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RESUMO

BRITO, Eliane Souza Gomes, Dsc. ; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2011. Avaliacdo de fungos entomopatogénicos para
o controle da cochonilha do  carmim Dactylopius  opuntiae,
(Hemiptera:Dactylopiidae).  Orientador: Prof. Richard lan Samuels. Co-
orientador: Pesq . Carlos Alberto Tudo Gava.

O controle da cochonilha-do-carmim, Dactylopius opuntiae € um grande desafio
para os produtores de palma forrageira no semi-arido brasileiro. O presente
estudo aborda o uso de fungos entomopatogénicos como possiveis agentes de
controle biologico para D. opuntiae. Os ensaios foram realizados em condi¢des de
campo e de laboratério simultaneamente, avaliando o potencial de isolados de
fungos entomopatogénicos sobre as fases de ninfa e fémeas adultas. Foram
testados isolados de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
sp., Lecanicilium lecanni e dois isolados provenientes de epizootias naturais,
Fusarium sp. e Cladosporium sp. Em laborat6rio e campo a aplicagdo do in6culo
foi efetuada de forma direta (1x107, 1x108, 1x10° conidios/ mL) combinado com
Oleo vegetal (8%) sobre fémeas adultas e ninfas. Isolados provenientes de
epizootias naturais ndo demonstraram patogénicidade a nenhuma das fases de
desenvolvimento de D. opuntiae. No laboratério, dentre os 26 isolados de fungos
testados, 12 foram patogénicos a fémeas adultas e 14 a ninfas. A concentragao
mais efetiva sobre ambas as fases foi 1x10°, no entanto somente os isolados
CG24 e LBC 55 diferiram significativamente entre as concentragées sobre fémeas
adultas, DLso 9,03 x 10%e 2,26 x 10’ respectivamente. Os melhores resultados de
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DLso obtidos contra ninfas foram: LPP19 (1,83 x 10°), CG24 (6,21 x 10°) e LCB55
(3,85 x 10°). Todos os isolados testados, foram sensiveis a radiacdo natural, no
entanto os isolados LCB55 e LCB62 apresentaram respectivamente 83,9% e
15,4% de germinacao apo6s 48 h de incubacéao. Os isolados com maior tolerancia
a diferentes temperaturas foram LCB61 e LCB62 apresentando respectivamente
88,28% e 35,15% de germinacao aos 30°C, porém aos 35°C somente o isolado
LCB61 foi tolerante com 85,24% de germinacdo. Estudos sobre atividade
enzimatica mostraram que os niveis mais elevados de atividade de tripsina foram
associados com isolado LCB53. Cinco atividades proteoliticas foram visualizadas
com diferentes massas moleculares usando géis de atividade SDS-PAGE. Os
isolados LPP19 e LCB55 expressaram duas principais proteases de elevada
massa molecular, embora com menor atividade global que LCB53. Quanto aos
isolados LCB52 e LCB62 apenas demonstraram atividade traco "em gel". No
entanto, atividade de lipase foi detectada apenas em filtrados da cultura de LCB62
e LCB55 quando utilizado azeite como substrato. O estudo da mirmecofauna
presente nas areas de palma forrageira infestadas por D. opuntiae, realizado por
meio de armadilhas do tipo “Pit-fall” e armadilhas contendo atrativos alimentares
(sardinha e goiabada), revelou a presenca de 28 espécies de formigas nas areas
infestadas. No municipio de Sertdnia, a espécie mais abundante foi
Crematogaster sp. (1825 exemplares), seguida das espécies Brachimyrmex pictus
(808 exemplares), O municipio de Dormentes também apresentou abundancia de
espécies, Dorymyrmex sp.1 (1329 exemplares) e Pheidole sp.4 (865 exemplares).
O municipio de Serrita, no entanto apresentou como mais abundantes as
espécies Camponotus sp. (542 exemplares), Pheidole sp. 4 (356 exemplares) e
Solenopsis sp. (188 exemplares). Estudos mais detalhados sobre o padrdo de
predacdo de D. opuntiae pelas espécies de formigas amostradas poderiam

revelar mais claramente seu potencial no controle biolégico desta praga.
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ABSTRACT

BRITO, Eliane Souza Gomes, DSc. ; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. February, 2011. Evaluation of entomopathogenic fungi for the
control of scale insect Dactylopius opuntiae, (Hemiptera:Dactylopiidae). Adviser:
Prof. Dr. Richard lan Samuels. Co-adviser: Dr. Carlos Alberto Tudao Gava.

The control of the scale insect, Dactylopius opuntiae, is a great challenge in the
production of cactus in the semi-arid regions of Brazil. The present study
investigated the possible use of entomopatogenic fungi as biological control
agents of D. opuntiae. The tests were carried out under laboratory and field
conditions simultaneously, evaluating the potential of a range of isolates
entomopatogenic fungi on the nymphs and adult females. Isolates of Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces sp., Lecanicilium lecanni and two
isolates from naturally occuring epizootics, Fusarium sp. and Cladosporium sp. In
the laboratory and field, applications of conidia were carried out by direct
application (1x10”, 1x10®, 1x10° conidios / mL) combined with vegetable oil (8%)
against adult females and nymphs. Isolates from natural epizootics were not
pathogenic to any of the developmental phases of D. opuntiae. In the laboratory,
among the 26 isolates tested, 12 were pathogenic to adult females and 14 to
nymphs. The most effective concentration against both phases was 1x10°
however only isolate CG24 and LBC 55 differed significantly among the
concentrations against adult females, the DLsy was 9.03 x 10® and 2.26 x 10’
,respectively. The best results for DLsy obtained against nymphs were: LPP19
(1.83 x 10%), CG24 (6.21 x 10°%) and LCB55 (3.85 x 10°). All the isolate tested were
sensitive to natural radiation, however isolate LCB55 and LCB62 presented 83.%
and 15.% germination,respectively after 48 h incubation. The isolates with greater
tolerance to different temperatures were LCB61 and LCB62 presenting 88.28%
and 35.15% germination respectively at 30°C, however at 35°C only the isolate
LCB61 was tolerant with 85.24% germination. Studies of the enzymatic activity
showed that the highest levels of trypsin activity were associated with isolate
LCB53. Five proteolytic activities were visualized with different molecular masses
using SDS-PAGE activity gels. Isolates LPP19 and LCB55 expressed two major
proteases with high molecular mass, although with lower global activity than
LCB53. LCB52 and LCB62 had trace activity "in gel". However, lipase activity was
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only detected in culture filtrates of LCB62 and LCB55 when using olive oil as
substrate. The study of the mirmecofauna present in the areas of cactus palm
infested with D. opuntiae, monitored using “Pit-fall” traps and traps containing food
baits (sardine and jam), demonstrated the presence of 28 species of ants in the
infested areas. In the district of Sertania, the most abundant species was
Crematogaster sp (1825 samples), followed by Brachimyrmex pictus (808
samples). The district of Dormentes also showed an abundance of species,
Dorymyrmex sp.1 (1329 samples) and Pheidole sp.4 (865 samples). However in
the district of Serrita, Camponotus sp. (542 samples), Pheidole sp. 4 (356
samples) and Solenopsis sp. (188 samples) were the most abundant species.
More detailed studies on the pattern of predation of D. opuntiae by the species of

ants sampled could reveal their potential as possible biological control of this pest.



1. INTRODUGAO

O semi-arido brasileiro ocupa 86% da regido Nordeste e caracteriza-se por
apresentar um periodo chuvoso, no qual as pastagens sao abundantes e de boa
qualidade nutritiva, todavia, na época da seca ocorre uma reducao na capacidade
de suporte das mesmas, em virtude da baixa disponibilidade e comprometimento
da qualidade da forragem, decorrente de sua lignificacdo (Aradjo Filho et al.,
1998).

A pecudria estd entre as principais atividades agricolas desenvolvidas nas
regidbes semi-aridas nordestinas. A regido Nordeste do Brasil apresenta um
rebanho bovino de 25.966.000 cabecas, 9.331.000 ovinos e 8.712.000 caprinos,
representando 13,0 %, 58,0 %, e 93,0 % do rebanho brasileiro, respectivamente
(IBGE, 2004). A estacionalidade da produgéo de forragens é um fator limitante da
producdo animal, presente em quase todas as regides agropastoris do Brasil e,
mais acentuada na Regiao Nordeste, devido a irregularidade de distribuicdo das
chuvas, sendo necessario buscar alternativas para a alimentagdo do rebanho
(Lima et al., 2004; Lopes et al., 2007).

A palma forrageira, introduzida na regido do Semi-Arido Nordestino no
século XIX (Silva & Santos, 2006) ocupa atualmente uma area de 550.000 ha,
constitui-se a base da alimentacdo dos rebanhos caprinos, ovinos e bovinos,
sendo indispensavel nas cadeias produtoras de leite e carne da regiao. A palma
forrageira, além do seu valor energético na dieta dos rebanhos contribui com
niveis de carboidratos néo fibrosos em torno de 61.79% (Wanderley et al., 2002),
elevados teores de sais minerais e participando em até 40% da matéria seca
consumida. Outro fator relevante € a grande quantidade de agua acumulada nos
seus cladddios, detalhe que nao pode ser esquecido por contribuir no
fornecimento de 4gua aos animais durante o periodo seco do ano (Santos et al.,
1997).



A cochonilha do carmim Dactylopius opuntiae, uma praga de elevado
potencial bidtico tem dizimado as areas de cultivo de palma forrageira (Opuntia
ficusindica Mill) ha aproximadamente 13 anos. As cultivares mais plantadas no
Semi-Arido tém apresentado infestages alarmantes desta praga. Os ataques
ocorrem no periodo seco do ano e sdo muito intensos. O enfraquecimento das
plantas decorrente do ataque, associado a ocorréncia de patdgenos, causa
perdas que podem chegar a 100%. O manejo desta praga nao tem sido eficaz e
os custos elevados o inviabiliza. Atualmente ha cerca de 112 municipios afetados
pela praga, considerada A2 pelo MAPA, levando os produtores a venderem o0s
seus rebanhos e abandonar suas terras para sobreviver nas periferias das
cidades (Araujo, 2005).

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- Principais pragas da cultura da palma forrageira no nordeste brasileiro

Na regidao nordeste do Brasil as pragas que ocorrem com maior freqiiéncia e
causam danos significativos a palma forrageira sdo as cochonilhas Diaspis
echinocacti (Bouché, 1833) (Hemiptera: Diaspididae), conhecidas vulgarmente
por cochonilha de escama, piolho ou mofo da palma e a Dactylopius opuntia
(Hemiptera: Dactylopidae) conhecida vulgarmente por “léndea branca” ou

cochonilha-do-carmim.
2.2- Cochonilha de escama Diaspis echinocacti (Bouché, 1833)

O primeiro registro da Cochonilha de escama Diaspis echinocacti na regiao

Nordeste foi em 1966, no municipio de S&o Bento do Una, no estado de



Pernambuco. Atualmente se encontra nos estados, Pernambuco, Paraiba, e
Cearéa (Santos et al., 2006).

A medida de controle mais eficaz é a prevencao de infestacbes através da
obtencdo de material propagativo idéneo, livre da praga e em casos de areas ja
formadas onde ocorre infestacdo deve-se proceder com a destruicdo do foco,
queimando plantas infestadas (Silva, 1990; Warumby et al., 1993).

Segundo Santos et al., (2006), dentre as espécies de inimigos naturais da
cochonilha de escama se destacam: Plagiomerus cyaneus (Hymenoptera,
Encyrtidae), Prospaltella aurantii (Hymenoptera, Aphelinidae), ambos parasitdides
e as principais espécies de predadores sao: Coccidophilus citricola, Chilocorus
nigrita, Zagreus bimaculosus, Pentilia egena, Pentilia sp., Zagloba beautimonti,
Zagloba sp. € Calloeneis sp todas pertencentes a ordem Colebptera, familia
Coccinellidae, além de uma espécie de Diptera da familia Syrphidae,
Salpingogaster conopida.

2.3- Cochonilha-do-carmim: Espécies do género Dactylopius

Outra praga que vem preocupando os produtores de palma forrageira é a
cochonilha do carmim Dactylopius opuntiae Cockerel, 1899 (Hemiptera:
Sternorryncha: Dactylopiidae), mundialmente conhecida por produzir o carmim,
um importante corante largamente utilizado pela industria alimenticia, cosmética,
farmacéutica, téxtil entre outros setores (Rodriguez e Niemeyer 2000; Mendez-
Gallegos et al., 2003; Portillo 2005). Este inseto é uma praga especifica das
espécies de cactaceas Opuntia sp. € Nopalea, sendo Opuntia ficus-indica (L.) Mill
seu hospedeiro preferencial. Estima-se que esta praga tenha atingido
aproximadamente 20 % da éarea de palma plantada no semi-arido brasileiro,
acumulando um prejuizo de cerca de R$ 140 milhdes (Lopes et al., 2001; Bahe,
2007).

Dentre as espécies do género Dactylopius tem-se, D. tomentosus Lamark
1801, D. confusus Cockerell 1893 e D. opuntiae Cockerell 1896 ; D. ceylonicus
Green 1896 , D. confertus De Lotto 1974, D. austrinus De Lotto 1974, D.



salmianus De Lotto 1974, D. zimmermanni De Lotto 1974 e D. coccus Costa 1829
(Rodriguez et. al., 2001; Portillo 2005). No entanto, a espécie Dactylopius coccus
€ considerada a mais produtiva em termos de exploracdao comercial de carmim,
sendo popularmente conhecida como “grana fina” e as demais como silvestres
(Diodato et al., 2004).

Das espécies do género Dactylopius conhecidas trés sao citadas no
Quarto Catélogo dos Insetos que vivem nas plantas do Brasil (Silva et al., 1968),
sendo nativas no territério nacional, D. ceylonicus, D. indicus e D. subterraneus.
Existem relatos de Domingues (1963) e Correia (1984), citados por Santos et al.,
(2006) de que a cochonilha encontrada nas cactaceas da Caatinga no Sertdo
Nordestino foi trazida para o Brasil pelos portugueses na época da colonizagéo,
juntamente com as cactaceas exdticas para criagdo e produgdo do corante
natural. Constam na literatura ainda registros de infestagdo de areas na Australia
a partir do Brasil por volta de 1788, levada pelos ingleses junto com a Opuntia
vulgaris, visando a produc¢ao de carmim, entdo dominada pela Espanha (Julien e
Grifiths, 1998). Entretanto, até o final do século passado nunca houve relatos de
infestacbes tao catastroficas como atualmente se vé em plantios de palma nos
estados de Pernambuco e Paraiba.

