéxica de 6leo de mamona sofre fungos entomopatogénicos. Entretanto, para
fungos fitopatogénicos, tais como, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc., Pyricularia grisea (Cooke) Sacc., Fusarium graminearum Schwabe e
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Briosi & Cav. essa atividade foi
relatada (RIBEIRO & BEDENDO, 1999; TAKANO et al., 2007; MDEE et al., 2010).

Estudando o efeito da concentracdo do 6leo de mamona sobre o crescimento
vegetativo verificou-se que somente o isolado CCA-UFES/Bb-4 sofreu acao das
diferentes concentracdes, sendo que os dados ajustaram-se ao modelo linear (R? =
49,41%) (Figura 2). Os demais isolados (CCA-UFES/Bb-11, CCA-UFES/Bb-15,
CCA-UFES/Bb-18 e ESALQ-447) nao tiveram o seu crescimento vegetativo afetado
pelas diferentes concentracées de 6leo de mamona (Figura 2). Diferencas dessa
natureza podem ocorrer, pois a acado dos produtos fitossanitarios sobre os
entomopatdgenos pode variar em funcao da espécie e linhagem do patbégeno, da
natureza quimica e da concentracdo do produto utilizado (ROSSI-ZALAF et al.,
2008).

Com relacao a esporulacdao também houve interagao entre os fatores (Fz4:175 = 6,00;
P<0,0001) (Tabela 1). Todos os isolados de B. bassiana apresentaram esporulacédo
nas concentracées de 6leo de mamona estudadas. Porém, estes diferiram entre si,
verificando-se que o isolado CCA-UFES/Bb-4 foi melhor que os demais em todas as
concentracdes, com valores de esporulagdo superiores a 3,27 x 10’ conidios/mL,
exceto para as concentragdes de 2,0 e 3,0% (v/v) (Tabela 1). Na concentracao de
2,0% (v/v) o mesmo nao diferiu do isolado CCA-UFES/Bb-18, apresentando valores
esporucdo de 6,01 e 4,22 x 10’ conidios/mL, respectivamente (Tabela 1). J4 na
concentracao de 3,0% (v/v) este isolado nao diferiu dos isolados CCA-UFES/Bb-11 e
CCA-UFES/Bb-18, sendo que estes diferiram dos demais isolados (Tabela 1). A
esporulagéo é considerada um dos parametros mais influentes, pois os conidios séo
estruturas do fungo que se disseminam no ambiente e estes so responsaveis pelo
inicio da infeccdo no campo (ALVES, 1998a). A variacdo apresentada por este
parametro provavelmente esta associada a variabilidade genética. Essa justificativa
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também foi abordada por outros autores para explicar as diferengas existentes entre

isolados de B. bassiana, quanto a sensibilidade a produtos quimicos sintéticos
(TODOROVA et al.,1998; TAMAI et al., 2002).
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Figura 2. Crescimento vegetativo de Beauveria bassiana em meios de cultura com diferentes

concentracoes de 6leo de mamona. Temperatura de 25 £ 1 °C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas,

(ns) nao significativo.
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A correlacdo entre as concentracoes de 6leo de mamona e a esporulacédo
apresentou-se inversamente proporcional para todos os isolados testados,
ajustando-se ao modelo linear (R® = 78,86; 69,78; 84,41; 80,82; 76,01%,
respectivamente) (Figura 3). Essa reducdo da esporulacdo em funcdo da
concentragdo, provavelmente estd relacionada a maior concentragdo do principio
ativo por volume do meio de cultura. Apesar do isolado CCA-UFES/Bb-4 ter
apresentado maior reducdo da esporulacdo em funcdo das concentracdes, com
coeficiente angular de -4,15, esse isolado também foi 0 que apresentou maior valor
do intercepto (18,11), ou seja, maior valor inicial de esporulacédo, apresentando na
concentracdo de 3,0% (v/v) um dos maiores valores de esporulacdo (Figura 3,
Tabela 1). Esse parametro também foi afetado pelo éleo de nim, reduzindo o em
funcdo do aumento da concentracao (HIROSE et al., 2001; MARQUES et al., 2004;
DEPIERI et al., 2005; ISLAM et al., 2010).

3.3.3 indice biolagico (IB)

Com base no indice biolégico proposto por Alves et al. (2007), todas as
concentragdes de 6leo de mamona estudadas foram compativeis com os isolados
CCA-UFES/Bb-11 e CCA-UFES/Bb-18 (Tabela 2). Para o isolado CCA-UFES/Bb-4
todas as concentracdes foram classificadas como compativeis, exceto a de 3,0%
(v/v) que foi classificada como moderadamente téxica. Entretanto, para o isolado
CCA-UFES/Bb-15 apenas as concentracoes 2,5 e 3,0% (v/v) de 6leo de mamona
foram classificadas como moderadamente téxicas, sendo as demais compativeis.
Todas as concentracoes foram classificadas com moderadamente téxicas ao isolado
ESALQ-447, demonstrando que o0s novos isolados apresentaram menor
sensibilidade ao 6leo de mamona em relacdo ao isolado padrdo (Tabela 2). Esses
resultados evidenciam que a compatibilidade do 6leo de mamona com os isolados
de B. bassiana pode ser influenciada pela variabilidade genética e pela
concentracdo do Oleo, o que reforca a importancia desse tipo de bioensaio na
escolha da melhor forma de utilizacdo desses métodos.

