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FUNGOS PATOGENICOS A INSETOS-PRAGA Monalonium annulipes DO
CACAUEIRO E Hypothenemus hampei DO CAFEEIRO, NO TERRITORIO DA
TRANSAMAZONICA E XINGU, PA, E SEU POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Resumo

O interesse pelo uso de microrganismos entomopatogénicos na agricultura vém
aumentando significativamente nos ultimos anos, diante dos problemas inerentes a
inadequada utilizacdo de agrotoxicos, pelo acimulo de residuos no ambiente e desequilibrios
ecologicos. Atualmente, as instituicbes de pesquisa estdo preocupadas em identificar um
maior nimero de microrganismos com potencial de utilizacdo no controle bioldgico de pragas
que sejam adaptados ao ecossistema local. Por questdes econdmicas, tem aumentado a
procura por tecnologias que contribuam para uma agricultura sustentavel e como resposta, o
controle microbiano, mais precisamente com fungos entomopatogénicos é uma alternativa
promissora. O cacaueiro € a principal cultura do Territério da Transamazonica e Xingu, Para,
sendo o municipio de Medicilandia o maior produtor brasileiro. O cafeeiro é uma cultura que
teve grande expressdo na regido, especialmente Coffea canephora cv. Conilon, e apresenta
potencial para se tornar grande cultura devido a disponibilidade de areas. Neste contexto, o
trabalho teve como objetivo a identificacdo de fungos entomopatogénicos de ocorréncia
natural que poderdo ser utilizados no biocontrole de insetos-praga de plantas cultivadas,
visando o menor desequilibrio ao meio ambiente. Como objetivos especificos propbs-se a: i)
coletar, isolar, identificar e caracterizar fungos entomopatogénicos de ocorréncia em insetos-
praga das culturas do cafeeiro e cacaueiro; ii) avaliar a eficacia de agentes microbianos
identificados quanto a patogenicidade e viruléncia em condic¢Oes controladas e; iii) testar a
producdo de enzimas quitinases, pectinases, amilases, celulases e lipases nos isolados obtidos
e identifica-los por métodos classico e molecular. O trabalho teve inicio com varias visitas em
areas de pastagens, capoeiras e lavouras de cacaueiros e cafeeiros nos municipios de Altamira,
Brasil Novo e Medicilandia. Os insetos parasitados encontrados foram brocas-do-café
(Hypothenemus hampei), no cafeeiro, um inseto da ordem Hemiptera, ndo identificado, e
monalonium (Monalonium annulipes), no cacaueiro, todos colonizados por fungos. Nos locais
onde foram encontrados 0s insetos parasitados, coletou-se solos para possivel identificacdo de
isolados entomopatogénicos, exceto onde foi encontrado o monaldnio. Foram encontrados 14
isolados de fungos colonizando insetos, sendo as principais espécies Verticillium spp.,
Penicillium citrinum, Hiphopichia burtonii e Fusarium sp. e no solo Rhinocladiella sp.,



Cladosporium sphaerospermum, Verticillium sp. e Pseudallescheria boydii. Na analise da
atividade enzimatica observou-se que os isolados do solo apresentaram as maiores
degradacGes dos substratos testados. No bioensaio realizado contra broca-do-café, com 7
isolados, os que apresntaram maior indice de mortalidade foram H. burtonii, e Icaf 5, com 96,
94 e 62%, respectivamente, sendo 0s mais patogénicos. Contra 0 monal6nio, o isolado Icac 3,
Fusarium sp, colonizou 96% dos insetos nos dez dias de avaliagdo. Assim, considera-se que
os isolados estudados demonstraram potencial importante para serem introduzidos em
programas de biocontrole, com perspectivas de resultados promissores para controle

microbiano de insetos-praga e atividade enzimatica.

Palavras-chave: Controle microbiano, atividade enzimética, microrganismos, monaldnio,
broca-do-café e biotecnologia.



THE PATHOGENIC FUNGI INSECTS-PRAGUE Monalonium annulipes OF CACAO
AND Hypothenemus hampei COFFEE, AND THE TERRITORY THE TRANS XINGU,
PA, AND ITS POTENTIAL BIOTECHNOLOGICAL

Abstract

Interest in the use of entomopathogenic microorganisms in agriculture have
increased significantly in recent years, faced with problems of inadequate use of pesticides,
the accumulation of waste on the environment and ecological imbalances. Currently, the
research institutions are concerned to identify a greater number of microorganisms with
potential use in biological control of pests that are adapted to the local ecosystem. On
economic issues, has increased the demand for technologies that contribute to sustainable
agriculture and in response, microbial control, more precisely with entomopathogenic fungi is
a promising alternative. Cacao is the main crop of the Trans Territory and Xingu, Para, and
the municipality of Medicilandia the largest Brazilian producer. The coffee is a crop that had
great expression in the region, especially Coffea canephora cv. Conilon, and has the potential
to become important culture due to availability of culturable areas. In this context, the study
aimed to identify naturally occurring entomopathogenic fungi that could be used in biocontrol
of insect pests of cultivated plants, seeking the lowest imbalance to the environment. The
specific objectives aimed to: i) collect, isolate, identify and characterize the occurrence of
entomopathogenic fungi in insect pest of coffee and cocoa, ii) evaluate the effectiveness of
microbial agents identified as the pathogenicity and virulence under controlled conditions and
i) testing the production of chitinase enzymes, pectinases, amylases, cellulases and lipases in
the isolates obtained and identify them by molecular and classical methods. The work began
with several hits on pastures, barns and crops of cocoa and coffee in the municipalities of
Altamira, Brazil and New Medicilandia. The parasitized insects were coffee borers (H.
hampei) one insect of the order Hemiptera, unidentified, and M. annulipes (monal6nio) in
cocoa, all colonized by fungi. Where were found parasitized insects, soil was collected for
possible identification of entomopathogenic isolates, except where it was found monalénio.
We found 14 isolates of fungi colonizing insects, being the main species Verticillium spp.,
Penicillium citrinum, Hiphopichia burtonii and Fusarium sp. and soil Rhinocladiella sp.,
Cladosporium sphaerospermum, Verticillium sp. and Pseudallescheria boydii. The analysis of
enzymatic activity observed that soil isolates showed the largest degradation of substrates. In



bioassay performed against coffee berry borer, with 7 isolates, which have shown highest
mortality two H. burtonii, and Icaf 5 were the most pathogenic. Monalonio against the
isolated Fusarium sp, colonized 96% of the insects in the ten-day trial. Thus, it is considered
that the strains showed significant potential to be introduced in biocontrol programs, with

prospects promising results for microbial control of insect pests and enzyme activity.

Keywords: Control microbial, enzymatic activity, microorganisms, monalonio, coffee berry

borer and biotechnology.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um reino de alta importancia e ainda pouco explorado do
ponto de vista biotecnolégico. O reino dos fungos tem cerca de 1,5 milhdes de espécies e
apresenta enorme importancia biotecnologica Das espécies de fungos no nosso planeta, a
grande maioria € de utilidade para a producdo de farmacos, enzimas, &cidos organicos e
etanol, apenas para citar alguns exemplos de produtos de valor aplicado provenientes dos
fungos. Com as novas técnicas de melhoramento genético aliada as técnicas classicas, o
melhoramento genético de fungos tem contribuido para o incremento da producdo de
compostos de importancia biotecnoldgica e desenvolvimento de processos nas areas da
agropecudria, saude humana e animal, reducdo de poluentes, entre outras (AZEVEDO, 2004).

A producdo do antibidtico penicilina a partir do fungo Penicilium chrysogenum, é o
exemplo de maior sucesso na area de melhoramento genético, com a obtencdo de aumento de
producéo de penicilina em milhares de vezes nas linhagens melhoradas. Tudo isso foi razéo
mais que suficiente para que a genética de fungos adquirisse a importancia que tem
atualmente (AZEVEDO, 2004).

Um dos campos de interesse em biotecnologia é o controle biolégico de pragas
agricolas. As espécies que parasitam insetos estdo presentes em praticamente todos 0s grupos
taxonémicos de fungos verdadeiros conhecidos. Esses parasitas possuem, basicamente, dois
modos de colonizacdo do hospedeiro: o ectoparasitismo e o endoparasitismo. O
endoparasitismo apresenta varias caracteristicas biotecnoldgicas importantes que vém sendo
exploradas, principalmente no que diz respeito ao controle bioldgico de insetos responsaveis
por danos na agricultura (MELO; AZEVEDO, 2000).

O controle bioldgico apresenta papel de destaque, sendo recomendado para manter as
pragas em baixos niveis populacionais. Esses organismos, quando adequadamente aplicados,
apresentam pequeno impacto ambiental, ndo acarretam riscos de intoxicacdo aos homens e
animais, podem permanecer por longos periodos no ambiente, ndo deixam residuos nos
produtos e podem ser empregados juntamente com outros métodos de controle (IEDE, 2010).

O interesse pelo uso de fungos entomopatogénicos na agricultura vem aumentando
significativamente nos ultimos anos, devido aos problemas inerentes a inadequada utilizagédo
de agrotoxicos, principalmente sob o ponto de vista de residuos e de desequilibrio ecologico.
No entanto, para que tais agentes possam ser utilizados em larga escala torna-se necessario

gue sejam produzidos em grandes quantidades. Para causar menor impacto ambiental estdo
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sendo criadas medidas de controle, e o controle bioldgico é o que vem sendo mais estimulado.
(OLIVEIRA, 2000).

A necessidade de reduzir os impactos ambientais causados pelo uso excessivo de
agrotoxicos tem motivado estudos de formas alternativas para o controle de pragas, entre elas,
a utilizacdo de fungos entomopatogénicos. Algumas espécies, como Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae apresentam amplo espectro de hospedeiros e alta variabilidade
genética, por isso é fundamental realizar bioensaios para selecionar isolados mais virulentos a
praga-alvo (ALVES, 1998; SANTORO, 2007). As principais vantagens do uso de
microrganismos entomopatogénicos para controle de pragas sdo a especificidade e a
seletividade desses agentes de controle, bem como a facilidade de multiplicacéo, disperséo e
producdo em meios artificiais e a auséncia de poluicdo ambiental e toxicidade ao homem e
outros organismos nao alvo (ALVES, 1998). Também os insetos ndo desenvolvem, a ndo ser
por curto periodo de tempo, resisténcia aos microrganismos usados no controle bioldgico,
pois se resisténcia ocorrer no inseto, devido ao nimero muito superior da populacdo do
microrganismo usado em relacdo ao nimero de insetos resistentes, vai ocorrer mutacdo no
microrganismo tornando-o novamente capaz de atacar 0 inseto anteriormente resistente.
Como no Territério da Transamazonica e Xingu, a agropecuaria é bastante forte e 0s
problemas com pragas representam grande impacto econémico, pesquisas dessa natureza se
fazem necessarias para avaliar o potencial de novas formas de controle.

No Brasil, os programas de controle bioldgico proporcionam reducdo de produtos
qguimicos nas lavouras. Nesse sentido, ha grande relevancia na identificacdo de novos
microrganismos que possam ser utilizados em programas de biocontrole, e que possam
favorecer resultados significativos tanto & nivel ambiental, como para a producéo de alimentos
menos contaminados por residuos toxicos.

Como a Amazénia é um ecossistema de grande biodiversidade, e os Estados que
formam esta regido possuem clima diferenciado do resto do Brasil, é possivel que muitos
fungos ainda ndo identificados possam ser descobertos, pois essas condi¢des séo ideais para o
desenvolvimento de vérias espécies de patdgenos. As pragas de importancia na regido sdo
Monalonium annulipes (Hemiptera: Miridae)), que vem causando danos severos as plantagdes
de cacaueiro, principalmente no municipio de Medicilandia-PA, e Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae) broca ja conhecida na cultura do cafeeiro. Dessa maneira, a busca
por isolados de fungos capazes de controlar essas e outras pragas € de grande valor
biotecnoldgico, especialmente considerando-se que pouco tem sido feito na procura de
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microrganismos Uteis que possam fortalecer um desenvolvimento sustentavel, com reducéo do
uso de agrotoxicos na Regido Amazodnica.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a identificagdo de fungos
entomopatogénicos de ocorréncia natural que poderao ser utilizados no biocontrole de insetos-
praga de plantas cultivadas no Territério da Transamazonica e Xingu, no Estado do Parj,

visando o menor desequilibrio ao meio ambiente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico do controle microbiano de insetos praga

O conhecimento das doencas causadas por microrganismos em insetos ndo é algo
recente. Segundo Alves (1998) ha cerca de 2.200 a.C. os egipcios fizeram referéncias a
distarbios apresentados por abelhas. Posteriormente, chineses e gregos demonstraram
conhecer determinadas enfermidades do bicho-da-seda e abelhas. Anderson e Ignoffo (1967),
citados por Nery Conti (1986), relataram que a descricdo de doencas de abelhas por
Aristoteles em seu livro “Historia Animalium”, € provavelmente o mais antigo relato de uma
doenca de insetos.

Especificamente, o primeiro patdgeno de insetos de que se tem noticia foi um fungo
do género Cordyceps controlando um lepidoptero, relatado por Réamur em 1726 (ALVES,
1998). Em 1835, Bassi mostrou que o fungo Beauveria bassiana causava doenca no bicho-da-
seda e pelo aspecto apresentado pelos insetos, a semelhanca de um doce confeitado foi
chamado de “Muscardine” (SANTOS, 1978). Em 1870, Luis Pasteur salvou da ruina a
industria Francesa da seda ao obter com sucesso o controle de uma doenga causada por fungo
(DEBACH, 1968, citado por SANTOS, 1978). Em 1879, o russo Metschnikoff obteve o
controle de larvas do besouro Anisoplie austriaca ao aplicar sobre essas um fungo ao qual
denominou Entomophthora anisopliae, mais tarde classificado por Sorokin como
Metarhizium anisopliae (VEEN, 1968).

Azevedo (1998) considera que os danos causados por insetos pragas na agricultura
sdo enormes e de dificil avaliacdo. Muitos insetos sdo Uteis e até mesmo indispensaveis para a

manutencdo do equilibrio bioldgico, outros causam severos prejuizos.
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2.2. O Controle Bioldgico de Insetos no Brasil

O controle dos insetos foi incrementado, especialmente a partir de 1940, pelo uso de
inseticidas quimicos. Entretanto, seu uso em larga escala, realizado muitas vezes de uma
maneira inapropriada, levou a emergéncia de resisténcia genética dos insetos a muitos deles.
Devido a isso, a situagdo com respeito aos insetos-pragas da agricultura em geral foi agravada
em anos subsequentes ao uso desses produtos (MELO; AZEVEDO, 1998).

Ao considerar-se que cada espécie de inseto € suscetivel a pelo menos um
microrganismo patogénico, como ocorre com todos 0S outros organismos Vivos, tem-se uma
pequena nocdo da importancia do estudo dessas doengas no contexto das pragas,
principalmente (ALVES, 1998).

Alguns pesquisadores como Pereira et al., (2004), ressaltaram que o uso de
agrotoxicos tem sérias restricbes devido a contaminacdo do meio ambiente, danos a saude
humana, além de afetar organismos ndo alvo, como insetos benéficos, animais silvestres e de
criacdo. Também o uso de agrotdxicos em grande escala resulta na emergéncia de formas
resistentes de insetos, inviabilizando o controle. Dessa forma o controle microbiano é uma
alternativa viavel, permitindo reduzir os danos causados pelas pragas, mantendo a viabilidade
econdmica do sistema produtivo sem causar impactos negativos ao meio ambiente.

Dessa forma, por razfes econdmicas e ambientais, tem crescido a demanda por
tecnologias alternativas que contribuam para uma agricultura sustentavel. Como resposta, a
pesquisa cientifica tem avancado no desenvolvimento de solucBes tecnoldgicas, entre elas o
controle microbiano por fungos entomopatogénicos (LOUREIRO; MONTEIRO, 2004, 2005;
SANTOS et al., 2007).

Existem aproximadamente 2,5 milhGes de espécies conhecidas de insetos sendo que
10% desde total podem ser consideradas pragas. Fungos entomopatogénicos, como M.
anisopliae, sdo capazes de controlar os insetos praga, sendo que para um controle eficiente é
necessario realizar uma selecdo de fungos entomopatogénicos e avaliar varios parametros

bioldgicos e bioquimicos, como a producédo de enzimas (RUSTIGUEL et al., 2011).

2.3. Fungos no controle biologico

Os microrganismos mais frequentes que se encontram parasitando insetos sédo 0s

fungos. Coutinho (1996) estimou que os fungos fossem responsaveis por 80% das doencas em
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insetos. Azevedo (1998) relata que um dos primeiros fungos entomopatogénicos descritos foi
o Cordyceps sinensis, em 1726, mas a patologia de insetos somente veio a ser estudada por
Agostino Bassi, que foi o primeiro autor a demonstrar o ciclo patdgeno-hospedeiro-patdgeno,
antes mesmo do postulado de Koch.