Evidéncias levam a crer que ha uma diversidade de espécies do género
Dactylopius presentes nas areas infestadas da regido Nordeste, alguns autores
relatam variagdes comportamentais e morfolégicas nas populacées analisadas
(Passos, 2007; Lopes, 2001; Carvalho, 2007). A principio acreditava-se que a
populacao predominante de cochonilhas era de D. ceylonicus, sendo mais tarde
confirmada como D. opuntiae (Lopes, 2007).

Segundo Arruda e Cavalcante (2000), espécies do género Dactylopius
ocorrem naturalmente nas caatingas nordestinas, vivendo sobre palmas nativas

principalmente nos estados de Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba.



2.4 — Relacao custo beneficio entre o cultivo de palma forrageira e/ou corante

carmim

Conforme divulgado pelo Sebrae (2005), a extracdo de carmim no sertdao
nordestino poderia ser uma oportunidade de negécios. Com base nos dados
contidos no site, o uso do carmim teria uma tendéncia de crescimento em nivel
mundial, uma vez que este corante vem sendo largamente utilizado,
principalmente na industria de alimentos, presente na maioria das gelatinas e
iogurtes vermelhos, no sorvete de morango e até em embutidos de carne,
movimentando anualmente no mundo cerca de US$ 75 milhdes.

De acordo com dados fornecidos pela Emepa, a cotacdo do carmim é
controlada por uma instituicdo criada para este fim denominada Organizacion
Mundial de la Cochinilla y el Carmin. O preco médio girava em torno de US$
18,00 /kg de cochonilha seca, matéria-prima para extracdo do acido carminico
(produto comercial). O preco atualmente gira em torno de US$80,00 a US$

100,00 dependendo da oferta. Segundo Lopes et al (2001), no periodo de

exploragdo de carmim em Sertania/PE, a empressa Firace — Corantes Naturais,
entdo estabelecida na regido, oferecia R$2,5/Kg de cochonilha seca, muito
abaixo do valor cotado internacionalmente. Além disso, a espécie predominante
na regidao, D. opuntiae é pouco comercial, pois seu rendimento de acido
carminico € muito inferior ao da espécie D. coccus, comumente cultivada nos
paises onde se tém tradicdo em produzir carmim. Todos estes fatores
inviabilizaram a extracdo de carmim nesta regido.

Considerando que a regiao é tradicionalmente produtora de palma
forrageira, sendo inclusive cultivada em pequenas propriedades para ser
comercializada nos periodos de escassez de chuvas, chegando a custar cerca de
R$ 100,00 e 200,00 a tonelada, com uma producdo média de 100 toneladas por
hectare. Comparativamente a producdo de cochonilha seca em um hectare de
palma é em média de 400 Kg, a qual era comercializada por R$ 2,50/ Kg,
resultando em um faturamento de R$ 1000,00. Com base nestes dados é

possivel concluir que na realidade do Sertdo Nordestino é mais rentavel produzir



palma. Ao considerar ainda a voracidade da espécie de cochonilha estabelecida
nesta regido, a adocdo de medidas de combate desta praga tem carater de
urgéncia, pois vem exterminando todas as areas de palma, principal fonte de
alimento para os rebanhos bovinos, caprinos, ovinos durante as secas

prolongadas do Nordeste (Lopes et al., 2008; Silva et al., 2007).

2.5 — Métodos de controle

2.5.1 — Surfactantes

Inimeras tentativas de controle vém sendo testadas visando conter a
infestacdo e disseminacdo de D. opuntiae. Foram realizados ensaios com
produtos alternativos como sabdo e detergente neutro para o controle de D.
opuntiae, mas segundo Carvalho (2007) este método € pouco funcional por
apresentar algumas limitagdes, principalmente pelo alto custo.

A concentracao recomendada de sabao ou de detergente neutro é 2 a 5%,
considerando um preco médio de R$5,00 Kg' e R$4,00 L™, respectivamente,
para uma quantidade de 400 g (mL)/ bomba de 20 L . Em uma area com baixa
densidade de plantas (25.000 ha™), com uma altura média de 1,6 a 2,0 m com
aplicacao com cobertura de toda a planta em ambos os lados 0 consumo médio
¢ de 1.6000 litros de calda. Considerando ainda que as populagbes mais
elevadas da praga ocorrem em plena época de escassez de agua, que neste
periodo chega a custar em média R$ 75,00 m® acrescido do valor dos produtos
entre R$ 160,00 a R$ 128,00 e ainda somado a mao-de-obra para aplicagdo que
custa em torno de R$ 60,00 por aplicador por dia (pelo menos 4 aplicadores ha)
totalizando R$308,00 a R$ 348,00 por aplicacdo, recomenda-se que se fagcam em
média sete pulverizacbes por ano, sendo assim o custo total de um controle
alternativo para D. opuntiae custaria ao produtor entre R$ 2.156,00 a R$ 2.436,00

aproximadamente. Enquanto que um hectare de palma custa em média para



venda direta entre R$ 2.000,00 a R$ 3.000,00 e a producdo é bianual (Gava,
comunicagao pessoal).

2.5.2 — Controle cultural

Outras medidas foram recomendadas para tentar controlar D. opuntiae
dentre tais como controle cultural, o qual consiste na aquisicdo de material
vegetal (palma) oriundo de regides onde a praga nao ocorre, eliminagdo dos
primeiros focos, realizar o raleio em plantios adensados para facilitar a eliminacéao
da praga e a destruicdo de plantios de palma abandonados com focos de D.

opuntiae.

2.5.3 — Vigilancia sanitaria e combate cochonilha-do-carmim (D. opuntiae)

Medidas legais também foram adotadas por meio da vigildncia sanitaria,

impedindo o transito de material considerado infestado ou oriundo de locais
infestados (plantas e animais) para areas consideradas livres de D. opuntiae.

Com a Instrucdo Normativa n® 52 de 20 de Novembro de 2007 foi
estabelecida a lista de pragas quarentendrias ausentes no territério nacional
denominada A1 e pragas quarentenarias presentes no territério nacional
denominada A2 (Mapa, 2008).

2.5.4 - Inimigos naturais de Dactylopius opuntiae no Brasil

Em amostragens realizadas em diferentes regides dos estados de
Pernambuco e Paraiba foi constatada a presenca de Exochomus bimaculosos
(Mulsant) (Coleoptera: Coccinelidae) Coccidophilus citricola Bréthes, Chilocorus
nigrita (Fabricius), Pentilia sp., Zagloba sp., Calloeneis sp. (Coleoptera:
Coccinelidae) e o sirfideo Salpingogaster conopida (Philipi) (Diptera: Syrphidae)
(Santos et al., 2006), estes insetos no entanto sao citados associados a
cochonilha-de-escama, Diaspis echinocacti (Bouché) (Hemiptera: Diaspididae)



que também ocorre em palma forrageira. Dentre os insetos anteriormente
listados, E. bimaculosus e exemplares do género Chrysoperla foram encontrados
predando espécies do género Dactylopius no estado de Pernambuco (Giolo,
comunicacao pessoal). Em inspecdes realizadas em areas de restinga dos
estados de Santa Catarina e Espirito Santo Cryptolaemus sp. foi verificada
predando D. ceylonicus (Silva et al., 2008).

Dentre os inimigos naturais encontrados no Brasil poucos sao explorados
em programas de controle biolégico, pois pouco se sabe sobre aspectos relativos
a sua biologia, ecologia, sistematica entre outros fatores essenciais envolvidos

nos processos de producgao, liberagdo e manejo destes inimigos naturais.

2.5.5 — Controle biolégico classico de Dactilopius opuntiae

Projetos em andamento tém adotado a abordagem de introdugdo de
inimigos naturais oriundos das areas com ocorréncia da praga. Dentre estes
inimigos naturais promissores para o controle de D. opuntiae ha a joaninha
predadora Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae), que é
oriunda da Australia e foi importada do Chile em 1998 pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (CNPMF). Esta joaninha predadora vem sendo utilizada com
relativo sucesso em varios programas de controle biolégico de diversas espécies
de cochonilhas em todo o mundo (Heidari & Copland, 1992; Mani &
Krishnamoorthy, 2002).

O México é tido como centro de origem da cochonilha-do-carmim, sendo
comum a ocorréncia das espécies de coccinelideos, predadores de D. coccus,
Hyperaspis trifurcata Schaeffer e Chilocorus cacti (L.), consideradas pragas neste
pais, pois se trata de uma regiao onde se cultiva D. coccus para a extracdao do
carmim (Portillo & Vigueras, 1998). Os procedimentos legais para a importacao
das citadas espécies estdao sendo realizados pela equipe do Laboratério de
Quarentena de Insetos da Embrapa Meio Ambiente (Gava Embrapa,
comunicacao pessoal).



2.6. Uso de Fungos Entomopatogénicos contra Dactilopius opuntiae

Por se tratar de uma praga muito importante para a cultura da palma, faz-se
necessario o desenvolvimento de medidas eficazes de controle. No entanto, o
uso de agroquimicos nao é uma pratica exequivel, uma vez que ndo ha produtos
registrados para o controle desta praga (Carvalho et al., 2005), além de ser
oneroso e arriscado, podendo promover a ressurgéncia e ainda tornar a
populacdo de D. opuntiae resistente a aplicacdo dos produtos inicialmente
considerados eficientes.

Dentre os agentes de controle biologico, os fungos entomopatogénicos
podem representar uma alternativa no controle da cochonilha do carmim devido a
algumas particularidades que os diferenciam dos demais patégenos, infectando
uma vasta gama de hospedeiros nos mais diversificados ambientes (Hajek & St.
Leger, 2004). Além de sua capacidade de atingir todos o0s estagios de
desenvolvimento do hospedeiro penetrando por diversas vias predominantemente
pelo tegumento sendo capaz de se dispersar horizontalmente (Alves & Lopes
2008). Outro aspecto relevante é a variabilidade genética desses
entomopatégenos, o que pode ser considerada uma das suas principais
vantagens no controle microbiano de insetos (Alves, 1998).

O género Dactylopius tem como caracteristica tipica a presenca de uma
camada protetora constituida por substancias gordurosas e cerosas que possuem
a capacidade de repelir solucbes aquosas. Segundo Carvalho et al. (2005), esta
caracteristica bioguimica é uma das responsaveis pela ineficiéncia de produtos
alternativos classicos como fungos e extratos de plantas que apesar de eficientes
sob outras circunstancias, ndo conseguem transpor as camadas de cera e
gordura e atingir os individuos localizados no interior da colénia.

O tegumento, constituido pela cuticula, epiderme e membrana basal, é
considerado a maior barreira a penetracdo dos fungos entomapatogénicos,

conferindo aos insetos prote¢cdo mecanica, quimica e bioldgica. O processo de
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infeccdo de insetos por fungos entomapatogénicos pode ser descrito
resumidamente se iniciando pelo contato dos conidios do fungo com a cuticula do
inseto, posteriormente ocorre a germinacao dando origem ao tubo germinativo e
0s apressoérios, 0s quais possuem capacidade de penetrar a cuticula do inseto
por meio de pressdao mecanica e quimica, por meio de enzimas capazes de
degradar os componentes da cuticula. Atingindo a hemolinfa o fungo se nutre e
produz toxinas que afetam as células do hospedeiro levando-o a morte (Tiago &
Furlaneto, 2003; Azevedo, 1998; Alves 1998).

Embora existam dificuldades, os fungos entomapatogénicos tém
conquistado espaco no mercado. Alguns programas de controle microbianos
bem-sucedidos pelo mundo e a demanda cada vez maior de produtos menos
poluentes ao meio ambiente reforcam esta tendéncia. O mercado latino-
americano de inseticidas microbianos vem expandindo embora de modo ainda
insipiente, considerando que a venda de produtos a base de fungos néo supere
US$ 20 milhdes por ano na América Latina. No Brasil, no entanto, o faturamento
com inseticidas microbianos tem crescido consideravelmente. Em 1998 as
vendas atingiram em torno de US$ 1 milhdo (Alves, 1998), passando em 2006 a
faturar em torno de US$ 10 milhdes (Alves & Lopes, 2008).

2.6.1 - Interacoes fungo-hospedeiro

Diversos eventos compdem o ciclo das relagdes fungo-hospedeiro tais
como adesao, germinacao, formacao do apressério e grampo de penetracao,
penetracdo, colonizagdo e reproducdo. Durante estes eventos os fungos
entomopatogénicos apresentam fatores de viruléncia, incluindo a produgéo de
enzimas. Estudos relacionados a producdo, destas enzimas em especial as
proteases, quitinases e lipases tém sido realizados, e permitirdo a elucidagao dos
fatores envolvidos na interagao fungo-hospedeiro.

Considerando a complexidade da camada protetora do inseto em estudo, 0
conhecimento dos fatores envolvidos no processo de infeccdo pode ser decisivo

na tomada de decisédo frente a escolha do melhor fungo para efetivo controle da
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referida praga. A principio, serao considerados na relacao patégeno-hospedeiro a
producao de proteases e lipases pelos fungos testados associando seu aparato
enzimatico a fatores de patogenicidade e viruléncia.

2 .6.2- Enzimas degradadoras da cuticula

A relacdo entre a viruléncia dos fungos entomapatogénicos com a
producdo de enzimas que degradam a cuticula vem sendo investigada. Muitos
genes e enzimas tém sido caracterizados e estudados visando verificar sua
participacdo no processo de infeccdo (St Leger et al., 1986a ; Bidochka &
Kachatourians, 1988; Bogo et al., 1998; Moraes et al., 2003; Silva et al., 2004;
Bittencourt et al., 2004).