Desta forma, com base nos resultados apresentados espera-se que as

concentracdes do 6leo de mamona que foram consideradas compativeis com os
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isolados testados nesta pesquisa também o sejam quando aplicados em condigcbes

de campo. Formulacbes a base de oOleo tém melhorado a eficacia de fungos

entomopatogénicos para o controle de uma ampl
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Figura 3. Esporulagdo de Beauveria bassiana em meios de cultura com diferentes concentragdes de
6leo de mamona. Temperatura de 25 £ 1 °C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas.
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Tabela 2. Classificagdo (CL) do 6leo de mamona quanto & compatibilidade in vitro sobre isolados de

Beauveria bassiana, baseado no valor do indice biologico (IB).

Isolado de B. bassiana

Concentragcdo  CCA-UFES/ CCA-UFES/ CCA-UFES/ CCA-UFES/

(% VIV) Bb-4 Bo-11 Bb-15 Bb-18 ESALQ-447
B CcL' 1B CL B CL B CL 1B cCL

0,5 101,46 C 7356 C 8439 C 8123 C 60,72 MT
1,0 10409 C 7876 C 7004 C 9306 C 59,24 MT
15 10257 C 9376 C 6681 C 7845 C 6315 MT
2,0 6777 C 7195 C 7051 C 738 C 5661 MT
25 7777 C 7597 C 5987 MT 7735 C 5405 MT
3,0 6274 MT 6684 C 5920 MT 6726 C 5337 MT

'Segundo Alves et al. 2007, valores de IB: entre 0 e 41 = téxico (T); entre 42 e 66 = moderadamente
toxico (MT); e maiores que 66 = compativel (C).

(MALSAM et al., 2002; YING et al., 2003; LUZ et al., 2004; SHI et al., 2008;
MICHEREFF FILHO et al., 2009a). Estes resultados podem ser atribuidos a fatores,
tais como, o aumento na fixacdo dos conidios a cuticula hidrofébica dos insetos e
acaros; as alteracbes na camada de cera da cuticula do inseto, assegurando o
processo de infeccdo do entomopatégeno; a reducdo da necessidade de alta
umidade durante a etapa de germinacao no processo de infec¢ao devido a umidade
conferida pelo 6leo; a melhor dispersdo dos conidios; maiores taxas de germinacao
e a maior persisténcia dos conidios na superficie vegetal apos a sua aplicacao, pois
o O6leo pode proporcionar protecdo contra fatores ambientais adversos,
principalmente, a radiagdo ultravioleta (INGLIS et al., 1995; ALVES et al., 1998b;
JONES & BURGES, 1998; CASTRILLO et al., 2005).

Além disso, a compatibilidade de B. bassiana com 6leo de mamona permite ainda a
possibilidade de produzir uma formulacdo a base desse 6leo, com intuito de
conservar a viabilidade dos conidios por um longo periodo. Este tem sido um dos
grandes problemas das formulacdes a base de fungos entomopatogénicos, que sao
armazenadas apenas por curtos periodos (HONG et al., 2005; MICHEREFF FILHO
et al., 2009Db).

3.4 CONCLUSAO
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Todos os isolados de B. bassiana apresentam grande potencial de utilizacdo
associados com 6leo de mamona para o manejo da broca-do-café. O isolado CCA-
UFES/Bb-4 apresentou os maiores valores de germinacao e esporulacdo. O isolado
CCA-UFES/Bb-11 apresentou os maiores valores de crescimento vegetativo. Todos
os isolados apresentaram reducao da esporulacdo em funcdo da concentracdo do

6leo de mamona.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O ¢6leo de mamona atua tanto por ingestdo quanto por contato, sendo que a
associacdo de ambos confere uma melhor eficiéncia no controle da broca-do-café.
A mortalidade da broca-do-café aumenta em funcao da concentracao e do tempo. A
via de aplicacéo por ingestao + contato apresentou uma CLs, para éleo de mamona
de 1,31% (v/v). Este trabalho é pioneiro, e tem como objetivo fornecer uma nova
ferramenta a ser utilizada no Manejo Fitossanitario da broca-do-café (H. hampei) e
com boas perspectivas de ser estudada para controle de outras pragas. Contudo,
para que essa técnica possa ser empregada, estudos mais detalhados do modo de
acao, de emulsificantes para maior solubilidade em &gua, da persisténcia no
ambiente, dos riscos potenciais para 0s inimigos naturais € organismos néo-alvo e

da fitotoxicidade para as culturas devem ser realizados.

Com base nos resultados apresentados nesta dissertagcdo, o sucesso de uma
formulacdo é muito promissor. Visto que, todos os isolados de B. bassiana
apresentam grande potencial de utilizacdo associados com 6leo de mamona para o
manejo da broca-do-café. No entanto, para que estes métodos possam ser utilizados
no Manejo Fitossanitario da broca-do-café, € necessario estudar a eficiéncia da
aplicacdo associada dos isolados de B. bassiana com 6leo de mamona sobre H.
hampei, considerando varidveis como: temperatura, umidade relativa do ar, radiacéao
ultravioleta e tempo de armazenamento da formulacdo. Estas propriedades sdo de
importancia pratica, podendo dar informacdes Uteis sobre as formulagbes mais
adequadas, forma de transferéncia e sistemas de manejo de resisténcia das pragas.