Dentre os entomopatégenos, os fungos sdo 0s organismos que apresentam maior
potencial, pois seu modo de acdo é baseado, principalmente, no contato do inseto com 0s
conidios, ao contréario dos virus e bactérias que agem apds ingestdo. Além disso, exigem
menor umidade no ambiente se comparados aos nematdides entomopatogénicos (ALVES;
LECUONA, 1998; AZEVEDO, 1998). Os conidios e os esporos dos fungos tém alta
capacidade de dispersdo horizontal, sendo transportados por varios agentes a grandes
distancias (CASTRILLO et al., 2005).

Os fungos constituem-se os principais patdégenos de insetos a serem utilizados como
bioinseticidas. De acordo com Alves (1998) cerca de 80% das doencas de insetos tem sua
origem em fungos pertencentes a 90 géneros e mais de 700 espécies, sendo que a maioria dos
géneros de fungos entomopatogénicos ja identificados ocorre no Brasil, e desses, mais de 20
incidem sobre pragas de importancia econémica. Para Putzke (2002), o numero de fungos
com potencial para emprego como controladores bioldgicos ja ultrapassa 750 espécies e 85
géneros. Com este histérico, o controle microbiano de insetos praga com fungos é uma
alternativa viavel com alto potencial de utilizagcdo sem prejudicar 0s recursos naturais.

Os fungos apresentam varias vantagens como agentes de controle bioldgico por ter
capacidade de atacar insetos em todos os estagios de desenvolvimento (ALVES, 1998;
SAMUELS et al., 2002; FERREIRA et al., 2005; RAMPELOTTI et al., 2007; ANAND et al.,
2009; BARROS et al., 2010) e por estarem presentes como componentes naturais em muitos
ecossistemas terrestres (BARROS et al., 2010).

O processo de infeccdo dos insetos inicia-se com a adesdo e a germinagdo dos
conidios sobre a cuticula do hospedeiro, seguida da penetracdo do conidio no tegumento do
inseto, a qual ocorre por acdo mecéanica e enzimatica. Com a penetracdo do fungo no inseto,
as hifas entram em contato com a hemolinfa do inseto. A morte do hospedeiro infectado
geralmente ocorre durante a colonizacdo da hemolinfa, quando este sofre deplecdo de
nutrientes (BARROS et al., 2010).

Entre os géneros mais estudados e difundidos no controle bioldgico destacam-se o
Metarhizium, Beauveria, Verticillium, Nomuraea, Hirsutella, Aschersonia e Entomophthora
(AZEVEDO, 1998; FARIA; MAGALHAES, 2001). A ocorréncia natural desses
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entomopatogenos constitui fator importante para a reducdo populacional das pragas no meio
ambiente, favorecendo o equilibrio bioldgico dos agroecossistemas.

O género Metarhizium abrange quatro espécies descritas: M. album, M. flavoviride,
M. anisopliae e M. taii. M. anisopliae apresenta cinco variedades: M. anisopliae var. majus,
M. anisopliae var. lepidiotum, M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. acridum, M.
anisopliae var. dcjhyium (DONG et al., 2007; YANG et al., 2009). M. anisopliae apresenta
miceélio septado e hialino, com conidioéforos dos quais emergem conidios cilindricos.

No Brasil € um dos fungos mais utilizados no controle microbiano de pragas, sendo
capaz de infectar e matar em torno de trezentas espécies de artropodes. Tem sido aplicado no
controle da cigarrinha da cana-de-acucar (Mahanarva posticata), da broca-da-cana-de-agucar
(Diatrea saccharalis), e das cigarrinhas das pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana)
(BARROS et al., 2010).

Em vérias pragas de importancia econémica os fungos do género Beauveria
parasitam varios artropodes e tém-se obtido resultados importantes para Hypothenemus
hampei (Coleoptera: Curculionidae) praga mais importante do cafeeiro (OLIVEIRA et al.,
2003); Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), praga em aviarios comerciais
(SANTORO et al., 2008; ALVES et al.,, 2008; ALEXANDRE et al., 2008) e Cylas
puncticollis (Coleoptera: Curculionidae), praga da batata-doce (ONDIAKA et al., 2008).

Ao analisar 0 processo infectivo dos fungos do género Beauveria, Campos (2005)
observou a producdo de proteases do tipo subtilisina e quitinases em presenca de cuticula de
acaros, as quais podem estar envolvidas no processo de patogenicidade.

No ambito internacional, o fungo B. bassiana tornou-se conhecido pelo produto
Boverin que foi utilizado e formulado na antiga Unido Soviética, em 1970, para ser utilizado
no controle do besouro do Colorado, Leptinotarsa decemlineata (SAMSINAKOVA, 1966;
IGNOFFO, 1975). No Brasil, um dos principais projetos com esse fungo foi para o controle
dos cupins das pastagens (ALVES, 1998).

O género Nomurea ocorre infectando insetos praga das ordens Coleoptera,
Lepidoptera e Orthoptera. A principal espécie desse género é a N. rileyi, que ataca mais 0s
insetos da ordem Lepidoptera, da familia Noctuidae (SUWANNAKUT et al., 2005). Para a
penetragdo do fungo no tegumento do inseto ocorre uma pressdo mecanica e atividade
enzimatica de quitinases, proteases e lipases.

A espécie Lecanicillium (=Verticillium) lecanii (Deuteromicotina: Hyphomycetes)
(Zimm.) Viégas, foi descrita pela primeira vez em 1861 parasitando a cochonilha Saissetia

coffea, e também foi coletada em um grande numero de espécies de insetos e &caros
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(GILLESPIE; CLAYDON, 1989). O espectro de espécies que ela ataca é amplo e inclui
insetos homopteros (afideos, coccideos e aleirodideos), entre outros grupos (STEENBERG,;
HUMBER, 1999). Devido sua eficiéncia para o controle de pragas foi produzido na
Inglaterra, o primeiro produto comercial, o Mycotal, formulado com conidios contra
aleirodideos e tripes e, Vertalec, formulado com blastosporos contra afideos, sendo estes
produtos disponiveis no mercado Europeu (NILSSON; GRIPWALL, 1999). Mycotal é um p6
molh&vel que foi utilizado no controle de Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera:
Aleyrodidae) e Frankliniella occidentalis (Thisanoptera: Thripidae) na Holanda (Van der
SCHAAF et al., 1990; ROVESTI et al., 1997).

Os fungos entomopatogénicos produzem toxinas que séo altamente efetivas contra os
insetos, dai a causa da sua morte. Dentre as toxinas ja conhecidas destacam-se a beauvericina
(B. bassiana), dextruxinas (M. anisopliae), aspocracina (Aspergillus ochraceus) e cordicepina
(Cordyceps).

As vantagens do controle com fungos entomopatogénicos estdo na especificidade e
seletividade, sendo que este mantém as populacbes de parasitdides, predadores e
polinizadores, ao contrario do que ocorre quando se emprega a maioria dos inseticidas
qguimicos. Os patogenos também possuem a capacidade de multiplicacdo e dispersdo no
ambiente, isto ocorre porque esses podem permanecer no ar, no solo ou nos cadaveres
(ALVES, 1998; CASTRILLO et al., 2005).

A acdo dos entomopatdgenos é mais lenta e a maioria necessita de condi¢bes
adequadas de temperatura, umidade, luminosidade e radiacdo para serem eficientes, devendo
ter uma aplicagdo correta e um armazenamento adequado, para manter sua viabilidade e
patogenicidade (ALVES, 1998; LORD, 2005).

No Brasil ocorre & producdo massal de fungos entomopatogénicos para o controle de
diversos insetos, essa producgdo é realizada utilizando arroz cozido como substrato. Apds a
colonizacdo, a mistura é triturada e comercializada na forma de pé molhavel e/ou suspenséo
oleosa. Algumas usinas de cana-de-agucar tém sua propria producdo para utilizacdo nas suas
lavouras (FARIA; MAGALHAES, 2001).

Os micopesticidas mais comercializados no Brasil pertencem aos fungos dos géneros
Metarhizium, Beauveria, Lecanicillium, Sporothrix (controla o percevejo de renda da
seringueira) (BARROS et al., 2010). Em escala mundial os produtos mais comuns ja
desenvolvidos sdo micopesticidas a base de B. bassiana (33,9%), M. anisopliae (33,9%),
Lecanicillium spp. (9,4%), Isaria fumosorosea Wise (5,8%) e B. brongniartii (Sacc.) Petch
(4,1%) (FARIA; WRAIGHT, 2007).
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2.4. Microbiologia do solo

O solo € o habitat das plantas e de vérias espécies de bactérias, fungos, protozoarios
e animais invertebrados, os quais contribuem para a manutencdo da produtividade nos
agroecossistemas (GILLER, 1997). De acordo com Kennedy e Gewin (1997), o papel dos
microrganismos no solo € bastante diverso, agindo como decompositores de matéria organica,
ciclagem de nutrientes, interacbes micorrizas e rizobio-leguminosas.

Embora a produtividade de sistemas agricolas dependa da atividade de
microrganismos do solo, a biodiversidade das comunidades microbianas do solo e seu efeito
sobre a estabilidade de sistemas agricolas sdo praticamente desconhecidos. Isso devido a
dificuldade de cultivo de muitos microrganismos e da definicdo de grupos taxondmicos
adequados (PANKHURST et al., 1996).

A grande maioria dos fungos vive no solo e sdo encontrados atuando na degradacgéo
de material vegetal morto, ou sob forma inativa como propéagulos, ou em estagios latentes
presentes no solo. Existem limitacOes para detectar a verdadeira diversidade do ambiente
escolhido, pois alguns existem somente na forma micelial e sdo dificeis de serem
identificados, por falta de corpos de frutificacdo, embora atualmente possam ser classificados
por técnicas de biologia molecular. Apenas uma pequena porcentagem das espécies Sao
cultivaveis em meios comuns, portanto, o método classico de observacdo direta em
microscopia e cultivo em placas, podem levar a subavaliacdo da verdadeira diversidade no
ambiente (BRIDGE; SPOONER, 2001).

Naturalmente o solo é um reservatdrio de fungos, entre eles os entomopatogénicos.
Esses fungos tém sua estabilidade influenciada tanto por fatores bidticos como abidticos. A
sobrevivéncia dos fungos depende principalmente da temperatura e conteido de dgua no solo.
A temperatura ideal do solo para persisténcia de fungos entomopatogénicos varia bastante de
acordo com a linhagem do fungo, tipo de solo, umidade e antagonistas. Temperaturas baixas
ou medianas e valores intermediarios de saturacdo favorecem a sobrevivéncia dos conidios
(LINGG; DONALDSON, 1981), enquanto altas temperaturas e teores de saturacdo elevados
reduzem a sobrevivéncia (STUDDERT; KAYA, 1990).

Fatores como tipo de solo, grau de compactacédo, pH e textura podem exercer efeito
significativo na sobrevivéncia dos conidios. O ambiente do solo pode ser visto como um
ecossistema extremamente complexo envolvendo e interferindo com as interagdes primarias
entre insetos hospedeiros e patdgenos fangicos, ou pode ser visto como um ecossistema

simples e estavel que abriga a interacdo patdgeno-hospedeiro (RATH, 2002).
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Frutos de café infestados por insetos caidos no solo séo considerados a principal
fonte de reinfestacdo das plantagdes de cafeeiro durante o periodo de colheita (LANZA et al.,
2004). Ao emergir desses frutos a procura de novos frutos para colonizagdo, as brocas levam
consigo esporos de fungos e os inoculam nos frutos sadios da parte aérea das plantas, agindo
assim como vetores no transporte destes microrganismos. A presenca de Paecilomyces
lilacinus no solo de cafezais atacando a broca-do-café em condic¢fes naturais foi registrado
por Bustillo et al. (1999).

2.5. A cultura do cacaueiro na Amazénia

No inicio do século XVII, o cacaueiro foi citado pela primeira vez na literatura
botanica, por Charles de L’Ecluse que o descreveu com o nome de Cacao fructus, porém, em
1737 foi classificado por Linneu como Theobroma fructus, para em 1753 ser modificado para
Theobroma cacao, o qual permanece até hoje (SILVA NETO, 2001).

O cacaueiro ¢ uma planta da familia Sterculiaceae (PURDY; SCHMIDT, 1996),
género Theobroma e espécie Theobroma cacao L. A familia possui cerca de 50 géneros,
compreendendo 750 espécies e 0 género Theobroma € o de maior destaque por apresentar
espécies de importancia econdmica como o cacaueiro. Todas as espécies desse género sdo
diploéides, com 2n=20 cromossomos (SILVA; FILGUEIRA; SOUZA, 2001).

A espécie T. cacao é formada principalmente de arvores e arbustos, cultivadas na
faixa equatoriana entre os paralelos 20° e latitudes norte e sul (PURSEGLOVE, 1968). A
planta pode atingir 5 a 8 m de altura e 4 a 6 m de didmetro da copa, quando proveniente de
semente (PURDY; SCHMIDT, 1996; FERREIRA, 1997; SILVA NETO, 2001). Acredita-se
gue teve sua origem nas cabeceiras da Bacia Amazonica, de onde se dispersou em duas
direcdes, para o leste ao longo do Rio Amazonas, dando origem ao tipo denominado
“Forasteiro” ou “Amelonado” e para 0 norte e oeste, cruzando os Andes, e avancando pela
América Central até o sul do México, dando origem ao tipo “crioulo” (BASTOS, 1987;
DIAS, 2001). Segundo Dias (2001) o grupo “crioulo” apresenta sementes grandes,
arredondadas, cotilédones brancos ou violeta claro, rusticidade e baixa produtividade; porém,
0 chocolate produzido a partir de suas sementes é mais fino, de melhor sabor e qualidade
(RISTERUCCI et al., 2000; MARITA, et al., 2001). Seus frutos maduros sdo roxos ou
amarelos quando maduros, com casca macia com dez sulcos profundos e superficie rugosa.

Os cacaueiros do grupo Forasteiro apresentam-se em estado silvestre na regido da Bacia
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Amazonica, produzem sementes purpuras e achatadas que originam chocolates considerados
amargos. S&o rusticos, produtivos e seus frutos maduros apresentam-se amarelos, com casca
dura, superficie lisa de dez sulcos, eles também sdo divididos de acordo com a razéo
comprimento/diametro: calabacilo (inferior a 1,5:1), amelonado (inferior a 2:1), angoleta (2:1
sem gargalo) e cundeamor (2:1 com gargalo) (MARITA et al., 2001).

Pesquisadores observaram que os caracteres peso de frutos, nimero de sementes e
peso de cotilédones secos evidenciaram uma ampla variabilidade, e que os frutos de cacau
provenientes do Estado do Amazonas foram 0s que apresentaram maior peso, enquanto
aqueles originarios do Estado do Pard, registraram maior nimero de sementes e peso de
cotilédones secos. Com esses resultados, concluiu-se que os dois Estados apresentam grande
importancia no planejamento de coletas de materiais genéticos, principalmente devido ao fato
de que estes parametros estdo diretamente relacionados a producdo (KOBAYASHI et al.,
2001).

O cacaueiro é planta caulifloria, as flores surgem em almofadas florais no tronco ou
nos ramos lenhosos, em uma gema desenvolvida no lugar da axila de uma antiga folha. As
flores sdo hermafroditas e possuem cinco sépalas, cinco pétalas, cinco estamindides, cinco
estames e um pistilo cujo ovario possui cinco lojas (SILVA NETO, 2001).

Na Regido Amazonica o cacaueiro apresenta dois picos de floragdo: um menor que
coincide com o inicio do periodo menos chuvoso e um principal, que ocorre no final do
periodo de estiagem e inicio do periodo chuvoso, anualmente, um cacaueiro adulto pode
produzir até mais de 100.000 flores. (SILVA NETO, 2001).

O periodo compreendido entre a polinizacdo e o amadurecimento dos frutos varia de
140 a 205 dias, com uma média de 167 dias. Em geral, de 15 a 31 frutos necessarios para
obter 1 kg de améndoa comercial, dependendo da variabilidade genética das plantas
(MENDES, 2001).

O fruto de cacau apresenta um pericarpo carnoso composto de trés partes: o epicarpo
que é carnoso e espesso, 0 mesocarpo, que € delgado e duro e o endocarpo, que é carnoso. A
semente de cacau tem a forma que varia de elips6ide a ovdide, com 2 a 3 cm de comprimento
é recoberta por uma polpa mucilaginosa de coloragdo branca, de sabor agucarado e acido. As
sementes sd0 muito sensiveis as mudancas de temperatura, € o principal produto
comercializado, apos fermentacdo e secagem, para a fabricacdo de chocolate, nas varias
formas.

O cacaueiro é conhecido por fornecer matéria prima para a producdo do chocolate,

um alimento energético nutritivo, bastante consumido no mundo. Além disso, das sementes
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extrai-se a manteiga, que esta sendo utilizada na industria cosmética e farmacéutica, e a polpa
vem sendo explorada internacionalmente para a fabricacdo de vinho, vinagre, licores e geléias
de boa qualidade (MENEZES; CARMO-NETO, 1993).