A adeséao propriamente dita € o resultado do reconhecimento da estrutura

cuticular do hospedeiro pelo conidio. Este evento é dependente da topologia,

bem como da composi¢cdo quimica da cuticula do hospedeiro (Lord & Howard,
2004; Sosa-Gomez et al., 1997). A epicuticula dos insetos € recoberta por uma
fina camada lipidica de natureza protéica (Arruda et al., 2005; Pedrini et al.,
2007), que é importante no processo de reconhecimento do hospedeiro e
provavelmente, define a especificidade fungo-hospedeiro. De acordo com
resultados obtidos por Jarrold et al. (2007) por exemplo, os componentes da
camada lipidica tanto de natureza apolar quanto polar podem promover a
germinacao de conidios de Metarhizium anisopliae.

A superficie do conidio possui proteinas apolares denominadas
hidrofobinas que sao responsaveis pela interacdo com a camada lipidica presente
na cuticula dos hospedeiros, permitindo assim a adesdo (Fang et al 2007; St
Leger et al, 1992). Resultados obtidos por Wang & St Leger (2006),
demonstraram a participacdo de uma adesina codificada pelo gene MAD1, na
adesao de conidios a cuticula de larvas de Manduca sexta. Mutantes nulos deste
gene demonstraram germinac¢do diminuida na cuticula do hospedeiro, além de
reduzida viruléncia (Wang & St Leger 2006). Além de influenciar na adesao e

germinacdao o gene da adesina MAD1, também controla a produgao de
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blastoporos, uma vez que mutantes nulos deste gene foram incapazes de formar
estas células in vitro desenvolvendo-se como tubos germinativos (Wang & St
Leger, 2007).

Apoés a germinacao, a extremidade distal do tubo germinativo se diferencia
em uma estrutura caracterizada pela dilatagdo da hifa denominada apressorio.
Diversos mecanismos estdo envolvidos na formagdo do apressério em M.
anisopliae, segundo St Leger et al. (1989b) a baixa concentracdo de nutrientes e
a natureza hidrofobica da superficie em que se desenvolve o tubo germinativo
sado fundamentais para a diferenciagéo da extremidade distal de hifa e formagéo
do apressorio.

Estudos recentes revelam a participagdo do gene Mpl1, o qual codifica
uma perilipina, no desenvolvimento do apressorio em M. anisopliae. As perilipinas
séo proteinas e circundam goticulas de lipidios no interior da célula como forma
de armazenamento (Wang & St Leger 2007a).

As proteases de M. anisopliae tém sido intensamente estudadas. Durante
0 processo de infeccao de M. sexta, pelo menos 14 isoformas de proteases com
ponto isoelétrico (Pl) variando entre 4,5 e 10 podem ser detectadas por

zimogramas (St Leger, et al., 1998). Segundo Bagga et al., (2004), entre as

proteases produzidas por M. anisopliae, as subtilisinas se encontram em maior
numero, sendo 11 os genes (Pr1 A - Pr1 B) que codificam para as diferentes
isoformas destas enzimas. Linhagens de M. anisopliae com expressao
aumentada de pr1A, apresentam maior patogenicidade ao hospedeiro M. sexta
(St Leger et al.,, 1996¢). Ao relacionar diretamente como fator de viruléncia
linhagens M. anisopliae com expressao aumentada e constitutiva do gene pr1A
mostraram-se mais infectivas quando comparadas a linhagens selvagens em
larvas de Anticarsia gemmatalis nao detectando, porém diferencas de
infectividade quando o hospedeiro era o carrapato Boophilus micropulus
(Franceschini, 2005). Estes resultados sugerem que M. anisopliae pode secretar
diferentes subtilisinas de acordo com o hospedeiro infectado. Assim, as
diferencas entre a capacidade de germinar e formar apressorios em hospedeiros

suscetiveis ou ndo se devem basicamente a expressao diferencial dos genes
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envolvidos na transducao de sinais do hospedeiro suscetivel (Wang & St leger,
2005).

2.6.3. Papel das proteases no processo de infeccao do hospedeiro

Duas proteases alcalinas foram caracterizadas a partir do sobrenadante de
cultivo de M. anisopliae var. anisopliae (ME1), sendo uma com atividade tipo
quimoelastase com atividade tipo tripsina designadas Pr1 e Pr2, respectivamente.
Através do emprego de inibidores enzimaticos, demonstrou-se que ambas
possuem residuos de serina e histidina no centro ativo. No entanto, Pr1
apresentou afinidade por aminodcidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) ou
apolares (alanina e glicina), enquanto Pr2 hidrolisou caseina e substratos
sintéticos contendo arginina ou lisina (St. Leger et al., 1987a). Proteases do tipo
Pr1 e Pr2 também foram observadas em sobrenadante de cultivo de Beauveria
bassiana, V. lecanii, Nomuraea rileyi e Aschersonia aleyrodis (St. Leger et al.,
1987b).

O papel de Pr1 na degradacao de proteinas cuticulares foi descrito por St.
Leger et al. (1988a). Estes autores demonstraram que a presenca de inibidor de
Pr1 ou anticorpos 1gG (especifico para Pr1) durante a infeccdo de M. sexta por M.
anisopliae var. anisopliae reduziu a taxa de mortalidade do inseto. Observou-se
também que nado ocorreu penetragdo do fungo através da cuticula, embora tenha
ocorrido germinacdao e formagdo de apressoérios na sua superficie e que a
presenca de produtos de degradacao da cuticula foi dependente da presenca de
Pri. O papel de Pr1 na degradacao localizada de proteinas cuticulares foi
corroborado em outro estudo no qual esta enzima foi a principal protease
produzida por estruturas infecciosas (apressorio e tubos germinativos) durante a
infeccao (St. Leger et al., 1989).

O papel de Pr2 no parasitismo ainda nao esta completamente elucidado.
Segundo St. Leger et al. (1987b), é possivel que esta enzima atue no controle
celular, catalisando processos de ativagao e inativacao proteolitica. De acordo

com Paterson et al. (1994b), Pr2 estaria envolvida na ativagdo ou indugéo de Pr1
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em M. anisopliae var. anisopliae. Os resultados de Gillespie et al. (1998)
reforcaram esta hipétese uma vez que, em cultivo Pr2 ocorre anteriormente a
Pr1, de modo que ao investigarem a producao de Pr1 e Pr2 em 19 isolados de M.
anisopliae, a atividade de Pri1 foi observada ap6s 72 horas de incubacao,
enquanto a atividade Pr2 foi detectada, na maioria dos isolados, apds 48 horas,
sugerindo que Pr2 atuaria como precursora de Pr1 na cuticula liberando peptidios
indutores de Pr1.

Proteases dos tipos Pr1, Pr2 e metaloproteases foram observadas também
no sobrenadante de cultivo de M. anisopliae var. anisopliae durante o
crescimento em cuticula de Blaberus giganteus (St. Leger et al.,1994). Através de
eletroforese de focalizagdo isoelétrica, St. Leger et al. (1994) observaram a
ocorréncia de quatro isoformas de Pr1 e trés isoformas de Pr2. Segundo estes
autores, a presenca destas isoformas variou conforme o meio de cultura e
tempos de cultivo, sugerindo que elas podem ser diferentemente expressadas ou

apresentar uma estabilidade que varia conforme o meio de cultivo.

2.6.4. Atividade de Lipases

A producao de lipases pode ser um fator de viruléncia para fungos
entomapatogénicos, visto que ha relatos da inibicdo da germinacao de esporos
de B. bassiana e Paecilomyces fumosoroseus por componentes das ceras
produzidas por Bemisia argentifolii. Assim, embora observado o efeito sobre a
germinacao de conidio pela espessa camada de cera de ésteres de cadeia longa
produzido pelas ninfas de mosca branca sobre B. bassiana e P. fumosoroseus,
seu papel na defesa a patdgenos ainda nédo é clara (James et al., 2003).
Resultados semelhantes foram obtidos por Malifiski et al. (2001), revelando o
efeito inibitério de lipidios presentes em exoesqueletos dos pulgdes Sitobion
avenae, Hyalopterus pruni e Brevicoryne brassicae sobre B. bassiana e P.
fumosoroseus.

Os fungos entomapatogénicos B. bassiana e M. anisopliae secretam

lipases e esterases capazes de hidrolisar lipidios cuticulares de insetos (Bidochka
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et al., 1997). A impossibilidade de utilizar lipidios presentes sobre a superficie da
cuticula dos artrépodes pode reduzir a viruléncia de alguns fungos, estes lipideos
contribuem para a especificidade do patégeno-hospedeiro (St Leger, 1993; Kosir
et al., 1991; Hegedus & Khachatourians, 1995).

As primeiras enzimas comprovadamente secretadas pelos fungos
entomapatogénicos no inicio da penetracédo da cuticula de seus hospedeiros sao
as proteases. No entanto, € possivel que as lipases precedam as proteases
devido a camada de composicao lipidica presente na epicuticula dos artropodes
(St Leger et al., 1986a; St Leger et al., 1991b; Clarkson & Charnley, 1996; Silva et
al., 2005). Entretanto, pouco tem sido relatado em relacdo a estas enzimas
comprovadamente secretadas por M. anisopliae (Silva et al., 2005).

O primeiro trabalho especifico relatando a producdo de lipases por M.
anisopliae foi realizado por Silva et al., (2005). Antes deste trabalho, porém foram
relatadas apenas detecgbes pontuais da atividade de lipase em FE (Robert &
Aidroos, 1985; St Leger et al., 1986¢; Nahar et al., 2004).

2.6.5. Interacao fungo- hospedeiro- ambiente

Ambientes tropicais e subtropicais sao caracterizados pela incidéncia
elevada de insolagédo e radiacédo solar resultando em altas temperaturas (Bayer,
2004).

Existem varios fatores ambientais como a radiagao ultravioleta, chuva, pH,
temperatura, umidade relativa, entre outros, que limitam a eficacia dos
entomopatégenos em condicdes de campo. No entanto, tem-se buscado
solucionar estes problemas e viabilizar a utilizacdo destes organismos inserindo-
0s em programas de manejo integrado de pragas, por meio de diferentes
formulagcdes que vém aumentando sua viabilidade.

A temperatura € um dos fatores de grande importancia e atua sobre os
patdégenos afetando a producao, estabilidade na estocagem e patogenicidade nas
condi¢cdes de campo. Esse fator, torna-se ainda mais importante, tendo em vista

a incapacidade dos patégenos de se protegerem das variacées de temperatura
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através de sistemas fisiolégicos (Alves, 1982). A viabilidade e atividade biolégica
de fungos entomopatogénicos sao altamente influenciadas pela temperatura,
umidade, substrato, radiacdo ultravioleta e outros fatores (Abreu et al., 1983;
Batista Filho & Cardelll, 1986; Alves et al., 1987). Segundo Hallsworth & Magan
(1999), a faixa de temperatura entre 25-28°C e elevada umidade relativa sdo
6timas para o crescimento micelial de M. anisopliae.

A exposicao dos conidios de Metarhizium anisopliae a radiagao solar,
pode diminuir a taxa de germinagdo, podendo ocasionar a perda de sua
capacidade infectiva (Braga et al., 2006; Rangel et al., 2006). A exposicao a
radiacdo solar pode ser deletéria tanto pelo dano causado pela radiacdo UV-B,
absorvida pelo DNA originando mutagdes, quanto pela radiacdo UV-A,
responsavel pela geracdo de estresse oxidativo o qual, por meio de espécies
reativas de oxigénio causa dano indireto ao DNA (Braga et al., 2006).

A utilizagcdo de dleos tem aumentado a eficacia dos inseticidas
microbianos, herbicidas e fungicidas. Oleos podem também ativar fungos
patogénicos mantendo-os aptos em condigcbes de baixa umidade e intensa
radiacdo solar, criando oportunidades para a ampliacdo da aplicabilidade dos
inseticidas microbianos. Formulagbes de inseticidas microbianos, em especial
oleosas apresentam a vantagem de ser compativel com o método de aplicacao
em ultrabaixo volume (UBV).

Silva et al. (2006) verificaram a compatibilidade dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin e Paecilomyces sp. Bainier com agroquimicos a base de 6leo
mineral e vegetal, quando empregados conjuntamente como adjuvantes em
formulacées de entomopatdgenos. Dentre os 14 produtos testados: Assist,
Attach, Agnique CSO 40-B, Agnique ESO 81-B Dytrol, Iharol, Joint Oil, Max Oleo,
Natur Oleo, Nimbus e Veget Oil foram compativeis com o isolado CG 432 de B.
bassiana.

Os produtos Attach, Agnique CSO 40-B, Dash, Dytrol, Agnique ESO 81-B,
Natur Oleo e Veget Oil foram compativeis com o isolado UEL 50 de M. anisopliae.

OPPA, Nimbus e Assist podem ser utilizados em conjunto com o isolado UNI 31
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de Paecilomyces sp. Portanto, os 6leos selecionados podem ser adicionados a
caldas de pulverizacao contendo conidios dos fungos entomopatogénicos, sem
riscos de efeitos deletérios (Silva et al., 2006).

Entre os entomopatégenos, os fungos Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin, Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, e Paecilomyces sp. Bainier
tém sido amplamente utilizados no controle de insetos pragas, principalmente
pela sua facil producdo em larga escala. Em geral, estes fungos sédo empregados
na forma de conidios puros ou em conjunto com arroz que é o substrato utilizado
para a produgdo massal (Alves & Pereira 1989). A aplicacdo, que é geralmente
efetuada por pulverizagdo tendo como principal diluente a agua, € dificultada em
funcdo da natureza hidrofébica da superficie conidial de inumeros fungos
entomopatogénicos (Boucias et al., 1988). Dessa forma, diferentes produtos
devem ser adicionados a calda, ndo somente para permitir a suspensibilidade e
dispersdao em veiculo apropriado, mas também para aumentar a deposicéo,
espalhamento, molhamento, adeséo, retengdo e toxicidade sobre o alvo para
qual é dirigido (Costa et al., 2003).

Os o6leos emulsionaveis sao boa alternativa de utilizacdo como adjuvante
na calda de pulverizacdo, pois se misturam com agua, permitindo a aplicagao do
inseticida microbiano com equipamentos convencionais ja utilizados pelos
produtores rurais (Alves et al. 2000), além da possibilidade em aumentar a
infectividade do fungo (Alves et al. 1998a). Os éleos também tém a vantagem de
promover excelente adesdo na cuticula hidrofébica do inseto (Prior & Jollands
1988).

Muitos sdo os produtos fitossanitarios que possuem Oleos nas suas
formulacdes, tanto de origem vegetal como mineral, utilizados como inseticidas,
acaricidas, fungicidas, herbicidas e espalhantes adesivos. Entretanto, alguns
destes produtos podem influenciar os microrganismos, como no caso dos fungos
entomopatogénicos, nos quais 0 crescimento vegetativo, a viabilidade e a
esporulacdo, ou até mesmo a composicdo genética podem ser modificados,
alterando a sua viruléncia (Alves et al. 1998b). Alguns trabalhos tém demonstrado

a viabilidade de uso de fungos entomopatogénicos em conjunto com 6leos, tanto
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como adjuvantes em formulagdes (Nankinga et al., 2000; Alves et al. 2002;
Consolo et al., 2003; Luz et al., 2004) quanto como sinergistas no controle de
pragas (Batista Filho et al., 1994; Batista Filho et al., 1995; Leite et al., 1995;
Hazzard et al., 2003).

A formulagéo do produto microbiano pode influenciar na atividade do fungo
sobre 0 hospedeiro. Segundo Kaaya (2000), formulagdes a base de éleo de M.
anisopliae e B. bassiana foram mais eficazes no controle de larvas de A.
variegatum, R. apendiculatus e Boophilus decoloratus do que formulagdes
aquosas, em condi¢des de laboratorio e campo. Maranga et al. (2005) estudando
o efeito de formulacdes de M. anisopliae e B. bassiana na espécie A. variegatum,
constataram que formulagbes em 6leo sdo mais eficazes do que formulagdes
aquosas dos mesmos fungos.

Alguns trabalhos revelam maior eficiéncia de formulagbes em O&leos
vegetais no controle de insetos, provavelmente pela caracteristica lipofilica da
formulacdo, que aumenta a adesao e penetracdo dos conidios no tegumento
(Prior e Jollands 1988; Bateman et al., 1993).

Existem varias possibilidades de aplicacao dos fungos entomopatogénicos
como ferramenta no manejo integrado de pragas (MIP), ndo sendo
recomendados como simples substitutos dos pesticidas quimicos. Esses agentes
microbianos, na forma de inseticidas microbianos, podem ser integrados a outras
taticas de controle, a exemplo do controle biolégico com parasitéides, praticas
culturais, semioquimicos e controle quimico (Alves et al., 1998b).

2.6.6. Micoinseticidas no cenario brasileiro

No Brasil, M. anisopliae é usado em grande escala para controlar um
complexo de cigarrinhas, incluindo Mahanarva fimbriolata (Stal) e M. posticata em
cultivos de cana-de-agucar, e M. fimbriolata, Deois flavopicta (Stal) e Notozulia
entreriana (Berg) em pastagens (Alves, 1998; Faria & Magalhdes, 2001). Na
realidade, varias pesquisas e programas de controle microbiano com fungos

entomopatogénicos foram implementados no Brasil nas ultimas quatro décadas.
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Inseticidas microbianos a base de M. anisopliae representam 65% dos produtos,
seguido por B. bassiana (20%), Lecanicillium spp. (7,5%) e “S. insectorum”
(7,5%) (Tabela 2). Em termos de producao da mistura fungo+substrato nas
biofabricas, por fermentagdo sélida em 2006/2007 foram produzidas 1.750
toneladas de M. anisopliae, 35 toneladas de B. bassiana e duas toneladas de
Lecanicillium spp., enquanto por fermentacdo liquida foram produzidos 3.000
litros de “S. insectorum” (Almeida & Batista Filho, 2007a).

Apesar da grande demanda de biopesticidas por parte dos agricultores e
do retorno econbmico potencial advindo do seu emprego em alguns
agroecossistemas, a maioria dos micopesticidas nao esté registrada oficialmente
no Brasil (Mapa, 2008; Anvisa, 2008) e via-de-regra, muitos deles ainda séo
vendidos tais como foram produzidos (substrato+fungo), sem nenhum tratamento
posterior ou adicdo de substancias que lhes assegurem melhorias na eficiéncia
de controle, capacidade de armazenamento, persisténcia no agroecossistema ou
praticidade de manuseio (Faria & Magalhaes, 2001).

Embora sejam muito utilizados como produtos finais no Brasil, os
concentrados técnicos (TK) apresentam algumas desvantagens que tém limitado
a expansao do mercado de micopesticidas em razdo da baixa satisfacdo dos
usuarios. Estes produtos sao de dificil manuseio durante o preparo e a aplicagéo
da calda, uma vez que sdo pouco praticos em alguns casos (ex. exigéncia de
lavagem e peneracao prévias) e em outros podem causar o entupimento de bicos
dos pulverizadores devido a elevada proporcao de inertes, principalmente quando
sdo empregados baixos volumes de aplicacdo. Produtos que dificultam a
aplicagdo levam a um maior custo de aplicacao (Faria & Magalhaes, 2001).

O desenvolvimento de formulagdes para biopesticidas ndao é tarefa facil,
pois geralmente se trabalha com microrganismos vivos, na intengdo de manter
sua vidbilidade para, ao serem liberados cumprirem bem o seu papel controlando
as pragas alvo. As melhores formulagdes para o armazenamento em camara
frigorifica foram as que apresentavam as seguintes proporcdes: 80% de conidios
+ 20 % de silica gel e 80% de conidios+ 20% de talco. A formulagdo 50% de
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conidios + 50% de silica gel permanece viavel (70% de viabilidade) em freezer
por um periodo de 660 dias (Almeida et al., 2008).

Formulagbes a base de Oleo vegetal e emulsificante, (suspensao
concentrada), geraram resultados interessantes, tais como o uso de 6Oleo de
girassol e conidios de fungo, atingindo 240 dias de armazenamento com 90% de
viabilidade & uma temperatura de 22°C (Marques, 1993). Visando atender o
mercado brasileiro Alves e Batemam (2000), desenvolveram uma formulacao a
base de 6leo Codacide com conidio de M. anisopliae, para armazenamento em
temperatura ambiente por um periodo similar ao alcangado por Marques (1993).

Atualmente formulacdes a base de 6leos emulsionaveis tém demonstrado
melhor desempenho devido ao armazenamento em temperatura ambiente (25°C)
por dois ou trés meses, protecdo dos conidios no campo apds a aplicacao, além
da facilidade de aplicagdo aérea e terrestre. De acordo com Alves et al. (2000), o
fungo M. anisopliae formulado em Ashlade® (6leo adjuvante emulsionavel-OAE)
alcangou niveis de germinacao acima de 80% apds 40 semanas, demonstrando

que os OAE podem ser utilizados para a formulagéao deste patégeno.
2.7. Interacoes entre Formigas e Hemiptera: Sternorryncha

As formigas interagem diretamente com outros organismos, com relagbes
de herbivoria e predatismo, quanto como mutualistas (Meiado, et al., 2007). As

formigas constituem um dos mais proeminentes grupos de organismos terrestres

em termos de diversidade, abundancia relativa e biomassa animal (Ward, 2006).

A maioria das espécies de formigas € predadora e seu papel estruturador de
comunidades de artrépodes tem sido destacado em varios estudos. Sua
importancia se deve principalmente ao comportamento eusocial aliado a
complexos sistemas de comunicacdo, que permitem as formigas recrutar
companheiras e defender recursos com grande eficiéncia (Hélldobler e Wilson,
1990, Kaminski et al, 2009).

A visitacao freqliente de formigas as plantas em areas tropicais se deve ao
fato de que a vegetacdo dessas areas é rica em fontes de alimentos renovaveis.
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Nestes ambientes, as formigas podem atuar como predadoras e acarretar um
forte efeito sobre a comunidade de insetos herbivoros, estruturando redes tréficas
e promovendo efeitos em cascata. A presenca de formigas sobre plantas pode
influenciar no ritmo dos insetos herbivoros basicamente de duas formas: (1)
limitando sua ocorréncia na folhagem através de interagcbes antagbnicas (ex.
agressao, predacao) ou (2) propiciando espacos livres de inimigos naturais para
herbivoros mirmecéfilos (que mantém associa¢cdes com formigas) (Kaminski et
al., 2009). Os tipos de alimentos liquidos para formigas que sao fornecidos por
herbivoros mirmecdfilos (que mantém associa¢cdes com formigas), sdo exsudatos
de hemipteros (Buckley 1987, Del-Claro & Oliveira 1999, Stadler & Dixon 2005), e
secrecoOes de larvas de lepidépteros (Fiedler 1991, Pierce et al. 2002).

Conforme Beattie & Hughes (2002), nos ecossistemas tropicais as
formigas sdo um componente de notavel importancia, constituindo mais de 15%
da biomassa animal total.

Como predadoras generalistas, as formigas podem ser consideradas os
principais fatores de pressdo seletiva sobre insetos herbivoros.
Consequientemente, elas podem afetar o padrdo de utilizacdo de plantas
hospedeiras pelos herbivoros, incluindo o grau de especializagdo, bem como as
estratégias de defesa contra predadores (Dyer 1995, Stamp 2001, Singer &
Stireman 2003, Coley et al. 2006). Basicamente, existem duas conseqléncias
para insetos herbivoros inseridos em sistemas formiga-planta: a alta freqiéncia
de formigas sobre a folhagem exerce um efeito negativo sobre os herbivoros
(através de agressao e/ou predacdo) e limita a existéncia de espagos seguros,
livre de inimigos naturais (Novotny et al. 1999, Floren et al. 2002, Oliveira et al.
2002); e as espécies de herbivoros mirmecéfilos tém acesso a um espaco livre de
inimigos na planta hospedeira por se beneficiarem da protecédo oferecida pelas
formigas associadas (Pierce et al., 2002).

Muitas espécies de Azteca possuem uma estreita relacdo com hemipteros.
Esta associagdao mutualistica, conhecida como trofobiose, traz beneficios para as
formigas, que garantem uma fonte de alimento e para os trofobiontes, que sao

assistidos pelas formigas através da retirada de substancias excretadas por eles,
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evitando a contaminagao por fungos, além de protegé-los contra predadores
(Delabie, 2001). Os casos mais comuns de trofobiose se encontram entre os
individuos da superfamilia Coccoidea (Sternorrhyncha), conhecidos como
coccideos. Este fato esta relacionado com a inabilidade desses insetos em se
locomover, ficando assim mais vulneraveis ao ataque de predadores (Delabie,
2001). Segundo Delabie & Fernandez (2003), muitas espécies de formigas
constroem refugios de protecdo para os coccideos com restos vegetais, sobre as
agregacOes, em locais favoraveis para a extracdo de seiva da planta. Estes
refugios sdo construidos em locais préximos de seus ninhos e tornam-se fontes
de alimento permanentes para a colénia.

Algumas particularidades conferidas as formigas predadoras as
credenciam como potenciais agentes de controle biolégico natural de pragas
dentre elas: populagbes relativamente estaveis; sistema de recrutamento é
relativamente rapido; Responde eficientemente a variacbes na densidade de
recurso; Forrageamento versatil, podendo atuar em diversos habitats ou estratos;
abundancia e biomassa elevadas; Repeléncia a algumas pragas (Way & Khoo,
1992), além de um potencial de restabelecimento, seja parcial ou total apds sofrer
distarbios por meio de algumas espécies ou grupos ecoldgicos (Andersen &
Majer, 2004).

O fato de formigas apresentarem carater predatorio generalista e
protetoras de agregados de pulgbes pode prejudicar o controle bioldgico,
mostrando que seu papel pode ndo ser economicamente benéfico (Monteiro,
2008).

Segundo Ramalho et al., (1993), na regiao do semi-arido brasileiro, a
dessecagdo dos botdes florais do algodoeiro caidos no solo, parece facilitar a
localizagao dos imaturos de Anthonomus grandis o bicudo-do-algodoeiro. Outro
exemplo de predacdo por formigas € relatado por Fernandes et al., 1994, na
regidao sudeste do Brasil, onde formigas Pheidole spp. sdo capazes de reduzir a
populacado de bicudos-do-algodoeiro em diapausa ao interceptar os adultos
tenerais, imediatamente apds sua emergéncia dos botdes.
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Em se tratando de interacdes entre formigas e pulgdes, as relacées sao
tidas mais complexas, pois, além do néctar extrafloral e das infestagcdes por
herbivoros, o honeydew expelido pelos pulgdes atrai formigas para a parte aérea
da planta, iniciando o patrulhamento dos agregados dos hemipteros, sendo assim

contribuem para um maior adensamento dos pulgdes.