Na década de 1970 o norte do Brasil revelou-se como um enorme potencial para a
cacauicultura, e a Amazonia se transformou num irresistivel pdlo cacaueiro nacional. Com a
elaboracdo do Procacau (Diretrizes para a Expansdo da Cacauicultura Nacional) foi criado
pela CEPLAC (Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) o Departamento
Especial da Amazé6nia, que a dividiu em 08 polos cacaueiros, sendo um deles o Pdlo
Altamira, localizado na area de influéncia de Altamira-PA, mais precisamente na area de acdo
do INCRA/PIC (Instituto Nacional de Colonizacdo e Reforma Agraria/Projeto Integrado de
Colonizagéo), ao longo da Rodovia Transamazonica (BASTOS, 1987).

A cultura do cacaueiro foi introduzida neste Territorio, entre 0s municipios de
Altamira e Uruara, de 1976 a 1978, em razdo da disponibilidade de areas com caracteristicas
adequadas de solo e clima, propiciando a convivéncia com Moniliophthora (=Crinipellis)
perniciosa em zonas de escape ou menos favoraveis ao fungo (SILVA; FALESI, 2006). Essa
passou a ser a principal cultura perene da regido, sendo o municipio de Medicilandia o maior
produtor do Brasil (SILVA NETO, 2001).

A lavoura cacaueira apresenta um diversificado grupo de insetos associados ao seu
cultivo, entre os quais os benéficos constituidos por espécies polinizadoras das flores e por
parasitdides e predadores gque se alimentam de outros insetos. Apresentam ainda o grupo dos
nocivos que em determinadas condicbes favoraveis apresentam nivel populacional elevado,
causando danos econémicos constituindo-se, desta forma, pragas da lavoura. Dependendo dos
habitos podem danificar brotacées, folhas, flores, ramos, troncos e frutos, podendo até levar a
planta a morte na fase juvenil (MENDES, 2001).

Ultimamente os produtores de cacau de Medicilandia, PA, tém observado quedas
acentuadas na producdo devidas ao crescimento das populagdes de Monalonium nas
plantacOes, especialmente nos anos subsequentes, demandando estudos para a identificagéo e

quantificacdo do problema, bem como seu controle com eficiéncia agroecoldgica.

2.5.1. A praga monaldnio - Monalonium annulipes (Hemiptera: Miridae)

O Monalonium annulipes Signoret, 1858 (Hemiptera: Miridae), ocorre ha varios anos
na América Central causando danos nos cacauais da Costa Rica (VILLACORTA, 1967). O
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género Monalonium apresenta 11 espécies distribuidas nas Américas do Sul e Central, das
quais oito sdo associadas a cultura do cacaueiro. Apenas o M. annulipes tem sido constatado
nos pdélos cacaueiros da Amazo6nia, conforme Mendes (2001). Esse inseto era pouco
disseminado na Amazonia, mas atualmente seu ataque nas lavouras cacaueiras, especialmente
no municipio de Medicilandia, tem causado sérios danos sendo considerada hoje a principal
praga da cultura.

Os insetos do género Monalonium recebem vérias denominagdes, variando de acordo
com a regido. No Estado de Rond6nia denomina-se “monalénio”, na Bahia ¢ outras regides
recebe os nomes de “chupanca”, “chupanc¢a do cacau”, “bexiga”, em consequéncias dos danos
que causa nos frutos. Quando o ataque ocorre nos ramos recebe 0 nome de “queima” e
“emponteiramento” (TREVISAN, 2002). Os insetos adultos e as formas jovens sugam seiva
nos ramos, folhas e frutos novos (MENDES, 2001), causando severos danos aos cacauais da
regido. Sao relatadas perdas por danos diretos e indiretos como consequéncia do ataque do
inseto, que ao iniciar sua alimentacgdo, injeta uma substancia toxica no local, causando a morte
dos tecidos atingidos (TREVISAN, 2002). Dessa forma, tem sido mencionado por produtores
de Medicilandia que planta¢bes que sofrem ataques severos em um ano, apresentam nos anos
subsequentes fortes quedas de produtividade. A Figura 1 ilustra severos danos aos frutos do
cacaueiro provocados pelo monalénio em lavouras de cacaueiro da regido estudada, com
prejuizos aos agricultores por comprometer a viabilidade de frutos em todas as fases de

desenvolvimento.

Figura 1. Danos causados por Monalonium nos frutos de cacaueiro no Territério da Transmazonica e Xingu.
Altamira, Pard, 2012. Fotos da autora.

2.5.1.1. Estratégia de controle do monal6nio — M. annulipes

Com relacdo a estratégia de manejo, Trevisan (2002) sugere que o controle deve ser
feito na fase de instalagdo do foco da praga e consiste em pulverizar com inseticida adequado,

abrangendo duas filas de cacaueiro ao redor do foco inicial. Uma alternativa aos inseticidas
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seria também nessa fase, tentar o controle cultural removendo os frutos ou derrubando os
insetos em desenvolvimento no chdo, onde ndo conseguem completar o ciclo. Outra medida
sugerida por Mendes (2001) € o plantio de &rvores para 0 sombreamento, ja que plantas a
pleno sol se tornam mais susceptiveis.

Quanto ao controle bioldgico, a formiga Ectatomma tuberculatum é considerada o
principal inimigo natural do Monalonium nos cacaueiros. Ela é predadora de insetos e nos
cacauais faz seu ninho no solo tendo o orificio de saida em forma de uma chaminé fixo na
base do tronco do cacaueiro (MENDES, 2001; TREVISAN, 2002). De acordo com estudos
feitos por Trevisan (2002) essa formiga foi capaz de evitar os danos nos frutos de cacau, pois
as plantas com ninhos de formigas tiveram um aumento de 51% na quantidade de frutos
sadios.

Vaérios inseticidas sdo recomendados para o controle quimico do Monalonium, mas
para sua aplicacdo deve ser feito um levantamento da populagdo existente na area, por meio
de amostragens efetuadas nos periodos de maior langamento de frutos. Sugere-se subdividir o
cacaual em quadras de 5 hectares, uniformes quanto ao sombreamento e idade das plantas e
amostrar 20 plantas por quadra, examinando 5 frutos por planta. Constatada a presenca de
pelo menos um fruto com ninfas e/ou adultos, esta caracterizada uma area foco (MENDES,
2001).

Os principais inseticidas recomendados para o controle quimico do Monalonium tém
como principio ativo geralmente carbaril, endosulfan, isoprocarb, deltametrina, malation,
arprocarb e triclorfon (MENDES, 2001; TREVISAN, 2002). Em Medicilandia, os produtores
estdo utilizando para contolar o monalonium produtos como Decis, um inseticida piretréide a
base de deltametrina que controla diversas pragas em culturas agricolas, Lorsban, a base de
Clorpirifos e Certeiro, a base de Triflumuron, sendo os dois ultimos sem indicagdo para a

cultura do cacaueiro.

2.6. A cultura do cafeeiro na Amazébnia

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, que abrange mais de 10 mil espécies
agrupadas em 630 géneros. No género Coffea sdo descritas aproximadamente 100 espécies de
cafeeiros e destas, cinco sdo exploradas comercialmente, dentre as quais o C. arabica
(cafeeiros arabica) e o C. canephora (variedades ‘Conilon’ € ‘Robusta’) sdo as mais

comercializadas no mercado brasileiro e mundial. A expressdo “café Robusta” ¢ uma
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denominacdo genérica que agrupa as cultivares ou variedades botanicas dos cafeeiros
‘Conilon’ e ‘Robustas’, ambas pertencentes a espécie C. canephora (TOLEDO; BARBOSA,
1997; MORAES, 2002).

Apesar da cultura do café ter entrado no Brasil pelo Estado do Para, a expansdo da
area plantada no Estado iniciou a partir dos anos de 1970 com a chegada dos imigrantes do
Sul e Sudeste do Brasil. A cafeicultura representa a base econémica das pequenas e médias
propriedades rurais, gerando beneficios sociais e econémicos (ALBUQUERQUE; SILVA,
2008).

A expansao da area cultivada foi feita com a importacdo de materiais selecionados e
melhorados para regiGes com caracteristicas edafocliméticas distintas daquelas encontradas
nos polos cafeeiros do Estado do Parad. Além disso, a pouca tecnologia utilizada nos cafezais
da regido, também foram geradas para as condi¢bes de maiores latitudes, e encontra-se
ultrapassada dado o tempo da imigracdo dos colonos para a regido, os quais ainda ndo vém
recebendo treinamento adequado (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

O Estado de Rondonia figura-se como o principal produtor de C. canephora,
principalmente das variedades Conilon e Robusta. No Estado do Para, a producdo de café
dessas variedades estd localizada na Transamazonica, principalmente nos municipios de
Altamira e Medicilandia, sendo esta uma regido propicia para a cultura por apresentar
menores altitudes e temperaturas elevadas. A cultura na regido tem se expandido
consideravelmente nas trés Gltimas decadas (EMBRAPA, 2001). A Embrapa Amazénia
Oriental realizou um trabalho de avaliacdo da producédo de 49 progénies de café da espécie C.
canephora, no Tropico Umido Paraense.

A cultura do cafeeiro tem importancia para a regido, mas sofre com problemas de
pragas. A broca-do-café, H. hampei, é uma das mais importantes pragas da cultura e seu
controle é realizado normalmente utilizando-se produtos quimicos sintéticos, o que prejudica
a comunidade e 0 meio ambiente. Todas essas pragas, e doencas como a ferrugem, causam
prejuizos da ordem de 30 %, aumentando os custos de producdo (REIS; SOUZA, 1998).
Nenhuma pesquisa com microrganismos potenciais controladores biolégicos de pragas foi

realizada nessa area.
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2.6.1. A praga broca-do-café — Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae)

O cafeeiro € uma cultura que sofre ataque de varias pragas, entre elas destaca-se a
broca-do-café H.hampei (Ferrari), a principal da cultura na Amazonia, sendo responsavel por
grandes perdas na produtividade do café Conilon (C. canephora) (NEVES; HIROSE, 2005).
Estimativa sobre os danos causados pela broca-do-café é da ordem de 500 milhdes de dolares,
0s prejuizos causados em todo o mundo (NEVES; HIROSE, 2005). O &caro vermelho
(Oligonychus ilicis) considerado a segunda praga em importancia para o cafeeiro Conilon;
seguidos pelo bicho-mineiro (Perileucoptera coffeella) e a lagarta dos cafezais (Eacles
imperialis).

As infestacOes da broca podem ser influenciadas por diversos fatores, tais como
clima, colheita, sombreamento, espacamento e altitude, comprometendo a produtividade e a
qualidade do café (SOUZA,; REIS, 1997). As brocas geralmente perfuram os frutos na regiao
da cicatriz floral ou coroa do fruto, em que a fémea adulta fecunda, abre uma galeria
transformando-a numa camara, onde fara sua postura, ap0s postura saira para penetrar em
outro fruto (EMBRAPA, 2005).

2.6.1.1. Estratégias de controle da broca-do-cafée

O controle quimico dessa praga baseia-se no uso de inseticidas, principalmente o
endosulfam (HIROSE, 2005), além de outros produtos que também sdo indicados como o
Dissulfan, Endofan, Endosulfan e Thiodan (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2001). O
controle quimico geralmente é feito com uma a duas aplicagdes do produto, com pulverizacao
direcionada para os frutos. A indicagcdo desses produtos deve levar em consideragéo a
infestacdo inicial, determinada por amostragem de frutos, sendo indicado iniciar as aplicacdes
com cerca de 3% a 5% de frutos atacados. Mesmo ap0s a aplicacdo do inseticida, o
monitoramento deve continuar e de acordo com a necessidade a segunda pulverizacdo deve
ser feita entre 20 e 30 dias apos primeira pulverizagdo (EMBRAPA, 2005).

No entanto, a utilizacdo intensiva e repetida de inseticidas quimicos leva ao
desenvolvimento de resisténcia do inseto aos produtos (BRUN et al.,1989). Além disso, 0s
agentes de controle biolégico das pragas, entre elas a broca, sdo seriamente atingidos,
aumentando ainda mais a necessidade de uso dos produtos quimicos convencionais (REIS;
SOUZA, 1998).
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Para o controle cultural a colheita deve ser bem feita, sem deixar frutos na arvore e
no chdo, isso ajuda a reduzir sensivelmente a populagdo da broca no cafezal (MATIELLO,
1999). Destruir cafezais velhos e abandonados, nos quais a broca encontra abrigo e se
multiplica, além de alertar os vizinhos para que controle a praga evitando focos para outras
lavouras.

No controle bioldgico, os fungos B. bassiana, M. anisopliae, V. lecanii ocorrem
naturalmente nas lavouras de café, atingindo a broca-do-café, as cochonilhas, o bicho-mineiro
e as cigarras, sendo importantes agentes de controle biologico dessas pragas, assim como
Bacillus thuringiensis, também com possibilidade de uso na cultura (ALVES et al., 1998;
BUSTILLO et al.,, 1999; BERNAL et al., 1999). Portanto, esses agentes precisam ser
conservados, ndo comprometendo 0 manejo integrado de pragas (ALMEIDA et al., 2003).

No ano de 2005, pesquisadores da EMBRAPA Ronddnia iniciaram uma estudo com
a vespa-da-costa-do-marfim (Cephalonomia sp.), um importante inimigo natural da broca,
buscando conhecer aspectos referentes a biologia da vespa e possibilidade de multiplicacdo
em larga escala para testes em campo (EMBRAPA, 2005).

2.7. Enzimas de importancia para os fungos entomopatogénicos

As enzimas sdo proteinas que aumentam a velocidade das reacGes sem alterar o
processo como um todo. Com o passar dos anos o conhecimento da natureza das enzimas,
extratos obtidos de certos tecidos animais e vegetais ou produzidos por bactérias, leveduras e
fungos, foram encontradas muitas aplicacfes técnicas para as mesmas (LEADLAY, 1993).

Os microrganismos representam uma excelente fonte de enzimas devido a sua ampla
diversidade bioquimica e a sua suscetibilidade & manipulagdo genética. Eles crescem
rapidamente e, em geral, seus substratos para crescimento séo relativamente baratos o que 0s
tornam geralmente disponiveis e de facil acesso (TUBESHA; DELAIMY, 2003).

Os fungos tém sido bastante utilizados como produtores de diferentes substancias de
interesse econémico, tais como enzimas, antibidticos, vitaminas, aminoacidos e esterdides
(BRAGA; DESTEFANO; MESSIAS, 1999). As enzimas sdo usadas em grande escala na
industria de tecidos (celulases), detergentes (proteases e lipases), alimenticia (amilases,
pectinases, proteases e celulases) e de couro (proteases e lipases) (NIELSEN; OXENBOLL,
1998). Uma das maneiras de se conseguir alta atividade enzimatica é o isolamento e selecdo
de linhagens de microrganismos com tal capacidade.
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Normalmente, os produtos de origem fungica sdo obtidos por meio de processos
fermentativos. Com isso tém-se a vantagem de ndo ser necessario usar métodos caros de
filtracdo, pois os micélios podem ser facilmente removidos por filtragem a vécuo ou
centrifugacdo, obtendo-se um extrato livre de contaminacdo (ANDRADE, 2002).

Por meio da determinacdo da atividade enzimatica de fungos por difusdo em
substratos sélidos especificos, diversos autores tém demonstrado a maior ou menor
capacidade dos fungos produzirem as enzimas lipase, protease, amilase e celulase
(NEIROTTI; AZEVEDO, 1988; PATERSON; BRIDGE, 1994).

Os fungos produzem uma ampla variedade de enzimas, algumas em pequenas
quantidades, mas suficientes para 0s processos bioquimicos envolvidos nas células dos
insetos. A complexidade da cuticula dos artropodes indica que sua penetracdo requer agdo
conjunta de varias enzimas (CLARKSON; CHARNLEY, 1996 citado por RIBEIRO, 2006).
Dado a esse motivo a importancia do estudo da atividade enzimatica dos diversos isolados
existentes na natureza.

A relacdo entre a viruléncia de fungos entomopatogénicos com a producdo de
enzimas que degradam a cuticula dos insetos vem sendo estudada por varios autores, e muitos
genes e enzimas tém sido caracterizados e estudados, visando verificar a sua participacdo no
processo de infeccdo (MORAES et al., 2003; SILVA, 2004; BITTENCOURT et al., 2004). O
estudo da secrecdo das enzimas produzidas durante a infeccdo é importante para se obter uma

correlacdo com a patogenicidade dos isolados (MORAES et al., 2003).

2.7.1. Quitinases

A quitina esta presente na parede celular da maioria dos fungos (ADAMS, 2004;
HOELL et al., 2005), e € um importante componente da cuticula dos artropodes (CABIB,
1987). Ela também é o segundo polimero mais abundante na natureza, depois da celulose
(DUO-CHUAN, 2006). De acordo com Andersen (1979), nos artrépodes a quitina esta
organizada em cadeia de poli-N-acetilglicosamina, formando a cuticula que serve como uma
potencial barreira contra a invasédo de patdgenos.