2.8. Justificativa e objetivos do trabalho

A cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae), tem alcancado niveis
alarmantes nas areas afetadas, dizimando extensas areas de palma forrageira .
Medidas mediatas de controle baseadas no uso de intensivo de agroquimicos,
além de onerosas, oferecem riscos tais como contaminacao ambiental e indugéo
de resisténcia, selecionando popula¢des menos sensiveis. Diante da caréncia de
informacgdes a respeito de métodos eficazes de controle para D. opuntiae, no
Brasil e considerando as condicdes atuais das areas atacadas constituidas
principalmente agricultura familiar, a possibilidade do wuso de fungos
entomopatogénicos e/ou predadores naturais mostra-se como alternativas
adequadas por seu carater sustentavel. Neste contexto, o uso de fungos
entomopatogénicos e/ou predadores naturais para o controle biolégico da
cochonilha do carmim pode ser uma alternativa economicamente viavel e
ecologicamente aceitavel, reduzindo a contaminagcdo ambiental com

agroquimicos. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos:

e Determinar a patogenicidade e viruléncia de isolados de fungos
entomopatogénicos a Dactylopius opuntiaeg;

e (Caracterizar os melhores isolados de fungos entomopatogénicos, quanto
ao tempo e a taxa de germinacdo dos conidios em condigbes extremas
tais como expopsicao a radiacdo ultravioleta e temperaturas elevadas,
revelando assim o potencial de persisténcia em nivel de campo;

e Verificar, sob condigbes de campo, a eficiéncia de controle da cochonilha
do carmim com o isolado de fungo selecionado;

e Verificar o potencial das formigas predadoras no controle de D. opuntiae.
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3. TRABALHOS

PATOGENICIDADE E VIRULENCIA DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS
CONTRA Dactylopius opuntiae (HEMIPTERA: DACTYLOPIIDAE)

Resumo

A cochonilha do carmim Dactylopius opuntiae tem devastado os plantios de
palma forrageira nos Estados do Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e
Ceara e estima-se que os prejuizos tenham atingido aproximadamente R$ 140
milnées. O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial dos fungos
entomopatogénicos para o controle de Dactylopius opuntiae em condigdes de
laboratério e campo, bem como o efeito dos tratamentos sobre a populagdo de
formigas associadas a D. opuntiae. Foram testados isolados de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Paeclomyces sp., Lecanicilium lecanni e dois
isolados provenientes de epizootias naturais ocorridas no campo, Fusarium sp. e
Cladosporium sp. A aplicacdo das suspensdes em laboratério foi efetuada de
forma direta, por meio de Torre de Potter, mediante a pulverizagdo do indculo
(1x107, 1x108, 1x10° conidios/ mL) combinado com éleo vegetal (8%) sobre
fémeas adultas e ninfas, estabelecidas em discos de palma forrageira (10 cm de

didmetro). Estes discos foram mantidos em temperatura ambiente e as
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avaliacoes foram realizadas diariamente por um periodo de 15 dias. Para os
ensaios em condi¢cdes de campo, foi realizada aplicacdo dos formulados por meio
de pulverizadores manuais e trés dias apds a aplicagdo as raquetes tratadas
foram levadas para o laboratério, mantidas a temperatura ambiente onde foram
realizadas avaliagbes diarias em um periodo de 10 dias. Os isolados
provenientes de epizootias naturais ndo se mostraram patogénicos a nenhuma
das fases de desenvolvimento de D. opuntiae. Dentre os 26 isolados de fungos
avaliados, somente doze apresentaram conidiogénese sobre fémeas adultas e
quatorze isolados sobre ninfas. Os fungos foram aplicados em diferentes
diluicbes sobre ambas as fases, o melhor desempenho dos isolados foi obtido na
diluicdo 1x10°, no entanto somente os isolados CG24 e LBC 55 diferiram

significativamente entre as diluicdes sobre fémeas adultas com valores de DLs
9,03 x 108 e 2,26 x 10" respectivamente. Os melhores resultados de DLs, obtidos

contra a fase de ninfa foram LPP19 (1,83 x 10°%), CG24 (6,21 x 10% e LCB55
(3,85 x 10°). Ensaios de campo e laboratério foram realizados simultaneamente,

verificando seu potencial patogénico em condi¢ces adversas.
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ABSTRACT

The scale insect Dactylopius opuntiae has devastated cactus palms in the
States of Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte and Ceara and is
considered that the damage caused has reached approximately R$ 140 million.
The objective of this work was to investigate the potential of entomopatogenic
fungi for the control of Dactylopius opuntiae under laboratory and field conditions,
as well as the effect of fungal applications on populations of predator ants
associated with D. opuntiae. Were tested isolates of Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Paeclomyces sp., Lecanicilium lecanni and two isolates
from naturally occuring epizootics, Fusarium sp. and Cladosporium sp. The
application of the suspensions in laboratory was carried out directly using a Potter
Tower, spraying 1x10”, 1x10® and 1x10° conidios / mL, combined with vegetable
oil (8%) to adult females and nymphs, established on palm disks (10 cm in
diameter). These disks were maintained at room temperature and evaluations
were carried out daily for a period of 15 days. For the tests under field conditions,
application was carried by manual spraying and three days after the application
the treated cactus rackets were taken to the laboratory, maintained to room
temperature where daily evaluations were carried out over a period of 10 days.
The isolates from natural epizootics were not pathogenic to any of the phases of
development of D. opuntiae. Among the isolates of evaluated (26 fungal isolates),
only twelve isolates caused conidiogenesis on adult females and fourteen on
nymphs. The fungi were applied in different dilutions against both stages, the most
effective isolates were used at a dilution of 1x10° however only isolates CG24
and LBC 55 differed significantly among the dilutions against adult females with
values of DLsp: 9.03 x 10% and 2.26 x 107, respectively. The best results for DLsg
obtained against the nymphal phase were for LPP19 (1.83 x 10%), CG24 (6.21 x
10%) and LCB55 (3.85 x 10°). Field and laboratory tests were carried out
simultaneously, verifying pathogenic potential under adverse conditions.
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INTRODUCAO

A pecudria esta entre as principais atividades agricolas desenvolvidas nas
regides semi-aridas. A regido Nordeste do Brasil apresenta um rebanho bovino
de 25.966.000 cabecas, 9.331.000 ovinos e 8.712.000 caprinos, representando
13,0 %, 58,0 %, € 93,0 % do rebanho brasileiro, respectivamente (IBGE, 2004).

A palma forrageira vem sendo adotada nas regides semi-aridas do Brasil,
como base da alimentagéo para os rebanhos bovinos, caprinos e ovinos, devido a
suas caracteristicas morfofisioldégicas que a tornam apropriada para as condigdes
edafocliméticas tipicas dessas regides. Estima-se que a regido do Nordeste
brasileiro, possui uma area plantada com palma forrageira em torno de 550.000
ha, destacando-se Pernambuco e Alagoas, estados que possuem no momento, a
maior area cultivada com esta cactacea (Teixeira et al., 1999; Araujo et al., 2005).
A cultura da palma forrageira € também considerada uma atividade lucrativa, pois
além da alimentagédo dos rebanhos, algumas familias obtém renda extra para o
seu sustento cultivando palma para comercializar nas épocas de estiagem
prolongada, periodo em que um hectare de palma chega a custar entre R$
100,00 e 200,00 ton” (Lopes et al., 2001), atingindo em 2007 o valor de R$
500,00 ton™ (Gava, 2009, comunicacdo pessoal).

No entanto, este aliado dos pecuaristas nordestinos vem sendo seriamente
ameacado por uma praga denominada cochonilha do carmim (Lopes et al 2001;
Santos et al., 2006), assim conhecida por produzir um importante corante
largamente utilizado pela industria alimenticia, cosmética, farmacéutica, téxtil
entre outros setores (Rodriguez e Niemeyer 2000; Mendez-Gallegos et al., 2003;
Portillo 2005).

A cochonilha do carmim pertence ao género Dactylopius, ordem Hemiptera
familia Dactylopiidae, este inseto € uma praga especifica das espécies de
cactaceas Opuntia sp. e Nopalea, sendo Opuntia ficus-indica (L.) Mill, seu
hospedeiro  preferencial. Estima-se que esta praga tenha atingido

aproximadamente 13 % da é&rea de palma plantada no semi-arido brasileiro,
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acumulando um prejuizo de cerca de R$ 140 milhdes (Lopes et al., 2001; Bahe,
2007).

A espécie estabelecida na regiao nordeste do Brasil, Dactylopius opuntiae,
ja havia sido relatada nas regides onde se cultiva a palma forrageira, tornando-se
econdmicamente importante a partir de 1998, quando comegou a causar danos
significativos aos plantios de palma nos Estados do Pernambuco, Paraiba,
atingindo a seguir o Ceara e Alagoas (Lopes et al., 2001; Datamétrica, 2006;
Bahe, 2007).

Por se tratar de uma praga muito importante para a cultura da palma faz-se
necessario o desenvolvimento de medidas eficazes de controle. No entanto, o
uso de agroquimicos ndo € uma pratica executavel, uma vez que nao ha produtos
registrados para o controle desta praga (Carvalho et al., 2005), além de ser
oneroso e arriscado podendo promover a ressurgéncia e ainda tornar a
populacdo de Dactylopius opuntiae resistente a aplicacdo dos produtos
inicialmente considerados eficientes.

Diversos autores tém demonstrado a importancia da sele¢do de isolados
de fungos entomopatogénicos no controle de pragas, revelando que a
variabilidade genética desses microrganismos constitui-se no grande potencial
para o controle de pragas, além de nao haver uma ligacao direta do isolado com
o hospedeiro e local com a viruléncia do mesmo (Batista Filho et al. 2002).

De acordo com Almeida & Batista Filho (2001), a selecao de isolados de
fungos entomopatogénicos para o controle biolégico de uma praga é uma das
etapas mais importantes para a determinacdo da viruléncia, aspectos
reprodutivos e producdo em meio de cultura artificial, para a posterior utilizacéo
como bioinseticida.

Desta forma enfatizando o controle biol6gico, o objetivo deste trabalho foi
investigar o potencial dos fungos entomopatogénicos no controle da cochonilha
do carmim associados com 6leo vegetal para melhorar a fixagdo dos esporos
sobre as colbnias de cochonilhas do carmim, visto que as mesmas, por serem
cobertas por substancias gordurosas e cerosas possuem a capacidade de repelir

solugdes aquosas. Segundo Carvalho et al. (2005), esta caracteristica é uma das
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responsaveis pela ineficiéncia de produtos alternativos classicos como fungos e
extratos de plantas que apesar de eficientes sob outras circunstancias, nao
conseguem transpor as camadas de cera e gordura e atingir os individuos

localizados no interior da col6nia.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Biologico
situado na fazenda experimental do IPA — Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria, em Sertania-PE.

Foram testados 24 isolados de fungos entomopatogénicos provenientes das
colecoes do Laboratorio de Entomologia e Fitopatologia (LEF) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF) e do Laboratério de Controle Bioldgico
(LCB), da Embrapa Semi-arido, sendo 15 isolados de Beauveria bassiana
(LPP19, LPP110, LPP114, CG 24, LCB58, LCB52, LCB54, LCB 55, LCB62,
LCB63, LCB65, LCB66, LCB73, LCB74, LCB77), um isolado de Paecilomyces sp.
(LCB 81), um isolado de Lecanicillium lecanii (LPP 04) e seis isolados de
Metarhizium anisopliae (CG51, LCB53, LCB56, ESALQ 818, LCB60, LCB61).

Bioensaio 1- Patogenicidade de isolados de fungos entomopatogénicos a
Dactylopius opuntiae em condicoes de laboratério e campo

Os isolados de fungos foram cultivados em arroz parbolizado autoclavado
em Erlemeyer, e incubados em camara BOD, a 27 * 1° C, durante 15 dias, para
crescimento e conidiogénese. Os conidios foram extraidos com Triton X 0,05% e
uma suspensao fungica preparada, a qual foi quantificada a partir de uma camara
de Neubauer, em microscépio éptico procedendo-se uma diluicdo seriada para
obtencdo da concentracdo de 1 x 10® conidios/ mL. Esta concentragdo de
conidios foi aplicada sobre os insetos nas fases de ninfa e adultos nas

formulacdes: fungo + Triton e fungo + dleo vegetal 8%.
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A aplicacao das suspensodes de fungos entomopatogénicos sobre os insetos
testados em laboratorio foi efetuada de forma direta, por meio de Torre de Potter,
mediante a pulverizagdo de 1 mL do in6culo sobre os insetos na fase de ninfa e
adultos instalada sobre discos de palma forrageira (10 cm de diametro). Os
insetos dos tratamentos controle foram pulverizados apenas com agua destilada
estéril + Triton a 0,05% (1mL) e agua destilada estéril + Triton a 0,05% +6leo
vegetal 0,8% (1mL)

Os insetos adultos utilizados nos testes de patogenicidade eram
provenientes de areas naturalmente infestadas. As ninfas foram colocadas nos
discos de palma com o auxilio de um pincel, sendo um total de trinta ninfas por
disco e trés discos por isolado. Posteriormente estes discos de palma foram
mantidos em ambiente escuro por 24 horas antes da aplicacdo, de modo a evitar
fuga das ninfas e facilitar sua fixagao. Para os testes com fémeas adultas, foram
cortados discos de palma nas mesmas dimensdes dos utilizados para os testes
de ninfas, obedecendo ao critério de conter no minimo 10 fémeas estabelecidas
por disco, sendo trés discos por tratamento.

Apés a pulverizacao das formulacdes a base de fungos entomopatogénicos
e Oleo vegetal, os discos de palma foram mantidos em uma sala com
temperatura ambiente oscilando de 20 a 24° C. As avaliagbes foram realizadas
diariamente, por um periodo de 15 dias, sendo a causa da mortalidade
determinada pelo crescimento e esporulacdo do fungo sobre os cadaveres. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 25 tratamentos e 3

repeticbes/tratamento.

Por se tratar de um inseto com duas fases distintas, uma fase mével e uma
fase em que permanecem fixas, as avaliagbes das mesmas foram realizadas
seguindo critérios diferenciados. As fémeas adultas utilizadas nos ensaios de
patogénicidade apresentavam uma densa camada de cera, o que dificultava a
determinacdo da mortalidade das mesmas. Sendo assim, foi verificada a
sensibilidade ao toque por meio de estilete de ponta fina, aquelas que
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apresentassem tal sensibilidade por meio de movimento de contracdo e
demonstrassem corpo turgido eram consideradas vivas e ativas, enquanto as que
ndo se moviam e apresentavam corpo flacido ou que apresentassem

conidiogénese eram consideradas mortas.

A verificagdo da mortalidade das ninfas foi feita por meio de modificagdo na
coloracao das mesmas. As ninfas que apresentavam coloragcdo vermelho intenso,
se moviam normalmente e se fixavam eram consideradas vivas, enquanto as
ninfas que apresentavam coloracdo vermelho palido, ndo se fixavam nem se
moviam eram consideradas mortas. Apos a constatagdo da morte destes insetos
0s mesmos eram banhados em élcool 70% e mantidos em camara Uumida para

verificacdo da conidiogénese.

Experimento semelhante foi realizado em condicdes de campo
simultaneamente em dareas naturalmente infestadas onde foram selecionadas
raquetes contendo pelo menos 10 colbnias estabelecidas e ativas. As
pulverizagbes das suspensbes fungicas foram realizadas com pulverizadores
manuais. Foram realizadas pulverizacbes de formulagbes OW dos isolados,
tendo como controle a pulverizagdo com agua destilada e formulacdo OW sem
conidios foi realizada em 3 areas no municipio de Sertania. As avaliagdes foram
realizadas durante 3 dias nos periodos diurno e noturno, a partir de 12 horas
apés a pulverizacao. Apos o final das observagbes de campo, uma raquete por
planta tratada foi removida e levada para laboratorio para a avaliagdo da taxa de

infecgdo causada pelos isolados.