A quitina consiste-se de uma cadeia de poli-B-1,4-N-acetilglicosamina e representa
em torno de 25-40% da cuticula do inseto (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998; SASSA, et al.,

2008). As cadeias adjacentes de quitina estdo interligadas por pontes de hidrogénio, formando
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microfibrilas que ficam embebidas e unidas através de ligacdes cruzadas com moléculas de
proteinas, que perfazem cerca de 70% da cuticula (CHAPMAN, 1998).

Andlises por difracdo de raios X revelaram que existem diferentes associagOes
intercadeia entre as moléculas de quitina estabilizadas por pontes de hidrogénio, originando
trés diferentes formas: a-quitina, consiste de cadeias antiparalelas de poli-NAcGlc; B-quitina,
se caracteriza pela presenga de duas cadeias paralelas; e a y-quitina, que apresenta duas
cadeias paralelas e uma antiparalela. Na natureza essas cadeias se distribuem de maneira que a
a-quitina € encontrada na parede celular dos fungos, e as outras duas formas sé@o encontradas
em organismos aquaticos e em artrépodes (PATIL et al., 2000).

Além da disponibilizacdo da quitina como nutriente, as quitinases fungicas estdo
envolvidas na modificacdo da quitina estrutural da parede celular de insetos, composta
basicamente de quitina e glicanas, na liberacdo de conidios, na diferenciacdo e na
morfogénese das hifas (GOODAY et al., 1992). As quitinases sdo também fatores
determinantes da viruléncia durante o parasitismo de fungos fitopatogénicos, micopatogénicos
e entomopatogénicos, pois hidrolisam os principais polimeros constituintes da cuticula,
proteinas e quitina, organizadas em camadas denominadas exo e endocuticula (St. LEGER et
al., 1998; KISHIMOTO et al., 2002; BARRETO et al., 2004).

Nos insetos, as infecgdes ocorrem pela adesdo dos conidios fungicos e subsequiente
penetracdo da sua cuticula protetora, devido a producdo de enzimas extracelulares e pressdo
mecanica exercida pelas estruturas de reproducédo dos conidios (KHACHATOURIANS, 1996;
SASSA et al., 2008).

2.7.2. Celulases

A celulose é uma fonte de carbono renovavel, considerada como o mais abundante
substrato organico existente para a producdo de glicose, combustivel e insumos para a
industria alimenticia, sendo freqlientemente encontrada associada a hemicelulose, lignina e
outros polissacarideos. A celulose € um polimero de unidades de D-glicose unidas por
ligagdes B-1,4, que podem ser hidrolisadas por enzimas celuloliticas (LYND et al., 2002).

O processo de hidrolise enzimatica da celulose envolve a agdo sinérgica de um
complexo celulolitico, normalmente de fungos, formado por endoglucanases, exoglucanases e

B-D-glicosidases. Porém, este processo apresenta alto custo e baixa produtividade (ZHANG et
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al., 2006; BASSO et al., 2010). Os fungos filamentosos, especialmente Basidiomycetes, sao
0s mais utilizados para a produgéo dessas enzimas (PANDEY et al., 2000).

As celulases sdo usadas em varios processos na inddstria alimenticia, principalmente
na extracdo de cha verde, proteina de soja, 6leos essenciais, aromatizantes e amido de batata-
doce. Dentre os materiais naturais a celulase é o biopolimero mais abundante do mundo e
pode ser hidrolisada com acidos, a glicose (BAYER; LAMED, 1992).

A aplicacdo das enzimas celulases e xilanases comecaram na década de 80, primeiro
em racBes animais depois pela adicdo em alimentos e posteriormente, em industria téxtil e de
papel. Atualmente, estas enzimas sdo utilizadas em varias aplicacfes industriais e a demanda
tem crescido rapidamente. Em 1995 o mercado mundial de enzima superou 1 bilhdo de
dolares e em 2005, a comercializa¢do ficou estimada em 2 bilhes. As industrias que vendem
enzimas estdo concentradas na Europa, Estados Unidos e Japdo (BHAT, 2000; MENEZES et
al., 2009). As enzimas celuloliticas de fungos tém sido bastante estudadas devido o seu
potencial biotecnoldgico, sua funcdo nutricional € evidente para a degradacéo da fibra vegetal

servindo como fonte de carbono.

2.7.3. Pectinases

O termo pectina designa acidos pectinicos sollveis em agua, com grau varidvel de
grupos metil éster e um grau de neutralizacdo capaz de formar gel com aglcares e acidos em
condigdes adequadas (SAKALI, et al., 1993). As pectinases formam um grupo de enzimas que
degradam substancias pécticas, hidrolisando ligacGes glicosidicas ao longo da cadeia
carbbnica. Podem ainda ser despolimerizantes ou desesterificantes e sdo produzidas por
plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras (UENOJO; PASTORE, 2007).

A Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society) classificou as
substancias pécticas em protopectina, acido pectinico, acido pectico e pectina, sendo estas trés
ltimas total ou parcialmente solliveis em agua (JAYANI et al., 2005). As substancias
pécticas sdo responsaveis pela manutencdo da integridade dos tecidos vegetais e participam da
organizacdo estrutural dos outros componentes da parede celular, tais como celulose e
hemicelulose (CASTILHO et al., 2000; PARENICOVA et. al., 2000; VRIES; VISSER,
2001).

Devido a inovagdo biotecnoldgica na area das enzimas, novas perspectivas estdo

sendo criadas e ultimamente o uso de enzimas celulases, hemicelulases e pectinases tém
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aumentado significativamente nas industrias de alimentos, bebidas e vinhos, téxtil e de papel e
celulose. Como por exemplo, no amadurecimento de frutas, clarificagdo e reducdo de
viscosidade em sucos de frutas, tratamento preliminar do suco de uva para inddstrias
vinicolas, extracdo de polpa de tomate, fermentacdo de cha e chocolate, tratamento de
residuos vegetais, degomagem de fibras nas industrias téxteis e de papel, nutricdo animal,
enriquecimento proteico de alimentos infantil e extracdo de 6leos (ALKORTA et al., 1998;
UENOJO; PASTORE, 2007).

O uso da enzima pectinase, de acordo com Ducruet e Glories (2002), proporciona
uma maior extracdo da matéria corante e dos compostos quimicos em geral. Para Gump;
Halght (1995) a principal vantagem da enzima pectinase € a redugdo no custo da elaboragdo
do vinho, uma vez que promove uma substituicdo de ingredientes, eliminacdo e/ou
substituicdo de coadjuvantes no processamento da uva e elaborac¢do do vinho, processo esse
mais eficiente com menos subprodutos indesejaveis, e resultado com aumento na
produtividade.

Os fungos sdo os preferidos em escala industrial, pois cerca de 90% das enzimas
produzidas podem ser secretadas em meios de cultura. A habilidade para sintetizar enzimas

pectinoliticas é muito comum em grupos de microrganismos (BLANDINO et al., 2001).

2.7.4. Amilases

As enzimas amiloliticas tiveram sua producdo iniciada no comeco do século passado,
devido o interesse industrial na producédo de glicose a partir de materiais amilaceos. Soccol et
al., (2005) citam que Takamine, em 1914, foi o primeiro a desenvolver o método para a
producéo microbiologica de enzima em grande escala, a a-amilase fangica Takadiastase.

As amilases tém sua aplicabilidade nas industrias téxteis, papel e celulose, de couro,
detergentes, cervejas, bebidas destiladas, panificacdo, cereais para alimentacdo infantil,
liguefacdo e sacarificacdo do amido, ragdo animal, industrias de fermentacdo, quimica e
farmacéutica (GUPTA et al.,, 2003; SURMELY et al., 2003; TUNGA; TUNGA, 2003;
SZAKACS, 2004; PANDEY et al., 2005; SOCCOL et al., 2005).

As amilases foram descritas em 1811 nos extratos de trigo; em 1831 na saliva; em
1833 no malte; em 1846 no sangue; e em 1881 produzidas pelo fungo Aspergillus oryzae
(HARGER, 1982). Promovem a hidrolise do amido a agUcares redutores, sendo descobertas
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h& mais de um século em varios materiais biologicos. Elas sdo denominadas amiloliticas por
promoverem a degradacao do amido.

O amido e formado por dois tipos de polimeros amildceos: a amilose, que é um
polimero linear constituido de unidades de D-glicose unidas por ligagdes a- 1,4 e a
amilopectina, que é formada por cadeias curtas de amilose ligadas entre si de modo a formar
uma estrutura ramificada, unidas por ligagoes o-1,6. As amilases de origem microbiana
podem ser subdivididas em exoamilases e endoamilases (MOREIRA et al., 1999). Dentre as
exoamilases destacam-se a a-amilase (1,4 a-glicanohidrolase) e a glicoamilase (1,4 a-
glicanoglicohidrolase). Dentre as endoamilases encontra-se a [p-amilase (1,4 o-
glicanomaltohidrolase) e a pululanase secretada por Aureobasidium pullulans, capaz de
hidrolisar ligagdes 0-1,6 (YURLOVA,; de HOOG, 1997). Estas enzimas sdo geralmente
encontradas em fungos filamentosos dos géneros Rhizopus e Aspergillus, que sdo usados com

mais frequiéncia como fonte industrial de amilases.

2.7.5. Lipases

As lipases ocorrem amplamente na natureza, sendo encontradas tanto em
microrganismos como em animais e vegetais. A acdo dessas enzimas, além da importancia
para a fisiologia do organismo produtor, apresenta aspectos aplicados importantes. O papel
das lipases como fator de viruléncia em infec¢des de origem microbiana ja é conhecido, e a
sua aplicacdo em processos biotecnolégicos tem aumentado constantemente (JAEGER et al.,
1994). As lipases estdo supostamente envolvidas no processo de infec¢do dos insetos, pois
lipidios e acidos graxos sdo constituintes da cuticula dos insetos (BEYS SILVA et al., 2005).

As lipases pertencem a classe das serinos hidrolases, e ao contrario da maioria das
enzimas extracelulares de origem microbiana, ndo necessitam da presenca de cofatores para
que possam atuar. Sdo classificadas como hidrolases e atuam sobre ligacOes éster presentes
em acilglicerdis, liberando acidos graxos e glicerol. Sdo encontradas em tecidos de varios
animais e plantas, e podem ser produzidas por fermentagdo usando vérias espécies de
microrganismos, tais como os fungos (JAEGER, 1999).

Um dos principais motivos para o interesse crescente nas lipases é a versatilidade
biotecnoldgica dessas enzimas, devido & sua capacidade de realizar hidrolise ou sintese de
ésteres (JAEGER et al., 1994). As lipases de fungos, principalmente, tém sido usadas pela
industria de alimentos devido as diversificadas especificidades por substratos (JAEGER et al.,
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1999; SHARMA et al.,, 2001; COLEN, 2006). Geralmente em escala industrial sdo
empregadas lipases de origem microbiana, devido o custo de isolamento ser mais baixo do
que as de fontes animais e vegetais.

O primeiro registro de uma levedura produtora de lipase ocorreu na metade do século
passado (PETERS; NELSON, 1948). Mais recentemente as lipases de Candida spp
apresentaram excelente capacidade de esterificagdo, sem demonstrar especificidade posicional
para os triglicerideos. Elas apresentam aplicacdo para a sintese de ésteres de cadeia curta que
podem ser usados como compostos flavorizantes ou aromatizantes ou ainda como
combustiveis na forma de biodiesel. Neste caso, como ésteres metilicos ou etilicos de acidos
graxos (LEE et al., 2002; TAN et al., 2003; LARIOS et al., 2004).

Lipases extracelulares sdo secretadas em quantidades significativas por algumas
espécies de fungos filamentosos quando estes sao cultivados em condicdes apropriadas, sendo
facilmente separadas da massa micelial por filtracdo ou centrifugacdo. Pequena quantidade de
lipase tem sido encontrada dentro ou aderida ao micélio (RAPP, 1995). Entre os fungos
filamentosos a lipase, como outras enzimas extracelulares, também pode estar em formas
maultiplas, sendo a sua formacdo dependente de caracteristicas de cultivo tais como
composicdo do meio de cultura, parametros fisico-quimicos, idade do cultivo e a presenca de
agentes indutores ou inibidores (JACOBSEN et al., 1989; COLEN, 2006).

Muitas lipases fungicas estdo descritas na literatura, mas poucas espécies tém
demonstrado estabilidade adequada e capacidade satisfatoria de biocatéalise para serem de
relevancia a aplicacdo industrial (MARGOLIN, 1993). Um numero grande de lipases de
fungos filamentosos tem sido estudado sob o ponto de vista genético e bioquimico e as
melhores espécies produtoras pertencem aos géneros Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e
Rhizomucor (STCKLEIN et al., 1993).

2.8. DNA e PCR

As técnicas de diagnostico molecular foram inicialmente utilizadas na taxonomia de
microrganismos e tém sido intensamente aplicadas em programas de melhoramento genetico.
O objetivo destas tecnicas € revelar a variabilidade em nivel de DNA e, consegiientemente,
detectar diferencas entre os individuos (MARQUES et al., 2002).

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase ou PCR (Polymerase Chain Reaction),
foi descrita em meados da década de 1980 por Saiki et al. (1985) e Fungaro ( 2000), e foi um
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dos passos revolucionarios na genética molecular, pois se tornou possivel a producdo de
maltiplas copias de sequéncias especificas de DNA sem a necessidade de clonar esses
segmentos (ALBERTS et al., 1994). Tornou-se uma importante ferramenta para o diagnostico
de fungos, e teve um impacto muito grande porque permite inumeras copias de um dado
segmento de DNA. Utiliza a caracteristica da DNA polimerase de sintetizar moléculas de
DNA usando um molde de DNA de fita simples a partir de uma reagdo de dupla fita obtida,
utilizando oligonucleotideos sintéticos, o primer (SCHRANK; VAINSTEIN, 2002).

A PCR explora as caracteristicas da duplicacdo do DNA e consiste em desnaturar o
DNA genbémico, submetendo-o a uma alta temperatura e, desse modo, permitindo que as duas
fitas simples originadas sejam duplicadas. Nesse ponto reside um dos trunfos dessa técnica,
que é a utilizacdo de uma enzima extraida da bactéria Thermus aquaticus, a Taq polimerase.
Essa bactéria habita locais quentes e sua enzima suporta temperaturas de até 94°C, sendo que
sua temperatura 6tima € de 72°C.

Essa peculiaridade permite que o processo seja realizado em aparelho termociclador
com programas pré-estabelecidos com alteracGes de temperatura. Além da Taq polimerase,
sdo necessarios dois iniciadores de sequiéncia conhecida, que irdo anelar-se as fitas simples do
DNA em suas extremidades 3’, que obviamente tenham seqiiéncias complementares, €
direcionar a polimerase na sintese da seqliéncia desejada. Ambas as fitas servem como moldes
e o resultado de “n” ciclos de PCR ¢ a formagao de 2n duplas fitas de DNA, que sdo copias da
sequéncia flanqueada pelos iniciadores (ALBERTS et al., 1994).

As vantagens dessa técnica sdo muitas, entre elas a quantidade de DNA necessaria
para a reacdo, na ordem de dezenas de nanogramas. Entre as principais utilidades da reacéo
em cadeia da polimerase estdo os estudos de evolugdo molecular, diferenciagédo de grupos
taxondmicos, identificacdo de genes especificos, entre outras (MICHELI, 2005). A facilidade,
rapidez, versatilidade e sensibilidade desta técnica tornaram-na uma poderosa ferramenta em
estudos genéticos que envolvem um grande numero de organismos vivos (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1996).

2.9. Realizagdo de bioensaios

Dada a grande variabilidade genética apresentada pelos fungos entomopatogénicos,

deve ser destacada a importancia da realizacdo de bioensaios para a selecdo de isolados
altamente virulentos, persistentes e com boa capacidade de producdo de esporos (ALVES,
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1998b; DAL BELLO et al., 2001), o que aumenta o potencial dos fungos entomopatogénicos
como inseticidas microbiolégicos (POTRICH et al., 2006). Algumas espécies apresentam
amplo espectro de hospedeiros e alta variabilidade genética, por isso é fundamental realizar
bioensaios para selecionar isolados mais virulentos as pragas-alvo (ALVES, 1998).

Entre os fatores que variam nos testes para avaliar a acdo dos fungos em insetos,
estdlo o modo de inoculagdo, nimero de insetos utilizados, viabilidade do patdgeno,
concentragfes de conidios, periodo e modo de avaliagdo e mortalidade considerada (total,
confirmada e corrigida) (BUTT; GOETTEL, 2000; SANTORO, 2007). Essas variacoes
podem influenciar os resultados obtidos, portanto as condi¢bes de bioensaios devem estar o
mais proximo possivel daquelas em que o patégeno serd aplicado, assim o experimento
possibilitara melhor previsao do que ocorrerd em condic¢des de campo (SANTORO, 2007).