Bioensaio 2- Avaliacao da viruléncia de isolados a Dactylopius opuntiae em
condicoes de laboratério

Neste bioensaio foram utilizados os fungos considerados patogénicos a
Dactylopius opuntiae através dos resultados de bioensaio 1. Os critérios

utilizados na selecéo dos isolados mais promissores foram:
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1. Isolados que demonstravam patogenicidade confirmada sobre ninfas
e adultas simultaneamente (exceto LPP19);

2. Isolados com taxa de conidiogénese elevada em curto periodo de
tempo no substrato utilizado (arroz parbolizado);

3. Isolados que demonstraram patogenicidade confirmada a

cochonilhas adultas em condi¢des de campo.

As avaliagdes de viruléncia do isolado selecionadas foram realizadas em
condicdes de laboratério em diferentes concentragdes (1x10°, 1x10°, 1x107,
1x10%, 1x10°%), de forma a verificar a concentracdo adequada para fins de
controle. Os resultados foram submetidos a andlise de regressdao para
determinacgao das doses letais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioensaio 1 — Patogenicidade de fungos entomopatogénicos a Dactylopius
opuntiae em condicoes de laboratério e campo.

Os resultados do Quadro1 mostram que alguns fungos foram patogénicos a
fémeas adultas de D. opuntiae somente em condicdes de laboratério. Este fato
pode estar ligado provavelmente a competicdo entre os fungos testados e os
fungos saprofitas presentes sobre os cadaveres. Segundo Shearer (1994), essa
competicdo é demonstrada freqlientemente em laboratério em materiais oriundos
de diferentes nichos.

Quando avaliados em condi¢cdes de campo os isolados de M. anisopliae
apresentaram porcetagens de mortalidade superiores aos isolados de B.
bassiana (dados ndo mostrados). Varios estudos ja foram realizados testando
isolados de B. bassiana e M. anisopliae em condicdes de campo contra
hemipteros tais como Luz et al. (2004) em Triatoma infestans e Tanzini (2002) em

Leptopharsa herveae, Gomes & Morcardi (1998). Estes ultimos autores, assim
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como Luz et al. (1998) e Azevedo et al. (2005) verificaram que isolados de
M.anisopliae sao superiores a B. bassiana, causando uma maior mortalidade em
um curto periodo de tempo.

Dentre os fungos testados foram considerados patogénicos somente os que
apresentavam conidiogénese sobre cadaveres. Apenas dez destes fungos
testados foram patogénicos a adultos e ninfas respectivamente (LCB52, LCB 53,
LCB 55, LCB56, LCB62, LCB63, LPP110, LPP114, ESALQ 818 e CG24). Dentre
os isolados testados apenas dois apresentaram conidiogénese em cadaveres de
cochonilhas adultas. O isolado LCB61 somente apresentou conidiogénese sobre
cadaveres de insetos adultos em condi¢des de laboratério, ja o isolado LCB81,
apresentou conidiogénese tanto em condigbes de campo quanto em laboratério.
Os isolados LCB66, LCB75, LPP04 e LPP19, apresentaram conidiogénese
apenas na fase de ninfa, demosntrando diferenca de suscetibilidade entre as
duas fases de desenvolvimento da praga em estudo. Esta diferengca de
patogenicidade entre as fases também foi observada por Soza-Gémez &
Moscardi e Todorova et al. (2002). Ao verificar os efeitos de isolados de fungos
entomopatogénicos sobre pentatomideos, seus resultados também revelam uma

diferenca em susceptibilidade entre ninfas e adultos. Estas variagbes sao
comuns, visto que possivelmente ocorram diferencas genéticas e fisioldgicas

entre os isolados ou ainda fatores relacionados a producédo de toxinas pelos
fungos e caracteristicas do inseto estudado (Butt et al., 1992; Khachatourians,
1992). Quanto a auséncia de confirmacao de mortalidade de fémeas adultas de
D. opuntiae, pode estar relacionada a inibicdo da germinacdo dos conidios por
possiveis componentes cuticulares. Alguns trabalhos desenvolvidos com
Hemipetros tém demonstrado diferenca entre suscetibilidade entre instares,
Sosa-Gdémez & Moscardi (1997), em ensaios com Nezara viridula. (James et al.,
2003), em ensaios com B. argentifolli atribuem a inibicdo de germinacao de
conidios de fungos entomopatogéncos a camada de cera produzida na cuticula
de mosca-branca, sugerindo que estas ceras podem agir como uma primeira

linha de defesa contra entomopatégenos.
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A fase de ninfa demonstrou suscetibilidade a um maior numero dos
isolados testados, pois dentre os 24 isolados testados 14 apresentaram
conidiogénese sobre os cadaveres (Quadro 1). Este fato pode estar relacionado
a pulverizacdo direta sobre as ninfas, sabendo-se que nesta fase de seu
desenvolvimento, ndo possuem a camada de cera caracteristica da familia,
sendo assim os fungos testados tiveram acesso facilitado ao tegumento das
ninfas.

Os resultados de campo foram obtidos a partir de raquetes de palma
contendo fémeas adultas de Dactylopius opuntiae provenientes de areas
naturalmente infestadas, sendo assim tinha fémeas de diferentes idades. Esta
condicao experimental pode ter inibido a conidiogénese dos fungos testados, pois
a infestacdo era bastante elevada, e no campo estava suscetivel a acado de

outros fungos oportunistas inibindo o desenvolvimento dos isolados testados.

Quadro 1. Patogenicidade confirmada de isolados de fungos entomopatogénicos
sobre fémeas adultas e ninfas migrantes de Dactylopius opuntiae
em condi¢gdes de campo e laboratério.

Cadigo de Conidiogénese
identificacao Campo Laboratério
Espécies Fémeas Ninfas Fémeas

Isolados adultas adultas
LCB 52 Beauveria bassiana + + +
LCB 53 Metarhizium anizopliae + + +
LCB 54 Beauveria bassiana - - -
LCB 55 Beauveria bassiana + + +
LCB 56 Metarhizium anizopliae + + -
LCB 58 Beauveria bassiana - - -
LCB 60 Metarhizium anizopliae - - -
LCB 61 Metarhizium anizopliae - - +
LCB 62 Beauveria bassiana + + +
LCB 63 Beauveria bassiana - + +
LCB 65 Beauveria bassiana - - -
LCB 66 Beauveria bassiana - + -
LCB 73 Beauveria bassiana - - -
LCB 74 Beauveria bassiana - - -
LCB 75 Beauveria bassiana - + -
LCB 77 Beauveria bassiana - - -
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LCB 81 Paecilomyces sp + - +
LPP0O4 Lecanicilium lecanni - + -
LPP19 Beauveria bassiana - + -
LPP110 Beauveria bassiana - + +
LPP114 Beauveria bassiana + + +
ESALQ 818 Metarhizium anizopliae + + -
CG 51 Metarhizium anizopliae - - -
CG 24 Beauveria bassiana + + +
LCB23 Fusarium sp - - -
LCB21 Cladosporium sp -

*LCB - Micoteca do Laboratorio de Controle Blolog|co/ EMBRAPA
**LPP - Micoteca do Laboratério de Entomologia e Fitopatologia/ UENF
**ESALQ — Micoteca da ESALQ/USP

****CG - Micoteca CENARGEN

A radiacado ultravioleta representa um dos fatores ambientais que mais
compromete a viabilidade e a persisténcia de microorganismos (Batista filho et
al., 2001; Braga et al., 2006; Rangel et al., 2006). Entretanto, alguns do isolados
testados foram efetivos mesmo nas condicbes de alta intensidade de raios
nocivos a que foram expostos. E possivel inferir que a presenca do 6leo vegetal
possa ter conferido a protecdo necessaria ao indculo durante o processo de
adesdo, germinacdo e penetragdo dos fungos no tegumento do inseto. E sabido
que a formulacdo do produto microbiano pode influenciar na atividade do fungo
sobre o hospedeiro. Segundo Kaaya (2000), formulacdes a base de 6leo de M.
anisopliae e B. bassiana foram mais eficazes no controle de larvas de
Amblyomma variegatum, Rhipicephalus apendiculatus e Boophilus decoloratus do
que formulagdes aquosas, em condi¢des de laboratério e campo. Maranga et al.
(2005) estudando o efeito de formulacbes de M. anisopliae e B. bassiana na
espécie A. variegatum, constataram que formulagdes em 6leo sdo mais eficazes

do que formulagdes aquosas dos mesmos fungos.

Bioensaio 2- Avaliacao da viruléncia de isolados a Dactylopius opuntiae em

condicoes de laboratério

Um aspecto importante na avaliagdo do desempenho dos isolados de

fungos entomopatogénicos esta relacionado a dose necessaria do indculo para
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controlar 50% da populagéo testada (DLsp). O resultado das Tabelas 1 e 2,
mostram o desempenho dos isolados de fungos entomopatogénicos sobre
fémeas adultas e ninfas de Dactylopius opuntiae por meio da sua DLsy. Conforme
representado nas Tabelas 1 e 2, ha um certo grau de especificidade entre os
isolados e a fase de desenvolvimento da praga, sendo assim alguns isolados se
mostram mais efetivos quando aplicados sobre ninfas e outros se mostram mais
efetivos sobre fémeas adultas.

Os isolados CG 24 e LCB55 foram patogénicos a ambas as fases de
desenvolvimento da praga, porém as Tabelas 2 e 3 mostram desempenho
diferenciado para tais fungos nas diferentes fases. Os dois isolados foram mais
efetivos contra ninfas. De acordo com a andlise de regressao, o isolado LCB55

mostra-se mais promissor visto que sua DLs foi 2,26 x 10,

Tabela 1. Viruléncia de isolados de fungos entomopatogénicos a  fémeas
adultas de Dactylopius opuntiae
Isolados Dose Letal Intervalo de confianga XZ P
CG24 DLsy 9,03x10° 1,12x10° 8,4x10" 2,715 0,438
DLgs 1,42x10"™ 570x10" 7,05x10"
LCB55 DLs, 2,26x10° 9,55x10° 1,08x10° 0,89 0,828
DLgs 7,73x10" 566x10° 1,20x10'®

A Tabela 1 mostra os valores de DLs, dos isolados CG24 e LCB 55 sobre
fémeas adultas de D. opuntiae em condicdes de laboratério. O isolado LCB55,
mostrou-se mais promissor com uma DLsy de 2,26x10’ conidios/mL, enquanto
que o isolado CG24 apresentou uma DLsy de 9,03x10® conidios/mL. Esta
diferenca de desempenho pode estar ligada ao nivel de especificidade dos
isolados para o inseto testado.

Quando analisados os resultados obtidos para os mesmos isolados sobre
ninfas (Tabela 2), pode ser verificada uma diminuicdo na DLsy, este fato pode
estar relacionado com a presenca da camada protetora de cera que as fémeas
adultas de D. opuntiae apresentam. Segundo Szafranek et al., (2002), alguns
componentes das ceras de Sternorrincha podem inibir o desenvolvimento de

fungos entomopatogénicos.
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Tabela 2. Viruléncia de isolados de fungos entomopatogénicos em ninfas de
Dactylopius opuntiae.

Isolados Dose Letal Intervalo de confianca XZ P
LPP19 DLsg, 1,83x10° 1,57 x10° 8,56 x 10* 4,467 0,215
DLs  1,35x10° 4,61 x10" 4,95x 10"
CG24 DLsy, 6,21x10° 1,25x 10° 1,86 x 10° 1,67 0,643
DLgs 1,51 x10"° 3,22x10° 1,62 x 107
LCB52 DLs, 4,73x10° 429x10* 9,38x 10’ 4,48 0,217
DLgs 3,49x 10" 1,02x10" 1,22x10%
LCB55 DLs, 3,85x10° 547x10° 1,98 x 10’ 4,58 0,207
DLes 1,08x10'""  345x10° 1,55x10"
LCB56 DLs, 3,64x10° 3,47x10° 1,97x10® 0,915 0,822
DLgs 4,13x10" 345x10° 1,55x 10"
LCB62 DLs, 8,41x10° 1,61x10° 2,57x10° 0,328 0,955
DLys  2,19x10®  4,94x10" 4,10x 10"
LPP110 DLsy 2,73x10° 9,57x10° 6,82x10° 2,557 0,47
DLgs  7,69x10° 1,73x10® 1,18 x 10"

Em resultados mostrados anteriormente, verificou-se que o isolado LPP19
somente foi efetivo contra ninfas, resultado reforcado na Tabela 3 onde este
mesmo fungo demonstrou o melhor desempenho, perante grupo de isolados
testados para esta fase de desenvolvimento da praga com uma DLs, de 1,83 x
10° conidios/mL.

A fase de ninfa apresentou valores estimados de DLsy para os isolados
LCB55 (3,85 x 10° conidios/mL) e CG24(6,21 x 10° conidios/mL) bem inferiores
aos obtidos sobre insetos adultos. Este fator pode estar ligado a auséncia da
camada cerosa nesta fase de desenvolvimento, facilitando o contato das
unidades infectivas dos isolados testados ao tegumento do inseto. Conforme
Oliveira et al. (2004), a capacidade do fungo em causar mortalidade se deve a
habilidade de seus conidios em reconhecer e produzir enzimas para degradar a
cuticula do hospedeiro e como a fase de ninfa ndo apresenta ainda a camada de
ceras desenvolvida os fungos conseguem degradar a cuticula com maior
eficiéncia.

Os resultados nas Figuras 1 e 2 demonstraram uma ligeira relagdo entre
a quantidade de conidios aplicada e a mortalidade de D. opuntiae. Esse fato
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também foi constatado por outros autores estudando isolados de fungos
entomopatogénicos em diferentes espécies de insetos (Alves et al., 1985; Silva et
al., 2003). Segundo Fernandes & Alves (1992), uma provavel explicacao para
este fato se deve a relacao diretamente proporcional entre o nimero de conidios
e a mortalidade, ou seja quanto mais conidios penetram, mais toxinas ou enzimas
sdo liberadas, aumentando a mortalidade do inseto. No entanto, a velocidade de
acao do fungo depende, além da dosagem, das espécies hospedeiras envolvidas
(Sosa-Gomez & Moscardi, 1992). Segundo St. Leger (1991), a variacao de
viruléncia de isolados de fungos entomopatogénicos esta relacionada com a
composi¢cao quimica da cuticula e os processos bioquimicos envolvidos para a

formacgéo do tubo germinativo e coloniza¢ao do hospedeiro.
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Figura 1. Mortalidade de Fémeas adultas de Dactylopius opuntiae
submetidas a pulverizacdo de fungos entomopatogénicos
em condicoes de laboratério usando trés concentracoes
de conidios
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O melhor desempenho dos isolados foi obtido na concentragdo 1x10’

conidios/mL, no entanto somente os isolados CG24 e LBC 55 diferiram

significativamente entre as concentracdes (Figura 1) sobre fémeas adultas. Os

isolados CG24 e LCB 55 promoveram mortalidade confirmada acima de 80%

sobre as ninfas, diferindo do isolado LCB 52 (60%). Resultados parecidos foram

obtidos por Andal6 et al (2004) ao utilizar fungos no controle de cochonilhas,

demonstrando resultados promissores entre 58% e 62% de mortalidade quando

aplicados em fémeas adultas de Dysmicoccus texensis.
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Figura 2. Mortalidade de ninfas migrantes de Dactylopius opuntiae

submetidas a pulverizacao de fungos entomopatogénicos
em condicOes de laboratério usando trés concentracoes

de conidios.
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CONCLUSOES

1. Os resultados revelam que a maioria dos fungos estudados apresentou
patogenicidade a D. opuntiae;

2. Nas condicOes avaliadas a adicao de 6leo ao fungo parece favorecer nao sé
sua adesdo a camada de cera das fémeas adultas, como também atua na
protecéo as unidades infectivas dos fungos em condi¢des de campo;

3. Com base nos resultados obtidos serdo realizados novos ensaios com 0s
isolados mais promissores, verificando seu desempenho em relacdo as

condi¢cbes adversas tais como radiagéo ultravioleta e temperaturas elevadas.
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3. TRABALHOS

FATORES AMBIENTAIS E CARACTERITICAS DOS ISOLADOS EM RELACAO
A VIRULENCIA A D. opuntiae

RESUMO

Enfatizando o controle biolégico e o estudo dos fungos
entomopatogénicos como agentes eficientes em condicdbes de campo, o
objetivo deste trabalho foi investigar o potencial dos fungos entomopatogénicos
no controle da cochonilha do carmim. O estudo da tolerancia dos fungos
entomopatogénicos a fatores ambientais € de suma importancia e pode ser
utilizado como parametro de selecao para auxiliar os testes de patogenicidade
e viruléncia, possibilitando assim um melhor desempenho dos isolados em
condicbes de campo onde sao efetivamente requeridos. Os resultados
referentes a tolerdncia dos isolados a radiacdo solar e ultravioleta artificial
revelam que todos os isolados testados sao sensiveis a radiagdo natural. Uma
possivel explicacdo para este evento pode estar ligado ao fato de que estes
mesmos isolados apresentaram sensibilidade a temperaturas elevadas a partir
de 35°C. Considerando que os testes de campo foram realizados em horario de
pico de radiacdo e temperatura, esse baixo desempenho pode ser
perfeitamente justificado. Uma vez que nos tratamentos sob radiagcdo UV
artificial os isolados testados se mostraram mais tolerantes, vale ressaltar que
entre outros fatores relevantes que diferenciam os dois ambientes, quando

expostos a radiagao artificial foram mantidos todo tempo a 28°C, temperatura
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considerada ideal para o desenvolvimento destes fungos. E importante
ressaltar que os isolados apresentaram uma recuperacdo nos indices de
germinacdo com o aumento de tempo de incubagao indicando uma relativa
capacidade de reparar os possiveis danos causados pela radiacdo seja de
fonte natural (solar) ou artificial. Considerando todos os fatores estudados
neste trabalho, os isolados mais promissores quanto a tolerancia a radiacéao
solar sdao LCB55 e LCB62 apresentando respectivamente 83,9% e 15,4%
germinagcdo as 48 h de incubacdo. Quanto a tolerancia a temperaturas os
isolados com melhor desempenho foram LCB61 e LCB62 apresentando
respectivamente 88,28% e 35,15% de germinagao aos 30°C. Vale ressaltar que
o isolado LCB61 mostra-se superior ao LCB62 também aos 35°C onde
apresenta 85,24% de germinacdo, enquanto que o isolado LCB62 nao
apresenta germinacdo nesta faixa de temperatura. Outra caracteristica
estudada como possivel fator de viruléncia para os isolados testados foi a
atividade enzimatica. Os resultados mostraram que os niveis mais elevados de
atividade de tripsina foram associados com isolado LCB53. Cinco atividades
proteoliticas foram visualizadas com uma gama de massas moleculares
usando geis de atividade SDS-PAGE. Os isolados LPP19 e LCB55
expressaram duas principais proteases de elevada massa molecular, embora
com menor atividade global que LCB53. Quanto aos isolados LCB52 e LCB62
apenas demonstraram atividade traco "em gel". No entanto, atividade de lipase
foi detectada apenas em filtrados da cultura de LCB62 e LCB55 quando
utiizado azeite como substrato. Analisando todos os fatores estudados e
associando-os ao potencial dos isolados como agentes de biocontrole de D.
opuntiae pode-se inferir que os isolados LCB62 e LCB55 apresentam o melhor
desempenho em relacdo aos fatores limitantes em condicbes de campo tais
como potencial de recuperagdo dos danos causados pela radiacdo solar e
ainda tolerancia mesmo que insipiente a temperaturas elevadas, considerando
ainda o aparato enzimatico estes isolados também demonstram desempenho

consideravel.
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ABSTRACT

Emphasizing the biological control and the study of the
entomopathogenic fungi as efficient agents in field conditions, the objective of
this work was to investigate the potential of the entomopathogenic fungi for the
control of the scale insect Dactylopius opuntiae. The study of the tolerance of
the entomopathogenic fungi to environmental factors is important and can be
used as selection parameter to aid in pathogenicity and virulence tests,
indicating the best isolates for use in the field. The results for tolerance of the
isolates to solar and artificial ultraviolet radiation reveal that all the isolates
tested are sensitive to natural radiation. A possible explanation for this could be
linked to the fact that these isolates were also sensitive to temperatures above
35°C. Considering that the field tests were carried out under natural radiation
and temperature conditions, lower germination rates were justified. Atrtificial UV
radiation showed that the isolates tested were more tolerant, although it should
be noted that isolates exposed to artificial radiation were maintained at 28°C, a
temperature considered ideal for the development of these fungi. It is important
to emphasize that the isolates showed a recovery in the germination rates with
increasing incubation time, indicating a relative capacity to repair the possible
damages caused by the radiation, natural (solar) or artificial. Considering all the
factors studied in this work, the more promising isolates considering tolerance
to the solar radiation were LCB55 and LCB62, presenting 83.9% and 15.4%
germination respectively following a 48 h incubation period. As for the tolerance
to temperatures, the isolates the best performance were LCB61 and LCB62
presenting 88.28% and 35.15% germination respectively at 30°C. It is worth
emphasizing that isolate LCB61 was superior to LCB62 also at 35°C where it
presents 85.24% germination, while isolate LCB62 did not germinate at this
temperature. Another characteristic studied as possible virulence factor for the
isolate was their enzymatic activity. The results showed that the highest levels
of trypsin activity were associated with isolate LCB53. Five proteolytic activities

were visualized with a range of molecular masses using SDS-PAGE activity
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gels. Isolates LPP19 and LCBS55 expressed two major proteases of high
molecular mass, although with lower general activity than LCB53. Isolates
LCB52 and LCB62 demonstrated trace "in gel" activity. However, lipase activity
was only detected in filtrates of LCB62 and LCB55 when used olive oil as a
substrate. Analyzing all the factors studied and associating them to the potential
of the isolates as biocontrol agents of D. opuntiae, it can be inferred that
isolates LCB62 and LCB55 present the best correlation to the limiting factors
under field conditions such as potential of recovery from damage caused by
solar radiation and incipient tolerance to high temperatures, and considering the
enzymatic profile these isolates as potential candidates for use against this pest
species.
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INTRODUGCAO

A cochonilha do carmim Dactylopius opuntiae tem devastado os plantios
de palma forrageira e estima-se que o0s prejuizos tenham atingido
aproximadamente R$ 140 milhdes (Bahe, 2007). Pouco se sabe a respeito de
medidas de controle da cochonilha do carmim no Brasil.

As areas afetadas apresentam caracteristicas excelentes para o
desenvolvimento de D. opuntiae, pela incidéncia elevada de insolacdo e
radiacdo solar, resultando em altas temperaturas e umidade relativa baixa
durante a maior parte do ano. Aliado as caracteristicas ambientais favoraveis,
D. opuntiae apresenta ainda elevado potencial biético. Devido a inexisténcia de
medidas eficazes de controle que ndo acarretam o risco de contaminacao por
residuos na producdo de carne, leite e derivados, algumas alternativas de
controle tém sido estudadas, dentre elas a utilizacdo de fungos
entompatogénicos buscando manter as populacées da praga abaixo do nivel
de dano econémico, possibilitando o cultivo sustentavel da palma forrageira
nas regides atacadas (Carlos Gava, Embrapa, comunicagao pessoal).

Os FE apresentam algumas particularidades que os diferenciam dos
demais patdgenos tais como bactérias e virus. Os FE infectam uma vasta
gama de hospedeiros nos mais diversificados ambientes seja aquatico, parte
aérea de plantas e até insetos abrigados no interior do solo (Hajek & St. Leger,
2004). Além de sua capacidade de infectar varias espécies de insetos e acaros,
atingindo todos os estagios de desenvolvimento do hospedeiro penetrando por
diversas vias predominantemente pelo tegumento sendo também capaz de se
dispersar horizontalmente (Alves & Lopes 2008), outro aspecto relevante é a
variabilidade genética desses entomopatégenos, podendo ser considerada
uma das suas principais vantagens no controle microbiano de insetos (Alves,
1998). No entando, varios fatores ambientais como a radiacdo ultravioleta,
pluviosidade, pH, temperatura, umidade relativa entre outros caracteristicas
das areas afetadas limitam a eficacia dos entomopatégenos. Além dos fatores
ambientais, também devem ser considerados algumas caracteristicas da praga
em questdo como a presenca de espessa camada de ceras altamente
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hidrofébicas que dificultam a penetracéo de produtos diversos e limita a adesao
dos fungos entomopatogénicos.

Quando se considera as condicdes de campo onde os entomopatégenos
sdo mais suscetiveis, os fatores ambientais devem ser cuidadosamente
examinados. ApOs a pulverizacdo os entomapatégenos serdo expostos a
fatores bidticos e abidticos que podem comprometer sua sobrevivéncia,
propagacao e até mesmo o processo de infeccao do hospedeiro (Goettel et al.,
2000). Dentre o0s fatores bidticos e abidticos capazes de afetar
significativamente os entomopatégenos se destaca a radiacdo solar UV
(Fargues et al., 1996; Cagan e Svercel, 2001; Braga et al., 2001b). A radiacao
solar UV pode inativar conidios, causar danos letais ao seu DNA e provocar
mutagbes (Nicholson et al., 2000). Conforme relatado em diversos estudos, a
radiacdo UV pode reduzir significativamente a eficacia de fungos no campo
(Braga et al., 2001a). A exposicdo aos fatores ambientais (temperatura,
umidade, radiacdo solar, etc.) tem se mostrado determinante para a
estabilidade dos entomopatégenos (RANGEL et al., 2005).

A temperatura também é um fator de grande importancia e atua sobre os
patdbgenos afetando sua producdo, estabilidade na estocagem e
patogenicidade nas condicbes de campo. Esse fator torna-se ainda mais
importante, tendo em vista a incapacidade dos patdgenos de se protegerem
das variagdes de temperatura através de sistemas fisiolégicos (Alves, 1982). A
viabilidade e atividade biol6gica de fungos entomopatogénicos sado altamente
influenciadas pela temperatura, umidade, substrato, radiacdo ultravioleta e
outros fatores (Batista Filho & Cardelli, 1986; Alves et al., 1987). A persisténcia
de um entomopatégeno no habitat depende basicamente de trés fatores: tipo
de substrato em que o patégeno esta localizado, fatores ambientais e forma do
patdbgeno em presenca ou ndo de estruturas de resisténcia. Porém Rangel et
al., 2005, em seus estudos com isolados de diferentes regides geograficas
constataram que a regiao de origem dos isolados também influencia na sua
tolerancia a altas temperaturas e conforme seus resultados os isolados
provenientes de regides préximas ao equador demonstraram maior tolerancia
que os demais quando expostos a temperaturas elevadas.

As radiacoes podem ser benéficas, maléficas ou indcuas para os fungos

dependendo da qualidade e intensidade da radiagdo, tempo de exposicao, etc.
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Quando as radiacées nao causam efeitos letais, normalmente influenciam o
crescimento e a reproducdo. Estudos em laboratério e campo sugerem que a
luz solar, em especial a porcao ultravioleta do espectro, é provavelmente o
fator que mais afeta a persisténcia de inseticidas microbianos, pois atua
diretamente nos acidos nucléicos, alterando-os ou mesmo destruindo, o que
impede o crescimento e a multiplicacdo do microrganismo (Valle, 1984).

A radiacao solar também pode causar perda de viabilidade desse fungo.
Corréa (1983) demonstrou que a luz solar direta causa altas taxas de

mortalidade de conidios, exceto aqueles que sdo mais protegidos sob luz

difusa nos poros do solo. Zimmermann (1982) estudando o efeito de lampadas
artificiais com o mesmo espectro de acdo da luz solar e com poténcia dez
vezes maior, constatou que a luz diminui e retarda a germinacao de conidios. O
método menos utilizado é o da radiacdo natural, dada a sua alta variacao ao
longo do tempo, o que dificulta as pesquisas com microorganismos a respeito
da tolerancia ao UV e seus efeitos (Roberts & Flint, 2002). Alguns autores
sugerem selecionar isolados mais tolerantes a radiacao UV-B, pois se sabe
que a suscetibilidade dos fungos a radiacao varia entre diferentes espécies e
entre isolados (Fargues et al.,, 1996). O grande desafio dos trabalhos é
encontrar isolados pelo menos tolerantes a radiacdo UV-B, ou seja, que
mantenham a viabilidade e a viruléncia quando expostos (Cagan & Svercel,
2001; Braga et al., 2001c).