Os fungos infectam os insetos, preferencialmente, pela superficie do tegumento
(BOUCIAS; PENDLAND, 1998); em decorréncia, os métodos de inoculacdo mais utilizados
séo pulverizacdo sobre o inseto (NEVES; HIROSE, 2005; ROHDE et al., 2006), imersédo do
inseto na suspensdo (LOUREIRO; MONTEIRO, 2005) e tratamento da superficie com
suspensdo de conidios (BATISTA FILHO et al., 1992; EMBRAPA, 2010).

Neste sentido, ha grande relevancia para a identificacdo de microrganismos que
possam ser utilizados em programas de biocontrole nas mais diversas areas do conhecimento,
e que possam favorecer resultados altamente significativos a nivel ambiental. Os programas
de controle biol6gico no Brasil proporcionam reducdo consideravel de produtos quimicos nas
lavouras, e evidenciam grande aderéncia dessa biotecnologia pelos agricultores das regides
tradicionais de producéo de alimentos.

A Amaz6nia é um ecossistema de grande diversidade, e os Estados que a formam
possuem clima altamente diferenciado do resto do Brasil. E provavel que neste habitat muitos
microrganismos ainda ndo identificados estejam para ser descobertos, especialmente porque
essas condicbes ambientais sdo ideais para o desenvolvimento de vérias espécies de
patogenos.

O Territorio da TransamazoOnica e Xingu, no Estado do Para, é formado pelos
municipios de Pacaja, Anapu, Altamira, Vitdria do Xingu, Brasil Novo, Medicilandia, Uruara,
Placas, Senador José Porfirio e Porto de Moz, de acordo com o Ministério do
Desenvolvimento Agrario (MDA). Na maioria destes municipios a cultura do cacaueiro tem
destaque na preferéncia dos agricultores, mas todos apresentam pecuéria forte e sofrem com

problemas de pragas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacao e caracteristicas das areas de coleta

A pesquisa de campo foi realizada no Territorio da Transamazonica e Xingu, Estado
do Pard, em culturas de cafeeiro e cacaueiro, pastagens e capoeiras em propriedades rurais ao
longo da Rodovia BR 230, no sentido Altamira-Itaituba, nos municipios de Altamira, Brasil
Novo e Medicilandia, conforme Figura 2.

Os ecossistemas escolhidos para as coletas de insetos apresentam as seguintes
caracteristicas: as culturas regionais sdo areas de atividade agricola, e, portanto, sujeitas ao
manejo intensivo do homem; as pastagens constituem as maiores areas cultivadas na regido e
as capoeiras, constituem-se na vegetacdo que substitui as areas desmatadas ou pastagens

degradadas.
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Figura 2. Mapa de localizagdo das areas de coleta de insetos e solo: Altamira, Brasil Novo e Medicilandia.
Altamira, Parg, 2012.
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3.2. Procedimentos de coleta de insetos e solo

Os principais pontos observados para a coleta de insetos parasitados foram copa das
plantas, caules inteiros ou atacados e na superficie do solo. Foram capturados de populacbes
naturais, insetos vivos e/ou mortos, pupas e adultos. Os isolados dos fungos utilizados neste
trabalho foram obtidos a partir de exemplares de insetos sadios e parasitados, durante o
periodo de setembro/2009 a abril/2012. Os insetos parasitados encontrados foram colocados
em placa de Petri.

Os insetos aparentemente sadios da praga broca-do-café e M. annulipes foram
capturados em plantagdes de cafeeiro e cacaueiro, respectivamente, e colocados em
recipientes plasticos adaptados (Figura 3) para sua criagdo e analise de comportamento. Esses
foram levados para o laboratorio e alimentados por 10 dias com café, no caso da broca, e
brotacdes novas e cacau, no caso do monal6nio do cacaueiro, com o objetivo de identificar
possiveis patdgenos colonizando essas pragas nas condi¢es de campo.

As amostras de solo foram coletadas onde o0s insetos parasitados foram encontrados,
sendo colhidas em 5 pontos em profundidade até 10 centimetros, abaixo e ao entorno das
arvores que hospedavam os referidos insetos nas plantacbes de cafeeiro e cacaueiro. As

amostras colhidas foram colocadas em sacos de papel e numeradas individualmente.

Figura 3. Recipientes usados na criagdo em laboratorio da (A) H. hampei e (B) M. annulipes. Altamira, Para,
2012.

As amostras de insetos e solo coletados foram levadas para o Laboratério de
fitopatologia da Faculdade de Engenharia Agrondmica da Universidade Federal do Para,

Campus Universitario de Altamira para o isolamento e identificacdo dos fungos.
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3.3. Isolamento e armazenamento de fungos

Depois de coletados os exemplares de insetos foram conduzidos ao laboratério para o
devido registro, isolamento, purificacdo dos fungos e a posterior identificacdo taxonémica dos
insetos. Apos o isolamento, para facilitar a manipulagéo e os ensaios posteriores, identificou-
se cada isolado obtido com uma sigla com relagdo a cultura da qual o fungo foi proveniente.

As culturas foram mantidas em tubos contendo 5 mL de BDA inclinado com pH 6,8
(Infusdo 200 g de batatas, 20 g Dextrose, 15 g Agar e Agua destilada gqsp 1 L). Ap6s
inoculacdo e incubacdo a 28°C por 10 dias, as culturas foram estocadas em refrigerador a 4°C
durante 30 a 60 dias. Passado este periodo, procedeu-se uma nova repicagem. Os isolados de
fungos foram também conservados por meio do método descrito por Castellani (1939) e

método do 6leo mineral.

3.3.1. Isolamento de fungos a partir de insetos — superficie

De acordo com o estado em que 0s insetos foram encontrados, efetuou-se ou néo a
sua lavagem em agua destilada esterilizada. Em seguida com auxilio de uma alca de niquel
cromo, devidamente flambada, procedeu-se a remocdo das partes aéreas dos fungos,
inoculando-as em placas de Petri contendo BDA, ao qual foi adicionado antibidtico
(tetraciclina 100 mg/L e ou estreptomicina 100 mg/L). As placas foram incubadas a 28°C por
10 dias. Utilizou-se a técnica de obtencdo de col6nias monosporicas, para se obter uma nova
colbnia a partir da germinagdo de um dnico conidio. Utilizou-se a técnica de diluicdo seriada
seguida de plagueamento de acordo com o protocolo de Azevedo e Costa (1973). Apds
diluicdes, (10, 10, 10®), semeou-se 50 pL de cada diluicdo em triplicata, em placas com
meio BDA e ap0s crescimento retirou-se uma coldnia oriunda de um dnico conidio. As placas
com colonias foram armazenadas em incubadora tipo BOD a 28°C até esporulagédo, para
depois serem estocadas (MONTEIRO, 1988).

3.3.2. Isolamento de fungos a partir de insetos - interno

O isolamento foi efetuado a partir da desinfecgdo do tegumento do inseto morto em
solucdo de hipoclorito de sodio (3% de cloro ativo) durante 3 minutos. A seguir, lavou-se 0
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inseto em solucédo salina. Apds esta preparacédo, o inseto foi cortado e esmagado em placa de
Petri esterilizada com papel de filtro no fundo, e os fragmentos transferidos para placas com
BDA contendo antibiéticos (MONTEIRO, 1988). Em seguida, incubou-se por 10 dias a 28°C.
Para o isolamento e purificacdo desses fungos utilizou-se a técnica de obtencdo de colbnias
monosporicas. Os isolados foram em seguida estocados em tubos de ensaio inclinado

contendo meio de cultura (BDA).

3.3.3. Isolamento de fungos a partir de solo

O isolamento de fungos do solo foi realizado segundo o protocolo de Ferreira (2009)
(comunicacéo pessoal): Pesou-se 10 g de solo em frasco autoclavado, adicionou-se 90 mL de
PBS (Tampdo fosfato) e agitou-se a 150 rpm, em temperatura constante de 28°C por 1 hora.
Apos esses procedimentos fez-se as diluicdes na base 10 (107, 10, 107°), plaqueou-se 100 pL
das diluicdes em trés (3) placas com BDA (Batata, Dextrose e Agar) e trés (3) com meio de
Martin (Peptona-15 g; MgSO4x7H,0-0,5 g; K;HPO4-1 g; Agar-20 g, Rose bengal-35 mg;
Agua- gsp 1 litro). O pH foi ajustado para 6,5. O meio foi suplementado com antibidticos
(100 mg/L de tetraciclina e estreptomicina). As placas foram incubadas em BOD a 28°C até
as avaliacOes das colonias que foram feitas a partir do 7° ao 10° dias. As colbnias foram

repicadas e identificadas.

3.4. Avaliagéo do crescimento vegetativo

Para a avaliacdo do crescimento vegetativo dos isolados, utilizou-se a mesma
metodologia utilizada por Almeida et al. (2003) e Monteiro et al. (2004). O cultivo foi
realizado em placas de Petri de 12 x 80 mm, contendo 15 mL de meio BDA, a inoculagéo foi
efetuada com agulha de niquel-cromo mediante repicada, transferindo-se esporos e
fragmentos de micélio para o ponto central das placas. Apds inoculagéo, o fungo foi incubado
em BOD a 28°C, por 10 dias em fotofase de 12 horas. A avaliagdo do crescimento radial da
colonia foi realizada com régua milimétrica, medindo-se todos os dias dois diametros

ortogonais e retirando-se a média das duas medidas. Foram feitas 5 repeti¢bes por isolado.
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3.5. Os Bioensaios

3.5.1. Monalénio

Com a finalidade de verificar se o isolado obtido era ou ndo patogénico ao inseto,
inoculou-se em exemplares de insetos adultos e ninfas de monal6nio suspensao de esporos do
isolado Icac 3.

O isolado foi cultivado em meio BDA durante 10 dias, em seguida os conidios foram
transferidos para agua destilada com tween 80 (0,1% v/v), quantificados em cémara de
Neubauer e a suspensdo foi padronizada em 1x10° conidios/mL do isolado. A suspensdo foi
inoculada em frasco de Erlenmeyer com 100 g de arroz parbolizado, umedecido com 50 mL
de &gua destilada e devidamente autoclavado.

Apos inoculagdo, o frasco com arroz foi colocado em incubadora tipo BOD a 28°C
durante 10 dias. Depois de o isolado ter esporulado, pesou-se 1,0 g de arroz, adicionou-se a
um Becker contendo 100 mL de &gua destilada autoclavada com 0,15 mL de Tween 80, sendo
a seguir agitados em vortex, e 0 nimero de esporos foi estimado em camara de Neubauer, de
acordo com Alves e Morais (1998), na concentracao de 10° esporos/mL.

Foram utilizados 50 insetos vivos, distribuidos em 5 recipientes plasticos com 10
insetos em cada um (Figura 4). Esse isolado foi pulverizado com suspensdo de esporos e
colocado em recipientes com folhas e frutos de cacaueiro. Os recipientes foram mantidos em
uma sala, com temperatura controlada entre 27 e 28°C. As avaliagfes foram feitas
diariamente ap6s a montagem do bioensaio. Os insetos mortos foram transferidos para
camaras Umidas, mantidas em iguais condi¢des, para verificar a emergéncia do fungo. Alguns
insetos foram transferidos individualmente para tubos de ensaio esterilizados que foram

conservados em refrigerador, para posterior reisolamento.

Figura 4. Bioensaio do monalénio com o isolado encontrado colonizando insetos no Territorio da
Transamazonica e Xingu, Altamira, 2012.
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3.5.2. Broca-do-café

Com a finalidade de verificar se os diversos isolados, obtidos de acordo com o item
anterior, eram ou ndo patogénicos a insetos, inoculou-se em adultos de H. hampei suspensao
de esporos de cada isolado. Os isolados foram cultivados em BDA durante 10 dias, em
seguida os conidios foram transferidos para agua destilada com tween 80 (0,1% v/v),
quantificados em camara de Neubauer e a suspensdo foi padronizada em 1 x 10° conidios/mL
de cada isolado. A suspensdo foi inoculada em frascos de Erlenmeyer com 100 g de arroz
parbolizado, umedecido com 50 mL de agua destilada e devidamente autoclavado.

Apos inoculagdo, os frascos com arroz foram colocados em incubadora tipo BOD a
28°C durante 10 dias. Depois de o isolado ter esporulado, pesou-se 1,0 g de arroz, adicionou-
se a um Becker contendo 100 mL de agua destilada autoclavada com 0,15 mL de Tween 80,
sendo a seguir agitados em vortex, e 0o niumero de esporos foi estimado em camara de
Neubauer de acordo com Alves e Morais (1998), na concentragio de 10% esporos/mL.

Foram utilizados 350 insetos vivos, distribuidos em 5 recipientes plasticos com 10
insetos em cada um, totalizando 50 insetos, conforme Figura 5. Esses insetos foram
pulverizados com suspensdo de esporos e colocados em recipientes com café triturado. Os
recipientes foram mantidos em BOD a 28°C. As avalia¢des foram feitas diariamente apds a
montagem do bioensaio, verificando-se as camaras Umidas. Os insetos mortos foram
transferidos para novas camaras, mantidas em iguais condicdes, para verificar a emergéncia
do fungo. Alguns insetos foram transferidos individualmente para tubos de ensaio

esterilizados que foram conservados em refrigerador, para posterior reisolamento.

Figura 5. Bioensaio da broca-do-café com os isolados encontrados colonizando insetos no Territério da
Transamazonica e Xingu. Altamira, Parg, 2012.

Com a finalidade de se ter maior seguranca de que a morte dos insetos foi causada
pela exposicdo ao isolado, procedeu-se o reisolamento do fungo utilizando-se os insetos

conservados em tubos no refrigerador. Para isso, foi feita a desinfeccdo do tegumento do
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inseto morto em solucédo de hipoclorito de sddio a 3%, durante 3 minutos, lavando em seguida
em solucdo salina. Apos, o inseto foi fragmentado em placa de Petri esterilizada contendo
papel de filtro no fundo. Os fragmentos foram transferidos para placas com BDA mais
antibioticos. Essas placas foram incubadas por 10 dias a 28°C, observando-as assim o

crescimento ou ndo do fungo.

3.6. Identificacé@o dos isolados de fungos

3.6.1. Pelo método classico

Para a identificacdo dos fungos isolados de insetos foi adotada a metodologia do
manuseio de chaves taxondmicas descritas por Alexopoulos (1996) e Alves (1998), chave
para os principais géneros de fungos entomopatogénicos.

3.6.2. Pelo método molecular

A identificacdo molecular foi realizada no laboratério de genética de microrganismos
do departamento de genética da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz - ESALQ-
USP. Para a extragdo de DNA, foi utilizado o meio de cultura BD (Batata e dextrose) que foi
distribuido em 13 frascos de Erlenmyers de 250 mL, cada um com 50 mL de meio. Inoculou-
se 2 discos de 2 cm dos 13 isolados dos insetos parasitados e do solo, incubou-se durante 05
dias sob agitacdo de 150 rpm a 28°C. Apo6s 5 dias esse meio de cultura passou para a filtragdo
em bomba de vacuo, e colocados no freezer a -20°C para posterior extracao.

O DNA dos isolados fungicos foi extraido de acordo com Raeder & Broda (1985).
As regides ITS1, 58S e ITS2 do rDNA foram amplificadas pela técnica de PCR em
termociclador (Peltier Thermal Cycler 200, MJ Research), programado para realizar uma
desnaturacdo inicial a 94°C por 5min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s e
72°C por 30s, e uma extensdo final a 72°C por 7min. Foram utilizados os primers ITS-1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS-4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), 0s quais
anelam em posicdes especificas do 18S e 28S do rDNA. A reacdo de amplificacdo foi

realizada em um volume final de 50uL, contendo Tampé&o 1x (50mM de KCI, 20mM de Tris-
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HCl (pH 8,4), 3,7mM de MgCl,, 1mM de dNTP, 0,05U.uL™ de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen), 0,4uM de cada primer e 3ng de DNA. O fragmento amplificado foi observado
apos eletroforese em gel agarose 1,2% a 3 volts.cm™, juntamente com o marcador de peso
molecular DNA Ladder 1 Kb (Fermentas). Apos a eletroforese, o gel foi corado em solucéo
de brometo de etidio e fotodocumentado. Apds a amplificacdo, os produtos de PCR foram
purificados a partir de um protocolo que utiliza PEG 8000 (Polietileno Glicol) (2 g de acetato
de sddio, 1,2gde Mg Cl 2 x 6 H2 O e 262,0 g de PEG, 49,2 g de acetato de sodio, 1,2 g de
Mg Cl , x6 H,O e 262,0 g de PEG 8000) (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Os tubos
foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de agitacdo em vortex e
centrifugados por 15 minutos (10.000g). O sobrenadante foi removido e adicionados 100 pl
de etanol 95 — 100%. Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos
a 10.000g, foi removido o sobrenadante e os tubos foram secos em temperatura ambiente. O
DNA foi ressuspendido em &gua ultrapura autoclavada em um volume de 20 ul. Apos este
procedimento as amostras purificadas foram verificadas em gel 1,2% de agarose e
quantificadas com DNA lambda com diferentes concentracGes para a quantificacdo que foi
padronizada em 20 ng/ul e foram enviadas para sequenciamento no Centro de Estudos do
Genoma Humano, Setor de Seqlenciamento de DNA-Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo-USP.

Para a identificacdo dos isolados fungicos, as sequéncias foram analisadas

comparativamente por meio do NCBI via BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

contra a base de dados do GenBank, que utiliza 0 método heuristico para encontrar o melhor
escore de alinhamentos locais entre a sequéncia submetida e o banco de dados. Dessa forma,
considerou-se as sequéncias que apresentaram os mais altos valores de similaridade. Foram

considerados os isolados fungicos em nivel de género.

3.7. Avaliacao da atividade enzimética

Para o crescimento dos diferentes isolados e a inducdo da atividade enzimatica
utilizou-se o Meio Minimo (NaNOs; - 6 g; KCI - 0,5 g; KH,PO,4 - 1,5 g; MgSQO,4.7H.0 - 0,5 g;
ZnSO4 - tracos; FeSO4 - tragos; Agar - 15 g; 1.000 mL de agua destilada, o pH foi corrigido
para 6,8). Para a inducdo de cada enzima foi adicionado separadamente o substrato adequado,
em concentracdo final de 1,0%. Ap0s esse processamento, o meio foi acondicionado em

recipiente de vidro e autoclavado a 120°C durante 20 minutos. Os meios de cultura foram
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distribuidos em placas de Petri (90x15 mm). Apds solidificacdo inoculou-se os isolados com
um discos de micélio-agar de aproximadamente 2 cm. Esses isolados foram incubados em
BOD por 7 dias a 28°C. Para as atividades enzimaticas testadas, os isolados cresceram em
placas com meio BDA, exceto para quitinase.

Os substratos utilizados para o crescimento dos isolados foram amido, pectina,
carboximetilcelulose, lipase (tween 20) e quitina. As enzimas trabalhadas foram amilase,
pectinase pH 5,0 e pectinase pH 8,0, celulase, lipase e quitinase. Apenas para a atividade
enzimatica da quitinase foi utilizado meio liquido. Neste experimento foram utilizados 13
isolados, sendo 7 encontrados em insetos e 6 no solo das areas onde foram localizados, com 3
repeticdes e 5 enzimas, totalizando 195 placas de Petri com meio solido e 24 frascos de
Erlenmayer com meios liquidos, sendo 3 controles.

Para a atividade amilolitica foi acrescido ao MM 1,0% de amido e incubados por 7
dias a 28°C. Apos o periodo de crescimento as placas foram coradas com 2 mL de solucdo de
Lugol por 10 minutos, constituido por lodo (I ) - 50 g, lodeto de potassio (KI) - 100 g e Agua
destilada - 1000 ml. Para a atividade celulolitica foi acrescido ao MM 1,0% de
carboximetilcelulose e incubados por 7 dias a 28°C. Apo6s o periodo de crescimento foi
procedido a coloragdo, foi adicionado 10 mL de solugdo corante de vermelho congo 0,1%,
constituido de vermelho congo - 0,1 g e &gua destilada - 100 mL. Ap6s 15 minutos a solucdo
de vermelho congo foi descartada e a placa lavada com 3 mL de solucdo de NaCl 0,5 M. Os
didametros das col6nias e dos halos produzidos foram medidos.

Para a atividade pectinolitica foi acrescido ao MM 1,0% de pectina em pHs 5,0 e 8,0
incubados por 7 dias a 28°C. Apds o periodo de crescimento as placas foram coradas com 2
ml de solucdo Lugol constituido de lodo (l;) - 50 g, lodeto de potassio (KI) - 100 g, Agua
destilada 1.000 ml. Para a atividade lipolitica foi acrescido ao MM contendo 1,0% de tween e
incubados por 7 dias a 28°C. Apo0s esse periodo de crescimento as placas foram colocadas em
refrigerador por duas horas para visualizagdo de cristais que formam o halo ao redor da
colonia. Os diametros das col6nias e dos halos foram medidos.

Na avaliagdo da atividade quitinolitica foi utilizado o meio BD (batata contendo
apenas 10,0% de dextrose) acrescido de quitina (Quitina grau pratico obtida de carapaca de
caranguejo SIGMA- ALDRICH). Em frascos de Erlenmeyers de 125 mL foram distribuidos
10 mL de meio BD e 0,1 g de quitina. Para cada isolado analisado foi inoculado um disco de
2 cm, com 3 repeticOes e incubados em agitador orbital (150 rpm) por 5 dias a 28°C. Para o
controle foram incubados 3 frascos de Erlenmeyers contendo apenas 0 meio de cultura com

quitina. Apos 5 dias de incubacao os fungos foram centrifugados e coletados os sobrenadantes
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e armazenados a -20°C para posterior quantificacdo. Para a quantificacdo foram coletados 75
pl do meio onde os isolados cresceram e colocados em microtubos limpos e adicionado 25 pl
do substrato CM-Chitin-RBV e incubados a 45°C por 2 horas. Apés 2 horas foram
adicionados 25 pl de HCI 2N, para parar a reacdo e os microtubos foram colocados em
congelador por 10 minutos. Apos este periodo os microtubos foram centrifugados a 10.000 g
por 5 minutos e 100 pl deste sobrenadante foram colocados em cubetas para realizar a leitura
em Espectrofotdmetro, no comprimento de ondas de 550 nm. A curva de padronizagdo foi

realizada utilizando-se diferentes concentracGes de quitina.

3.8. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa estatistico SAS. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, utilizando-se o teste de Tukey (P<0,05)

para comparacdo das médias.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Insetos colonizados e fungos de solo

Foram encontrados insetos parasitados por fungos em frutos e ramos do cafeeiro e
cacaueiro, como pode ser observado na Figura 6. No cafeeiro foram obtidos isolados de
fungos de uma mariposa do género Eudocima, perfuradora de frutos comum nas plantagdes de
cafeeiro e também em brocas-do-café (H. hampei), praga de importancia regional. Em
cacaueiro foram obtidos percevejos da ordem Hemiptera, que devido seu estado de
deterioracdo ndo foram precisamente identificados, bem como percevejos da ordem
Hemiptera, familia Miridae e espécie M. annulipes, considerado atualmente a principal praga

da lavoura em Medicilandia. Os fungos obtidos encontram-se na Tabela 1.
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Figura 6. Insetos colonizados: a) Monalonium annulipes e b) Hypothenemus hampei. Altamira, Para, 2012.

Os isolados encontrados em solo, coletados abaixo das plantas hospedeiras de insetos
colonizados por fungos nas culturas de cafeeiro e cacaueiro, estdo apresentados na Tabela 1.
De acordo com a andlise morfoldgica, observou-se a ocorréncia dos géneros Rhinocladiella

spp., Cladosporiumspp., Verticillium spp. e Pseudallescheria spp.

Tabela 1. Isolados de fungos obtidos de insetos e solo encontrados em plantas do cafeeiro e
cacaueiro no Territorio da Transamazonica e Xingu, Para, 2012.

Isolados Insetos/Solo Hospedeiro
Icaf 1 Eudocima spp. cafeeiro
Icaf 2 Hypothenemus hampei cafeeiro
Icaf 3 Hypothenemus hampei cafeeiro
Icaf 4 Eudocima spp. cafeeiro
Icac 1 Hemiptera cacaueiro
Icac 2 Hemiptera cacaueiro
Icac 3 Monalonium annulipes cacaueiro
Scac 1 Solo cacaueiro
Scac 2 Solo cacaueiro
Scaf 1 Solo cafeeiro
Scaf 2 Solo cafeeiro
Scaf 3 Solo cafeeiro
Scaf 4 Solo cafeeiro

4.2. ldentificagdo dos isolados de fungos obtidos de insetos parasitados

Os fungos isolados dos insetos mortos ou moribundos foram identificados por meio
de observacdes das caracteristicas morfoldgicas das col6nias e das estruturas reprodutivas dos
fungos (Figura 7). Entre os géneros identificados observou-se o Penicillium com maior

ocorréncia, além de Hyphopichia, Verticillium e Fusarium.
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Figura 7. Col6nias de a) P. citrinum , b) H. burtnii , €) Verticillium spp. e d) Fusarium spp.

Diversos autores registraram a presenca de diferentes géneros de fungos associados a
broca-do-café em frutos de cafeeiro. Os géneros mais frequentes foram Fusarium,
Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Beauveria, Hirsutella e Paecilomyces (CARRION:;
BONET, 2004). PEREZ et al. (2003) registraram 18 géneros de fungos filamentosos
associados ao corpo da broca-do-café. No México foi encontrada uma nova espécie de
Penicillium, descrita como Penicillium brocae associada a essa broca, em plantacfes daquele
pais (PETERSON et al., 2003).

Pesquisadores da Embrapa Rondbdnia tém observado em cafezais de diversos
municipios daquele Estado, a ocorréncia do fungo B. bassiana fazendo o controle da broca-
do-café. Consideraram ainda, ser comum encontrd-lo envolvendo brocas mortas no interior
dos frutos (EMBRAPA, 2005).

As andlises de taxonomia tradicional mostraram que os isolados Icaf 1, Icaf 4 e Icac
2, sendo os dois primeiros encontrados em insetos provenientes do cafeeiro e o dltimo
parasitando inseto encontrado no cacaueiro, mostraram caracteristicas macro e microscopicas
semelhantes as encontradas para o fungo filamentoso Penicillim citrinum,. Os conidios
apresentaram coloragdo verde escuro e formato esférico, verso da coldnia apresentam
coloracdo creme amarelado, micélio branco, conidiogénese moderada, colbnias radialmente
sulcadas e centralmente flocosas. Com relacdo as analises microscopicas o isolado Icac 1 foi
identificado como Verticillium sp apresentou-se as seguintes caracteristicas morfoldgicas:
conidios de forma eliptica, apresentando fidlides pontiagudas na extremidade, saindo da haste
principal do conidiéforo. No Brasil esse fungo foi detectado pela primeira vez atacando
Cinara pinivora (WILSON, 1919) em 1996, infestando plantios de Pinus elliottii e Pinus
taeda em Cambara do Sul, RS, e Lages, SC (IEDE et al.; 1998; PENTEADO et al.; 2001).

Pela andlise molecular os isolados Icaf 1, Icaf 4 e lcac 2 apresentaram uma
similaridade de 97%, 100% e 99% com a espécie de Penicillim citrinum, conforme
apresentado na Tabela 2. O isolado Icac 1, encontrado parasitando percevejo Hemiptera do

cacaueiro apresentou, pela analise molecular, uma similaridade de 100% com o fungo
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entomopatogénico Lecanicillium (= Verticillium) lecanii (Zimm.) Viégas (Classe:
Hyphomycetes) (Tabela 02).

O isolado leveduriforme H. burtonii encontrado nesse trabalho também foi coletado
na Tailandia parasitando insetos de capim, identificados por analises morfoldgica, bioquimica
fisioldgica e molecular (LIMTONG et al., 2012).

Os isolados Icaf 2 e Icaf 3, pela analise molecular apresentaram similaridade de 97%
e 95%, respectivamente com o fungo Hyphopichia burtonii (Tabela 02). Os dois isolados
foram encontrados colonizando a broca-do-café. O isolado Icaf 5 também encontrado
colonizando a broca-do-café ndo foi identificado pelo método molecular, no entanto pela
analise cléssica ele apresentou-se com caracteristicas do género Penicillium.

No Brasil os fungos que ocorrem naturalmente nas lavouras do cafeeiro sdo
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Verticillium lecanii, atingindo a broca-do-café,
cochonilhas, bicho-mineiro e cigarras, sendo agentes de controle biolégico importantes para
essas pragas, mantendo suas populacdes em niveis de danos ndo-econémicos.
Lecanicillium(=Verticillium) lecanii ocorre causando epizootia em populacbes de citros e
principalmente sobre Coccus viridis em cafeeiro (ALVES et al., 1998; BUSTILLO et al.,
1999; BERNAL et al., 1999; ALMEIDA et al., 2003).

Tabela 2. Identificacdo molecular dos isolados de fungos obtidos de insetos e solo
encontrados em plantas do cafeeiro e cacaueiro no Territério da Transamazonica e Xingu.
Altamira, Par, 2012.

Méxima Identidade

Isolados de inseto Seqglenciamento Blast-n %
Icaf 1 Penicillium citrinum 97
Icaf 2 Hyphopichia burtonii 97
Icaf 3 Hyphopichia burtonii 95
Icaf 4 Penicillium citrinum 100
Icac 1 Verticillium sp 100
Icac 2 Penicillium citrinum 99

Isolados de Solo Sequenciamento Blast-n Maxima ()I/(:enudade
Scac 1 Rhinocladiella sp. 99

Cladosporium

Scac 2 sphaerospermum 99
Scaf 1 Verticillium sp. 98
Scaf 2
Scaf 3 Pseudallescheria boydii 97

Scaf 4
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Em 1963, Goncalves verificou o parasitismo de Orthezia praelonga (Sternorryncha:
Ortheziidae) por Fusarium sp., Verticillium lecanii e Cladosporium sp. reduzindo populagdes
deste inseto para niveis ndo econdémicos. Prates (1980) também relatou a presenga destes
fungos, exceto o Fusarium, atacando a mesma praga, mas relatou ainda presenca de
Colletotrichum gloesporioides (GARCIA, 2004).

Em pomares citricos, no Estado do Pard, foram identificados os fungos
entomopatogénicos Aschersonia aleyrodes, Fusarium sp, e Aegerita webberi sobre ninfas de
Aleurocanthus woglumi (BATISTA et al., 2002) . Em S&o Paulo, no municipio de Artur
Nogueira, o Instituto Biologico detectou a presenca do fungo A.aleyrodes atacando ninfas de
A. woglumi em condicGes favoraveis de epizootia (RAGA; COSTA, 2008, citado por SILVA
etal., 2011).

4.3. Identificagéo dos isolados de fungos de solo

De acordo com a analise molecular, observou-se a ocorréncia de alguns géneros de
fungos dentre os quais Rhinocladiella, Cladosporium, Verticillium e Pseudallescheria. O
isolado Scaf 1 foi identificado através de analise molecular com 98% de similaridade com o
género Verticillium (Tabela 02). Estudos realizados no México por Rodrigues-Guzman
(2001), com patogenos de plantas atuantes na rizosfera, identificaram como 0s géneros
freqientemente mais encontrados o Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Verticillium e Botrytis. SIQUEIRA et al. (1999), observaram maior frequéncia dos géneros
Penicillium e Fusarium no solos de cafezais.

Atraves de andlises moleculares o isolado Scac 2, encontrado no solo de lavoura
cacaueira, apresentou com o fungo Cladosporium sphaerospermum similaridade de 99%
(Tabela 02). Este fungo € uma espécie bastante comum e semelhante ao Cladosporium
cladosporioides, sendo uma caracteristica definitiva entre as duas espécies o formato dos
conidios que, nos isolados associados ao cafeeiro é caracteristico, elipsoidal ou limoniforme,
sendo raramente encontrado conidios com formato globoso ou subgloboso.

Analisando fungos do Latossolo Amarelo e Terra Preta de indio em varias
localidades da Amazénia Oriental, Batista et al. (2002) isolaram e identificaram os géneros
Mixotrichum, Rhizopus, Rhizomucor, Sporothrix, Trichoderma, Cladosporium, Penicillium,

Mucor, Aspergillus e Fusarium.
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Cladosporium é um dos géneros de fungos mais comuns, com ocorréncia registrada
em todas as partes do mundo. O fungo €é encontrado como sapréfita, contaminante do ar e
alimentos, endofitico, com fun¢éo bioldgica importante na decomposicao de matéria organica,
sendo também forte competidor com outros microrganismos (DOMSCH et al., 1993; ELLIS,
1971; SAMSON et al., 2000; PEREIRA et al., 2005).

De acordo com Azevedo (2006) a natureza da comunidade vegetal regula a fonte de
nutrientes para a biomassa e contribui para 0 acimulo de matéria organica que difere
diretamente na diversidade de microrganismos no solo. O manejo e as caracteristicas fisico-
qguimicas também causam diferencas. 1sso ocorreu nas duas areas estudadas neste trabalho,
onde se observou a diferenca entre a ocorréncia de populacées fingicas.

Nas anélises realizadas observou-se um grande numero de actinomicetos e bactérias,
concordando com AZEVEDO (2006), que considera que esse fato faz com que haja uma
maior competicdo e com isso os fungos sofrem reducdo. BURGES (1971) e AZEVEDO
(2006) citam os estudos classicos realizados por Warcur (1955, 1957), que constataram que a
maioria das coldnias fungicas que se desenvolveu nas placas com dilui¢des de amostra de
solos, se desenvolveram a partir de esporos. Estudos comparativos demonstraram que
diluicdes de solos em placas perdem um grande nimero de fungos, sendo que muitos desses
estdo presentes no solo na forma de hifas. Mesmo com este entrave a metodologia ainda é
bastante utilizada em pesquisas de microbiologia do solo (AZEVEDO, 2006).

Outros géneros de fungos foram encontrados em amostras de solo, sdo eles Scac 1,
de solo de cacaueiro, com 99% de similaridade com Rhinocladiella sp, e Scaf 2, Scaf 4 e Scaf
3, encontrados em solo de cafeeiro, mas apenas o ultimo foi identificado com 97% de
similaridade como fungo Pseudallescheria boydii (Tabela 02). O fungo Pseudallescheria
boydii € um saprofita do solo com distribuicdo global, o isolamento do mesmo tem sido feito
a partir de cursos de aguas poluidas, esterco de aves e bovinos e lama de esgoto, sem

apresentar importancia econdémica.

4.4. Crescimento vegetativo dos isolados encontrados nos insetos e nos solos

Nas avaliagBes do crescimento das colonias dos isolados dos fungos em meio BDA,
observou-se que os isolados de maior crescimento foram as do Icaf 4 (1,52 cm) e Icaf 1 (1,44
cm) e o de menor, o Icaf 3 (0,56 cm). Os isolados Icaf 4 e Icaf 1 sd@o do género Penicillium

(P. citrinum) e o isolado Icaf 3 € do género Hyphopichia e espécie H. burtonii.
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Com relagéo ao crescimento dos fungos isolados de solo, observou-se que as maiores
col6nias foram do Scaf 4 e Scaf 3 com didmetros de 2,36 cm e 2,34 cm, respectivamente, e a
menor colénia foi a do Scac 1 com diametro de 1,28 cm. O isolado Scaf 3 € do género
Pseudallescheria, espécie P. boydii, e 0 Scac 1 pertence ao género Rhinocladiella, espécie
Rhinocladiella sp .

Os isolados de insetos Icac 2, Icaf 5, Icaf 3 e Icac 1, no geral, apresentaram
crescimentos reduzidos em relacdo a todos os outros avaliados. Considerando que todos foram
colocados para crescer em fotéfase de 12 horas e temperatura constante de 28°C, Monteiro
(2004) observou que os isolados JAB 02 e JAB 45 de V. lecanii apresentaram melhor
crescimento em auséncia de luz, com diametro de colonias maiores. A fotofase de 12 horas
ocasionou redugdo do crescimento e a maior redugdo foi observada na presenca de luz
constante. Para Monteiro (2004) o crescimento dos isolados avaliados foi melhor nas
temperaturas de 19, 22 e 25°C em relacdo ao crescimento obtido na temperatura de 28°C.
Nesse sentido, os resultados encontrados no trabalho com relagdo ao crescimento do fungo
entomopatogénico Verticillium sp. (lcac 1), esta de acordo com diversos autores
(MONTEIRO et al., 2004; LI et al., 1991; VERHAAR; HYJWEGEN, 1993; HANLON et al.,
1994), pois verificaram que na temperatura de 28°C ocorreu reducdo no crescimento dos

entomopatogenos.

4.5. Atividade enziméatica dos isolados

Os resultados das atividades enzimética dos isolados de fungos para avaliar a
degradacdo dos substratos amido, CMC, Tween 20, pectina (pH 5 e pH 8) e quitina foram
analisados e podem ser visualizados na Figura 8.

O resultado da analise da atividade amilolitica dos isolados consta na Tabela 3 e
Anexo A, onde se observa que as degradacdes do amido apresentaram diferenca significativa
a 5% de probabilidade e CVV=0.50. Assim, o teste de Tukey formou dois grupos estisticamente
distintos e evidenciou que os isolados Icaf 4 e Icac 2 do grupo “a”, ambos pertencem ao
mesmo género, apresentaram as maiores atividades enzimaticas nesse substrato, ja 0os outros

isolados apresentaram atividades iguais e menores.
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Figura 8. Formagéo de halos pelos isolados nos substratos: a) amido, b) CMC, c) tween 20, d) pectina pH 5 e, €)
pectina pH 8. Altamira, Para, 2012.
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Tabela 3. Médias de indice de atividade amilolitica apresentada pelos isolados de fungos

obtidos de insetos e solos em Altamira, Para, 2012.

Isolados Médias  Tukey*
Icaf 4 1,11528 a
Icac 2 1,10013
Icaf 1 1,00000
Icaf 5 1,00000
Icaf 3 1,00000
Icaf 2 1,00000
Icac 1 1,00000
Scac 1 1,00000
Scac 2 1,00000
Scaf 1 1,00000
Scaf 2 1,00000
Scaf 3 1,00000

Scaf 4 1,00000
*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

C OO OoOCOoOUTOUT D

Com relacéo a atividade celulolitica, a analise de variancia foi significativa a 5% de
probabilidade e CVV=3.13, de acordo com a Tabela 4 e Anexo B. A maior degradacdo da
carboximetilcelulase (CMC) foi observada para o isolado Scaf 2 (néo identificado), seguido
do Scac 2 (C. sphaerospermum) e Icaf 3 (H. burtonii), com médias de 1,57 cm, 1,43 cm e
1,37 cm, respectivamente. Os isolados que apresentaram baixas atividades enzimaticas na
formacdo do halo de degradacdo do substrato CMC foram o Scac 1, Icaf 2, Icac 1, Scaf 3 e
Icaf 1, com médias de 1 cm. Contudo, constatou-se que col6nias com pouco crescimento
apresentaram os maiores indices enzimaticos.

Estudos realizados por Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), identificaram que a zona
mais clara ao redor das coldnias corresponde ao halo indicador da degradacdo da CMC, sendo
esse halo observado em 36 linhagens, ou seja, 45% dos fungos pesquisados. Procurando-se
comparar essas linhagens, foi estabelecido um indice enzimético e por meio deste observou-se
0s mesmos resultados para os seguintes isolados: Penicillium herquei, Trichoderma hamatum,
Penicillium miczynskii, Penicillium verruculosum e Penicillium glabrum.  Resultado
semelhante foi observado em 48 linhagens de fungos isolados de aveia industrializada, que
tiveram col6nias de menor didmetro e maiores valores de atividade de celulase (NOGUEIRA,
CAVALCANTE, 1996).
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Tabela 4. Médias de indice de atividade celulolitica apresentada pelos isolados de fungos

obtidos de insetos e solos em Altamira, Para, 2012.

Isolados  Médias  Tukey*
Scaf 2 1,5717 a
Scac 2 1,4333 b
Icaf 3 1,3689 cb
Icac 2 1,2787 cd
Icaf 5 1,2639 cd
Scaf 4 1,2209 ed
Scaf 1 1,1699 ed
Icaf 4 1,1245 e

Scac 1 1,0000 f
Icaf 2 1,0000 f
Icac 1 1,0000 f
Scaf 3 1,0000 f
Icaf 1 1,0000 f

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium tém sido citadas como boas
produtoras de celulases (KURASAWA et al., 1992; CASTILHO et al., 1994; KIM et al.,
1997), e o género Penicillium tem sido constatemente utilizado como fonte de enzimas em
varios setores industrias (CARVALHO et al., 1992; TEIXEIRA, 1994).

A maioria dos fungos considerados degradadores de celulose tendem a crescer e se
desenvolver nas camadas superficiais do solo, onde ocorre maior acimulo de nutrientes
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Estudos realizados por Paul e Clark (1989) com
microrganismos, constataram que os principais responsaveis pela decomposicéo da celulose
no solo, através da acdo enzimatica, sdo os isolados dos géneros Trichoderma, Chaetomium,
Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Phoma.

A analise de variancia para a atividade lipolitica apresentou significancia de 5% e
com CV=2,21, conforme Anexo C. O teste de Tukey (Tabela 5) formou 4 grupos, onde o0s
isolados que apresentaram as melhores atividades enzimaticas foram o Scac 1, grupo a,
(Rhinocladiella sp.), o Scac 2, grupo b, (Cladosporium sphaerospermum), ambos isolados
coletados de solo em plantagdo de cacaueiro. O isolados que formam o grupo “c”
apresentaram medias que variaram de 1,25 cm (Scaf 2) a 1,14 cm (Scac 2). Os isolados Icaf 2
(Hyphopichia burtonii), Icaf 1 (Penicillium citrinum), Icac 1 (Verticillium sp.), Scaf 3
(Pseudallescheria boydii), Scaf 1 (Verticillium sp) e Scaf 4 apresentaram baixas atividades

enzimaticas para a lipase.
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Alguns fungos produtores de lipases comercialmente importantes pertencem aos
géneros Rhizopus, Geotrichum, Rhizomucor, Aspergillus, Candida e Penicillium (TAN et al.,
2003; ELLAIAH et al., 2004; LARIOS et al., 2004). A demanda industrial por novas fontes
de lipases com diferentes caracteristicas enzimaticas tém estimulado a procura de novos
isolados de microrganismos lipoliticos (VARGAS et al.,, 2004). No caso de fungos
filamentosos, a producéo de lipase varia de acordo com o isolado, com o meio de cultura e
com as condig0es de cultivo (SHARMA et al., 2001; CIHANGIR; SARIKAYA, 2004).

Tabela 5. Médias de indice de atividade lipolitica apresentada pelos isolados de fungos

obtidos de insetos e solos em Altamira, Para, 2012.

Isolados Médias Tukey*

Scac 1 1,5457 a
Scac 2 1,3968 b
Scaf 2 1,2461 c
Icaf 3 1,2344 c
Icaf 4 1,1765 cd
Icaf 5 1,1725 cd
Icac 2 1,1458 d
Icaf 2 1,0000 e
Icaf 1 1,0000 e
Scaf 1 1,0000 e
Icac 1 1,0000 e
Scaf 3 1,0000 e
Scaf 4 1,0000 e

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Para a atividade pectinolitica, a analise estatistica foi significativa a 5% para o
crescimento dos isolado no substrato pectina pH 5,0 e CVV=3,22, de acordo com a Tabela 6 e
Anexo D. O teste de Tukey formou 3 grupos a partir das medias de degradacéo dos substratos
(Tabela 6), sendo o isolado Scac 2 (C. sphaerospermum) o que se destacou na degradacéo da
desse substrato, com média de 1,55 cm de halo, seguido pelo Icaf 3 (H. burtonii), Scac 1 e
Scaf 1, do segundo grupo, com médias de 1,38 cm, 1,36 cm e 1,31 cm, respectivamente. Os
isolados Icaf 1 (P. citrinum), Icaf 2 (H. burtonii), Scaf 3 e Scaf 4 foram os que apresentaram
menores atividades enzimaticas para pectina pH 5,0.

A enzima pectinolitica ultra secretada por P. citrinum tem sido explorada
comercialmente no Japdo para a obtencdo de sabor, 0s quais sdo obtidos em milhares de

toneladas/ano e comercializados em paises asiaticos, europeus e recentemente na America,
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adicionados a condimentos e alimentos pré-preparados (FUJIMOTO et al., 1974; SAMEJIMA
etal., 1980; ZHU et al., 1996, citado por TAVARES et al., 1998).

Tabela 6. Médias de atividade pectinolitica - pectina pH 5,0 apresentada pelos isolados de

fungos obtidos de insetos e solos em Altamira, Para, 2012.

Isolados Medias Tukey*
Scac 2 1,5467 a
Icaf 3 1,3806 b
Scacl 1,3574 bc
Scaf 1 1,3071 bed
Scaf 2 1,2581 cde
Icaf 4 1,2503 cde
Icac 2 1,1972 de
Icac 1 1,1926 de
Icaf 5 1,1840 e
Icaf 2 1,0000
Icaf 1 1,0000
Scaf 3 1,0000
Scaf 4 1,0000

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

—h —h —h —h

Deve ser considerada, no entanto, a necessidade do monitoramento da producéo da
toxina citrinina durante o crescimento do fungo. Varios trabalhos tem indicado a presenca
dessa toxina em determinadas condicdes de cultivo, por outro lado, tem sido demonstrado ser
possivel a inibicdo da sintese da mesma variando-se a composicdo de meio de cultura
(GIRIDHAR; REDDY, 1997; PIMENTEL et al., 1996, citado por TAVARES et al., 1998).

A degradacdo da pectina pH 8,0 pela atividade enzimatica dos isolados de fungos
apresentou diferenca significativa com um CV=4,91 entre as médias, como pode se observar
no Anexo E. Na Tabela 7 observa-se que o teste de Tukey a 5% de probabilidade formou
quatro grupos bem definidos a partir das médias dos halos de degradacdo da pectina em pH
8,0.

O isolado Scaf 2 e Icaf 3 (H. burtonii), do grupo a, e Scac 2, do grupo b, com médias
de didmetro de halos de 2,09 cm, 1,94 cm e 1,54 cm, respectivamente, foram 0s mais
eficientes. Os isolados que apresentaram menor degradacdo desse substrato foram o Scac 1,
Icaf 2, Icaf 1, Scaf 3 e Scaf 4.

De acordo com Sorense et al. (2004), normalmente as leveduras ndo produzem ou
ndo secretam pectina metil esterase, entretanto, suas pectinases podem ser usadas na

clarificacdo de sucos e vinhos, indicando que genes codificadores de pectinases tém sido
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clonados com sucesso e introduzidos em cepas de Saccharomyces cerevisiae codificadoras de

enzimas biologicamente ativas.

Tabela 7. Médias de atividade pectinolitica - pectina pH 8,0 apresentada pelos isolados de

fungos obtidos de insetos e solo em Altamira, Para, 2012.

Isolados  Médias  Tukey*

Scaf 3 1,0000
Scaf 4 1,0000
*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Scaf 2 2,0983 a
Icaf 3 1,9456 a
Scac 2 1,5425 b
Scaf 1 1,3209 Cc
Icaf 4 1,3184 c
Icac 2 1,2926 c
Icaf 5 1,1916 c
Icac 1 1,1549 cd
Scac 1 1,0000 d
Icaf 2 1,0000 d
Icaf 1 1,0000 d

d

d

A andlise de variancia da producdo de quitinase pelos isolados de fungos estudados
foi significativa a 5% e apresentou o maior CV (47,30) em relacdo aos outros substratos
enzimaticos testados, como pode ser visualizado na Tabela 8 e Anexo F. O teste de Tukey
agrupou as médias em dois grupos, sendo bem distinto apenas o primeiro com o isolado Scaf
1, com média de 1,57 cm de degradacdo da quitina, e 0s outros 12 isolados em outro grupo
mesmo com médias variando de 0,86 cm (Scaf 2) a 0,03 cm (Scaf 3), conforme a Tabela 8.
Fungos entomopatogénicos M. anisopliae, B. bassiana e A. flavus demonstraram a produgéo
de mudltiplas isoformas de quitinases (St. LEGER et al., 1993), dependendo do tipo de
substrato presente no meio de cultura ou no ensaio enzimatico. No entanto, a producdo de
quitinases por fungos entomopatogénicos sdo ativas em pH 5,0 e em pH alcalino (PEDRAZA-
REYES; LOPEZ-ROMERO, 1989; PINTO et al., 1997; NAHAR et al., 2004 citado por
SASSA, 2008).

Na Figura 9 pode-se visualizar a atividade enzimatica de todos os isolados em fungéo
de cada substrato testado, em termos de degradagfes medidas pelos halos formados. Em uma
avaliagdo conjunta do potencial dos isolados, em termos de atividade enzimatica, observa-se
que ao se estabelecer tamanhos de halos acima de 1,0 cm de didmetro, somente os isolados

Icaf 4 e Icac 2 foram eficientes para a amilase, seguidos pela CMC, lipase, pectina pH 5,0 e
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pH 8,0. O Icaf 5, Icaf 3, Scac 2 e Scaf 2 foram eficientes para CMC, lipase, pectina pH 5,0 e

pH 8,0.

Tabela 8. Médias de atividade quitinolitica apresentada pelos isolados de fungos obtidos de

insetos e solos em Altamira, Parg, 2012.

Isolados ~ Médias  Tukey*
Scaf 1 1,5733 a
Scaf 2 0,8556 b
Scaf 4 0,8111 b
Scaf 3 0,6600 bc
Scac 2 0,5044 bc
Icac 2 0,4911 bc
Icaf 4 0,4578 bc
Icaf 5 0,3933 bc
Icaf 1 0,3622 bc
Scac 1 0,2111 bc
Icac 1 0,0689 c
Icaf 2 0,0267 c
Icaf 3 0,0267 c

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O Scaf 1 apesar de ter apresentado degradacdo dos substratos amilase e lipase iguais

ou inferiores a 1,0 cm, foi o Unico a degradar a quitinase com halo acima deste valor, além do

CMC, pectina pH 5,0 e pH 8,0. O Scaf 3 e Scaf 4 s6 apresentaram degradacao neste nivel para

0 CMC. O Scac 1 foi eficiente para lipase e pectina pH 5,0 e o Icac 1, para pectina pH 5,0 e

pH 8,0. Os isolados Icaf 1 e Icaf 2 ndo apresentaram degradacdo enzimatica maiores que 1,0
cm de didametro para os substratos testados.

Os substratos que foram degradados por maior nimero de isolados, considerando

halos maiores de 1,0 cm de diametro, séo CMC e pectina pH 5,0 com 9 isolados, pectina pH

5,0 com 8 isolados, lipase com 7 isolados, amilase com 2 isolados e quitinase, com 1 isolado.
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Figura 9. Atividades enzimaticas dos isolados de fungos obtidos de insetos e solo em diferentes substratos: a)
amilase, b) CMC, c) lipase, d) pectina pH 5,0, ) pectina pH 8,0 e, f) quitinase. Altamira, Parg, 2012.

4.6. Bioensaio contra o M. annulipes

O bioensaio realizado com os fungos Icac 1, Icac 2 e Icac 3 isolados de insetos de
cacaueiro contra 0 monaldnio, foi estatisticamente significativo a 5% de probabilidade, com
um coeficiente de variacdo de 19,03, de acordo com a Tabela 9 e Anexo H. O teste de Tukey
formou dois grupos a partir das medias da mortalidade dos insetos pelos isolados, sendo que 0

grupo “a” incluiu apenas o isolado Icac 3 por ser o Unico que causou mortalidade da praga e
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no grupo “b” os outros isolados. A mortalidade dos insetos iniciou-se a partir do segundo dia
ocorrendo uma estabilidade no oitavo dia, mas no décimo dia ainda ocorreu morte de insetos.
O percentual de mortalidade do segundo ao quarto dia ap6s a inocula¢do foi de 66%,

alcancando 96% até o décimo dia de avaliacao (Figura 10) para o isolado Icac 3.

Tabela 9. indice de mortalidade do inseto M. annulipes pelos fungos isolados de insetos de
cacaueiro. Altamira, Parg, 2012.
Isolados Meédias/% Tukey*

Icac 3 9,4 a
Icac 1 0.0 b
Icac 2 0.0 b
Controle 0.0 b

*Medias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Periodo de mortalidade de M. annulipes inoculados com Fusarium sp
120

==g==|s0lad0 === Controle
. % %
60

Porcentagem de monalonium mortos

40
20 | +
ol 0 0 0 0 0 0 0 0

Segundo diaTerceiro dia Quarto dia Quinto dia Sexto dia Sétimo dia Oitavo dia Nono dia Décimo dia

Figura 10. Porcentagem de mortalidade de M.annulipes por Fusarium sp. Altamira, Para, 2012.

Em estudos de mortalidade de Ronderosia bergi por F. verticillioides, Pelizza et al.
(2011) obtiveram indice de mortalidade de 58+6,53% em 10 dias ap0s a inoculagéo.
Majumbar et al. (2008) obteviveram maiores taxas de mortalidade em testes de laboratorio,
atingindo 80% de mortalidade com as pupas de Tetanops myopaeformis em 10 dias apds
aplicacdo, na concentragdo de 2,8 x 10° de conidios/mL de F. solani. Uma mortalidade ainda
maior foi observada por Golpalakrishnan e Narayan (1989), que relataram 100% de
mortalidade apds o tratamento com 4,8 x 10 con./mL de F. oxysporum em Pulvinaria psidii

(Hemiptera: Coccidae) em 5 dias. Além disso, uma mortalidade de 100% foi obtida dentro de
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trés dias em um teste de campo de F. oxysporum contra Nilaparvata lugens (Kuruvilla; Jacob,
1980).

Dessa forma, considera-se que o resultado obtido no bioensaio com o Fusarium sp.
contra o M. annulipes, importante praga do cacaueiro nos municipios de coleta, que foi
satisfatoria sendo esse isolado um agente promissor para o controle dessa praga nas lavouras
cacaueira, em geral. Torna-se necessario, no entanto, avaliar o indice de mortalidade da praga
nas condigdes de campo, para melhor confirmar o potencial do isolado.

Varios pesquisadores tem encontrado nos diversos paises fungos entomopatogénicos
do género Fusarium sp. Constata-se entdo, em diversos artigos, a eficacia em condi¢cbes de
campo do fungo Fusarium semitectum contra Ceratovacuna lanigera, na india; primeiro
registro de Fusarium verticillioides como um fungo entomopatogénico contra gafanhotos na
Argentina (PELIZZA, et al., 2011); descoberta de Fusarium solani como agente patogénico
ocorrendo naturalmente em larva (Diptera: Ulidiidae) e pupas da praga da raiz de beterraba,
em Dakota do Norte e Minnesota-USA.

Pesquisadores do Sri Lanka realizaram estudos sobre a patogenicidade do F.
semitectum contra diversas pragas e sua biosseguranca para organismos nao-alvo e
observaram que o entomopatégeno causou mortalidade em pragas sugadoras, tais como tripes,
acaros, pulgbes e mosca-branca. No entanto, ndo causou mortalidade em larvas de insetos
lepiddpteros, besouros joaninha, acaro predador e parasitoide larval, Apis indica, e também
ndo teve influéncia na compostagem e crescimento de Eisenia foetida. Com esses dados
concluiu-se que o F. semitectum € um isolado seletivo contra pragas sugadoras, seguro para
apicultura, sericicultura, vermicultura nas industrias de Karnataka, na india (MIKUNTHAN;
MANJUNATA, 2006).

Estudos de Arantes e Correia (1999), identificaram a diversidade de fungos
associados a Parlatoria ziziphus em citros, e a espécie de maior ocorréncia e a mais
prevalente nas coletas realizadas no interior de S&o Paulo foi a Fusarium coccophilum.
Também no interior de Sdo Paulo observou-se géneros de fungos entomopatogénicos no
controle microbiano da cochonila ortézia em todos os seus estiddios de desenvolvimento.
Nesses géneros incluem o V. lecanii, C. gloeosporioides e o Fusarium sp. (BENVENGA et
al., 2004). Mais recentemente em pomares citricolas do Estado do Para, pesquisadores
verificaram a presenca de fungos entomopatogénicos, dentre eles o Fusarium sp. sobre ninfas
de mosca-negra-dos citros (SILVA et al., 2011).
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4.7. Bioensaio contra a broca-do-café

O bioensaio realizado com os fungos isolados de insetos Icaf 3, Icaf 2, Icaf 4, Icac 2,
Icaf 1 e Icac 1 contra a broca-do-café, foi estatisticamente significativo a 5% de
probabilidade, com um coeficiente de variacdo de 22,14 de acordo com a Tabela 10 e Anexo
G. Trés grupos foram formados a partir dos indices de mortalidade dos insetos colonizados
pelos isolados. O grupo “a” inclui 0s isolados que foram mais eficientes contra a broca-do-
café, sendo que o Icaf 3 e o Icaf 2 proporcionaram as maiores mortalidade ao final das
avaliagOes, atingindo 96% e 94%, respectivamente. No grupo “b” o isolado Icaf 5 ¢
apresentaram taxa de 62% de mortalidade e o grupo “c”, os isolados Icaf 4, Icac 2, Icaf 1 e
Icac 1 com mortalidade de 34%, 28%, 28% e 26%, respectivamente, durante os 10 dias de

avaliacdo do ensaio (Figura 11).

Tabela 10. indice de mortalidade do inseto broca-do-café pelos isolados de fungos. Altamira,
Para, 2012.

Isolados Médias/% Tukey*

Icaf 3 96 a
Icaf 2 94 a
Icaf 5 62 b
Icaf 4 34 c
Icac 2 28 c
Icaf 1 28 c
Icac 1 26 c

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Em verificacOes do efeito do modo de exposi¢édo de Leptinotorsa decemlineata (Say)
ao fungo B. bassiana, Fernandez et al. (2001) observaram que as larvas pulverizadas com uma
suspensdo de conidios, apresentaram taxa de mortalidade de 76%. Santoro et al. (2007),
confirmaram em estudos feitos comparando métodos de inoculagdo, que o método de
pulverizagdo comparado com o0 método de superficie sempre foi melhor utilizando as mesmas
concentracdes de conidios. Em pulveriza¢do, um maior numero de conidios entra em contato
com o corpo inteiro do inseto, com possibilidade de germinacdo e penetracdo, 0 que aumenta
a mortalidade.
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65

Durante o bioensaio, ap0s a inoculacdo, observou-se alguns sintomas nos insetos
como a diminuicdo dos movimentos, depois eles ficaram com a face ventral para cima e as
pernas afastadas do corpo e apds a morte ficou rigido, detalhes estes também observados por
IEDE (2010), além de observar que o inseto quando entra em contato com o isolado a
penetracdo deste ocorre principalmente nos pontos frageis, ou seja, nas regides
intersegmentais do corpo e tarsos, 0 mesmo visualizou Santoro (2007) no bioensaio com 0
isolado B. bassiana contra os adultos de A. diaperinus. Esses resultados estdo de acordo com
BUSTILLO et al. (1999) que verificaram em relacdo a dinamica de fungos na cultura do café,
gue B. bassiana comeca a atuar em adultos de H. hampei apos cinco dias de aplicacéo.

Analisando-se a distribuicdo de mortalidade de adultos de A. diaperinus pelo isolado
de B. bassiana, foi possivel verificar que os insetos comegaram a morrer a partir do segundo e
terceiro dias ap0s o contato com o indculo. Os picos de mortalidade ocorreram entre o quarto,
quinto e sexto dias, com tendéncia a se estabilizar a partir do sétimo e oitavo dias
(SANTORO, 2007).

A distribuicdo da mortalidade no decorrer do tempo pode variar conforme a espécie
estudada, como no trabalho de Andalo et al. (2004), que observaram que para cochonilha
Dysmicoccus texensis (Tinsley), o inicio da mortalidade por B. bassiana ocorreu no sexto dia
e estabilizou-se no décimo. Para Atta sexdens sexdens (Linnaeus), a mortalidade por B.
bassiana ocorreu a partir do segundo dia e parou ao sétimo dia ap6s a inoculacdo
(LOUREIRO; MONTEIRO, 2005).

Em avaliagbes da suscetibilidade de ninfas de Diaphorina citri a fungos
entomopatogénicos, Loureiro (2004) observou picos de mortalidade a partir do 4° dia da
inoculacdo. Favaro (2006) em seu estudo com Beauveria sp. sobre psilideo-de-concha
Glycaspis brimblecombei identificou picos de mortalidade a partir do 2° dia, enquanto que
Puterka et al., (1994) relataram o tempo médio de mortalidade por volta do 3° dia. Tanzini
(2002), Lopes (1999) e Neves (1998) também constataram que 0s maiores indices de
mortalidade com B. bassiana ocorrem apés o 3°dia de inoculagéo dos isolados testados.

O tempo letal para matar 50% (TLsp) da populagéo de insetos, com inoculagdo na
concentracéo de 1x108, foi de 4 dias para o isolado Icaf 2, 5 dias para o isolado Icaf 3 e 6 dias
para o isolado Icaf 5, com 28, 29 e 29 insetos mortos, respectivamente, de um total de 50
(Figura 10). O tempo letal para o trabalho de GASSEN (2006), para a mesma concentracdo
foi de 2,94 dias. Loureiro (2001) avaliou a patogenicidade de fungos entomopatogénicos aos
Hemipteros Aphis gossypii e Myzus persicae. O autor verificou para A. gossypii, que a
concentracdo de 1,0 x 10° con./mL de B. bassiana foi mais eficiente, com tempo letal de 2,39
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dias e para M. persicae o fungo M. anisopliae mostrou-se mais virulento na concentracéo de
1x10® con./mL, com TLso de 1,76 dias. Estudos mostraram que existe diferenca na viruléncia
entre conidios produzidos em diferentes meios, por isso, € importante utilizar nos testes de
selecdo, 0 mesmo meio de cultura que sera utilizado para produzir o fungo em larga escala
para sua aplicagdo em campo.

As espécies de fungos testadas mostraram-se patogénicas, no entanto, o patégeno
mais eficiente contra a broca-do-café foi o isolado Hyphopichia burtonii, pois apresentou
mortalidade confirmada muito maior que as dos outros fungos testados. Para a concentracao
1x108, a mortalidade obtida foi de 95%. O mesmo ocorreu com GASSEN, 2006 quando
testou o fungo B. bassiana contra psilideo da goiabeira Triozoida sp., 0 qual ocorreu maior
mortalidade atingindo 67%. Testando diversas concentracfes, 0s autores observaram que a
concentracdo de 1,0 x 10° conidios/mL foi mais eficiente e provocou efeito letal mais
rapidamente quando testada com V. lecanii contra ninfas de C. atlantica, causando
mortalidade de 86% (LOUREIRO et al., 2004).

Segundo Chandrashekhar et al., (1990) foram feitas avaliacbes do efeito de
micotoxinas no comportamento e sobrevivéncia de baratas. A toxina citrinina produzida pelo
fungo Penicillium citrinum, quando injetada na hemocele, causa distdrbios nervosos que
afetam a postura, locomogé&o e agilidade e leva a morte dos insetos.

Os isolados estudados demonstraram potencial importante para serem introduzidos em
programas de biocontrole, com perspectivas de resultados promissores para controle
microbiano, reforcando a idéia de que novas espécies com potencial podem ser isoladas em

regides ndo exploradas ou estudadas;
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5. CONCLUSOES

Os fungos isolados de solo se destacaram na degradagdo dos substratos CMC, lipase,
pectina pH 5,0, pectina pH 8,0 e quitina. Os melhores isolados para degradacao foram
Scaf 2, Scac 1, Scac 2, Scaf 2 e Scaf 1 respectivamente;

Os isolados Icaf 2 e Icaf 3, ambos H. burtonii, e Icaf 5 sdo agentes promissores para o
controle microbiano da broca-do-café H. hampei;

O isolado Icac 3 (Fusarium sp.) € um agente promissor para o controle do M.

annulipes.
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ANEXO A - Tabela 11. Analise de variancia para o resultado da atividade amililolitica dos

isolados de fungos. Altamira, Pard, 2012.

Fonte de Variacédo G.raus de  Somade Quafjrtaldos F Pr>F
Liberdade Quadrados  Médios

Tratamentos 12 0,05924 0,00494  189,26* <0,0001

Residuo 26 0,00068 0,00003

Total 38 0,05992

CVv 0,50239
*Significativo a 5% de probabilidade.

ANEXO B - Tabela 12. Analise de variancia para o resultado da atividade celulolitica dos

isolados de fungos. Altamira, Para, 2012.

Fonte de Variagéo G_raus de  Somade Quafjrgdos F Pr>F
Liberdade Quadrados  Meédios

Tratamentos 12 1,30877 0,10906 79,13* <0,0001

Residuo 26 0,03583 0,00138

Total 38 1,34459

CcVv 3,12739
*Significativo a 5% de probabilidade.

ANEXO C - Tabela 13. Analise de variancia para o resultado da atividade lipolitica dos

isolados de fungos. Altamira, Para, 2012.

Fonte de Variagédo Qraus de  Soma de Quafjrtados F Pr>F
Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 12 1,10999 0,09249  144,06* <0,0001
Residuo 26 0,01669 0,00064
Total 38 1,12669
CVv 2,2082

*Significativo a 5% de probabilidade.
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ANEXO D - Tabela 14. Anélise de variancia para o resultado da atividade pectinolitica pH

5,0 dos isolados de fungos. Altamira, Para, 2012.

Fonte de Variagéo Qraus de  Somade Quafjrtaldos F Pr>F
Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 12 1,06478 0,08873 59,03* <0,0001
Residuo 26 0,03908 0,00150
Total 38 1,10386
CVv 3,2156

*Significativo a 5% de probabilidade.

ANEXO E - Tabela 15. Analise de variancia para o resultado da atividade pectinolitica pH 8,0

dos isolados de fungos. Altamira, Parg, 2012.

Fonte de Variacédo Qraus de  Somade Quafjrgdos F Pr>F
Liberdade Quadrados  Médios

Tratamento 12 4,78929 0,39911 98,39* < 10,0001

Residuo 26 0,10547 0,00406

Total 38 4,89475

CcVv 4,90944
*Significativo a 5% de probabilidade.

ANEXO F - Tabela 16. Analise de variancia para o resultado da atividade quitinolitica dos

isolados de fungos. Altamira, Para, 2012.

Fonte de Variagéo C?raus de  Somade Quafjrgdos F Pr>F
Liberdade Quadrados  Médios

Tratamento 12 6,45073 0,53756  9,78* < 0,0001

Residuo 26 1,42841 0,05494

Total 38 7,87914

CcVv 47,2986
*Significativo a 5% de probabilidade.
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ANEXO G - Tabela 17. Analise de variancia para o resultado do bioensaio dos isolados

contra a broca-do-café. Altamira, Para, 2012.

Fonte de Variacédo G.raus de  Soma de Quafjrtaldos F Pr>F
Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 7 41.840 5977.14 57.61* <.0001
Residuo 32 33.200 103.75
Total 39 45.160
CVv 22.140

*Significativo a 5% de probabilidade.

ANEXO H - Tabela 18. Analise de variancia para o resultado do bioensaio dos isolados de

fungo contra o Monalonium. Altamira, Para, 2012.

Fonte de Variacéo G_raus de  Soma de Quafjrgdos F Pr>F
Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 3 331.350 110,450 552,250* <.0001
Residuo 16 3,200 0,200
Total 19 334,550
CV 19,03

*Significativo a 5% de probabilidade.