Embora existam limitac6es para o uso dos fungos entomopatogénicos,
impostas pelo ambiente, estes tém conquistado espaco no mercado. Alguns
programas de controle microbiano bem-sucedidos pelo mundo e a demanda
cada vez maior de produtos menos poluentes ao meio ambiente reforcam esta
tendéncia. O mercado latino-americano de micoinseticidas vem expandindo
embora de modo ainda insipiente, considerando que a venda de produtos a
base de fungos nao supere US$ 20 milhdes por ano na América Latina. No
Brasil, no entanto o faturamento com micoinseticidas tem crescido
consideravelmente, em 1998 as vendas atingiram em torno de US$ 1 milhdo
(Alves, 1998), passando em 2006 a faturar em torno de US$ 10 milhdes (Alves
& Lopes, 2008).
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Considerando-se as interacdes fungo, hospedeiro e ambiente, a selecao
de isolados de fungos entomopatogénicos para o controle biolégico de uma
praga € uma das etapas mais importantes para a determinacao da viruléncia,
aspectos reprodutivos e producdo em meio de cultura artificial, para a posterior
utilizagdo como bioinseticida, (Almeida & Batista Filho 2001). Diversos autores
tém demonstrado a importancia da selecdo de isolados de fungos
entomopatogénicos no controle de pragas, revelando que a variabilidade
genética desses microrganismos constitui-se no grande potencial para o
controle de pragas, além de n&o haver necessariamente uma ligagédo direta do
isolado com o hospedeiro e local com a viruléncia do mesmo (Batista Filho et
al. 2002).

Diversos eventos compdem o ciclo das relagcdes fungo-hospedeiro tais
como adesao, germinacao, formacao do apressério e grampo de penetragao,
penetracdo, colonizacdo e reproducdo. Durante estes eventos os fungos
entomopatogénicos apresentaram fatores de viruléncia, incluindo a producao
de enzimas. Estudos relacionados a producdo, regulacédo, clonagem e ao
sequenciamento destas enzimas em especial as proteases tém sido realizados,
e permitirdo a elucidacdo dos fatores envolvidos na interacdo fungo-
hospedeiro.

O processo de adesao depende da presenca de enzimas (esterases e
proteases) que ocorrem na superficie dos conidios ndo germinados e que
atuam na superficie do tegumento do inseto hospedeiro, possibilitando a
nutricdo e germinacao do fungo (St. Leger et al, 1991).

Alguns aspectos estdo intimamente ligados ao processo de adesao do
conidio na cuticula do inseto. Conforme verificado por Sitch & Jackson (1997),
fatores envolvidos na infeccao podem variar entre as diferentes espécies de
hospedeiro potencial. Em alguns casos, a incapacidade dos esporos
permanecerem na cuticula por um periodo de tempo suficiente que permita sua
germinagao e penetragao é um fator limitante. Em outros, embora a velocidade
e a quantidade de conidios germinados sejam semelhantes entre
espécies de insetos suscetiveis ou nao, a disponibilidade de nutrientes ou
estimulos inadequados para a penetracao pode juntamente com outros fatores,
impedir a infeccdo. Existem ainda relatos da interferéncia de microclima da
superficie da cuticula, bem como seu relevo, hidrofobicidade, e ainda a
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competicdo com a microflora (fungos e bactérias) presente na superficie da
cuticula do hospedeiro entre outros (St. Leger, 1991).

Uma infecg@o pode nao ocorrer se algum fator essencial estiver ausente
durante a aderéncia, desenvolvimento ou colonizagdo (St. Leger 1991). A
infeccdo pode ser afetada pela baixa umidade (fungos requerem agua para a
germinagdo e a ampliagdo do crescimento), uma inabilidade para utilizar
nutrientes disponiveis sobre a cuticula superficie, ou a auséncia de fatores
necessarios para o reconhecimento de um sitio adequado para penetracao e
infeccdo si (Hajek & St. Leger 2004).

De acordo com relatos de St. Leger (1992), quanto maior o grau de
especificidade do fungo com relacdo ao seu hospedeiro, maiores as exigéncias
quanto a condicdes especiais durante o processo de germinacao para que este
seja bem-sucedido.

Muitos dos trabalhos ressaltam o papel das proteases no processo de
infeccao de insetos por fungos, estando estas proteases envolvidas na hidrélise
dos componentes cuticulares predominantemente de proteinas, facilitando a
penetracdo da hifa através da cuticula de insetos. Portanto, é de grande
relevancia a compreensdao de como a producao dessas enzimas é regulada
nos mais diversos processos fisioldgicos, e como o tipo de substrato influencia
sua expressao. Os estudos relacionados a determinantes de viruléncia de FE
poderdo permitir um maior entendimento dos fatores envolvidos na interagao
fungo -hospedeiro.

As proteases extracelulares promovem a hidrélise dos componentes
cuticulares, facilitando a penetragdao da hifa através do tegumento de insetos.
Segundo Tiago & Furlaneto, 2003, a endoprotease tipo subtilisina designada
Pr1 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae vem sendo considerada o melhor
modelo de determinantes de patogenicidade em FE. De acordo com estes
autores, foram caracterizadas em M. anisopliae var. anisopliae além de Pr1,
uma protease tipo tripsina designada Pr2, duas aminopeptidases
extracelulares, uma metaloprotease e uma cisteina protease designada Pr4.

A penetragcédo dos FE através do tegumento ocorre, em parte, pela acéao
de enzimas, especialmente as proteases. Em estudos realizados por St. Leger
et al. (1986a; 1986c¢) foi observada a producdo das enzimas extracelulares

(endoproteases, aminopeptidases, lipases, esterases e quitinases) em grandes
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quantidades por M. anisopliae var. anisopliae, Beauveria bassiana e Verticilium
lecanii quando crescidos em cuticula do gafanhoto Schistocerca gregaria. Além
disso, foi observada uma grande variagcdo nos niveis de producdo enzimatica
entre os diferentes isolados, porém todos os isolados apresentaram alta
producédo de endoproteases.

A partir de uma protease purificada (Pr1) de M. anisopliae var.
anisopliae St. Leger et al., (1986a) verificaram a remocao de 25-30% das
proteinas cuticulares, sugerindo a participacdo das proteases na hidrolise da
cuticula, possibilitando a penetracéo da hifa através da mesma.

Gillespie et al. (1998) relatam a producdo de proteases extracelulares
por isolados de M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum ( M.
flavoviride) utilizando cuticula de pupa de M. sexta e cuticula de diferentes
partes do tegumento de S. gregaria (cuticula abdominal de ninfas de quinto
instar, cuticula abdominal do inseto adulto e cuticula das asas) que
compreendem tipos cuticulares com composicido protéica e grau de
esclerotizagao distintos.

Outas enzimas importantes no processo de infeccdo por fungos
entomopatogénicos sdo as lipases e esterases capazes de hidrolisar lipidios
cuticulares de insetos (Bidochka et al., 1997). A impossibilidade de utilizar
lipidios presente sobre a superficie da cuticula dos artrépodes pode reduzir a
viruléncia de alguns fungos. Estes lipideos contribuem para a especificidade do
patégeno-hospedeiro (St Leger, 1993; Kosir et al.,, 1991). A importancia de
lipases esta relacionada essencialmente a especificidade patégeno-hospedeiro
(Hegedus & Khachatourians, 1995).

As primeiras enzimas comprovadamente secretadas pelos fungos
entomopatogénicos no inicio da penetracdo da cuticula de seus hospedeiros
sdo as proteases. No entanto, é possivel que as lipases precedam as
proteases devido a camada de composicao lipidica presente na epicuticula dos
artropodes (St Leger et al., 1986a; St Leger et al., 1991b; Clarkson & Charnley,
1996; Silva et al., 2005). Entretanto, pouco tem sido relatado em relagdo a
estas enzimas comprovadamente secretadas por M. anisopliae (Silva et al.,
2005).

O primeiro trabalho especifico relatando a producédo de lipases por M.

anisopliae foi realizado por Silva et al., (2005). Antes deste trabalho, porém
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foram relatadas apenas deteccbes pontuais da atividade de lipase em FE
(Robert & Aidroos, 1985; St Leger et al., 1986 c; Nahar et al., 2004).

A producao de lipases pode estar relacionada com o fator de viruléncia
para fungos entomopatogénicos, visto que ha relatos da inibicdo da
germinacdo de esporos de B. bassiana e Paecilomyces fumosoroseus por
componentes das ceras produzidas por Bemisia argentifoli (James et al.,
2003). Neste trabalho foi evidenciado que a germinacao de conidios foi mais
efetiva em cuticulas de insetos entre o segundo e o terceiro instar
apresentando 54% e 45% de germinagdo respectivamente, enquanto que
cuticulas de insetos do quarto instar em diante foram pouco sensiveis ao fungo
apresentando apenas 7% dos conidios de B. bassiana germinados e mediana
sensibilidade a P. fumosoroseus com 33% de seus conidios germinados.

Assim, embora observado o efeito sobre a germinacao de conidio pela
espessa camada de cera de ésteres de cadeia longa produzido pelas ninfas de
mosca branca sobre B. bassiana e P. fumosoroseus, seu papel na defesa a
patdgenos ainda nao é claro (James et al.,, 2003). Resultados semelhantes
foram obtidos por Szafranek et al., (2001) revelando o efeito inibitério de
lipidios presentes em exoesqueletos dos pulgdes Sitobion avenae, Hyalopterus
pruni e Brevicoryne brassicae sobre B. bassiana e P. fumosoroseus.

Devido a complexidade da cuticula dos insetos, os patdgenos que
penetram por estas vias, tais como os fungos entomopatogénicos, produzem
enzimas hidroliticas como lipases, proteases e quitinases, as quais possibilitam
a penetracao via cuticula de seus hospedeiros (St Leger, et al., 1996a; St
Leger, et al., 1996b; Krieger de Moraes et al., 2003).

A relacdo entre a viruléncia dos fungos entomopatogénicos com a
producédo de enzimas que degradam a cuticula vem sendo investigada. Muitos
genes e enzimas tém sido caracterizados e estudados visando verificar sua
participacdo no processo de infeccao (St Leger et al., 1986 a ; Bidochka &
Kachatourians, 1988; Bogo et al., 1998; Moraes et al., 2003; Silva et al., 2004;
Bittencourt et al., 2004).

Com base nas informacdes relacionadas aos eventos envolvidos durante
0 processo de infecgdo por fungos entomopatogénicos e a complexidade de
controle de D. opuntiae, foram desenvolvidos alguns ensaios visando elucidar

algumas questdes e melhor direcionar as medidas de controle desta praga
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usando fungos entomopatogénicos. Os ensaios envolvem questdes relativas ao
potencial bidtico dos fungos entomopatogénicos e as condigdes ambientais a
que se destinam, sendo assim o0s objetivos deste trabalho foram:
I-  Verificar a tolerancia dos fungos testados sobre D. opuntiae a radiacao
ultravioleta natural e artificial;
[I- Avaliar o efeito da temperatura na germinacao e crescimento vegetativo
dos fungos entomopatogénicos testados sobre a cochonilha do carmim;
[lI- Investigar a atividade enzimatica entre os fungos entomopatogénicos
testados sobre D. opuntiae, com énfase nas proteases e lipases;
IV- Investigar uma possivel relacdo entre a producdo de enzimas a
viruléncia dos fungos testados a D. opuntiae.

MATERIAL E METODOS

Bioensaio 1 - Tolerancia dos fungos testados sobre a cochonilha do carmim
a radiacao solar e ultravioleta artificial

Neste bioensaio foram estudados os isolados que demonstraram melhor
desempenho quanto a viruléncia sobre D. opuntiae em experimentos
anteriores. Devido as condicdes ambientais em que tais isolados foram
avaliados, sendo predominantemente baixa umidade relativa do ar e com alta
incidéncia de radiacao ultravioleta foi adicionado éleo vegetal (8%) a calda,
visando minimizar os efeitos de tais fatores nos fungos em estudo.

Os isolados selecionados foram submetidos a radiagé@o solar e artificial
em camara de fluxo laminar sob lampada UV de 15w, comprimento de onda (A)
de 245nm (G15T8) durante 5 minutos. O periodo de exposicao a lampada UV
foi estabelecido em ensaios preliminares. As condicées experimentais sob
radiacao solar foram em horario de pico de radiacao e temperatura das 12 h as
14 h e no laboratério com temperatura média em torno de 25 graus.

Para ambos o0s experimentos foram avaliados 14 isolados. As
suspensdes de fungos foram padronizadas na concentracdo 1x10® conidios ml
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' foram retiradas aliquotas de 50 pl, em seguida esta aliquota foi espalhada no
fundo de uma placa de petri com o auxilio de uma alga de Drigalski, sendo 3
placas por isolado formulado com éleo vegetal e Triton X100 (0,05%), ou com
apenas espalhante adesivo Triton X100 (0,05%), estas placas foram mantidas
em condicoes de laboratdrio até secar o excesso de dgua da mistura. Apds a
secagem as placas foram expostas as condicoes experimentais. Apds a
exposicdo as condicoes experimentais as placas foram levadas para uma
camara de fluxo laminar previamente esterilizada e realizada a resuspensao
dos conidios com Triton X100 0,05% (500 ul) com o auxilio de uma alca de
Drigalski. Em seguida foram retiradas aliquotas de 50 pl da resuspensao e
aplicadas em campos circulares delimitados em laminas de vidro contendo uma
fina camada de meio BDA (3 laminas por isolado). Estas laminas foram
acondicionadas em placas de petri estéreis e devidamente lacradas para
posterior incubagdo em camara de germinacao tipo BOD por diferentes tempos
sendo 16, 24 e 48 horas. Ap6s os periodos de incubacdo 0 processo
germinativo foi interrompido utilizando uma solugao de &cido latico e azul de
metileno. Posteriormente foi verificada a porcentagem de germinacado dos
conidios em funcao da exposicao a radiacao solar e ultravioleta e do tempo de
incubacdo dos conidios em meio BDA quando expostos as condicoes
experimentais.

As avaliagbes constavam de contagens do numero de conidios
germinados por campo de visdo em microscépio 6ptico, com aumento de 400
vezes. As amostragem por campos de visdo consistiam de 150 conidios por
disco, sendo 3 discos por lamina e 3 laminas por isolado em cada tratamento
em delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial.
Foram considerados germinados o0s conidios que apresentavam tubo
germinativo com o dobro do tamanho do conidio.

As condi¢des experimentais foram dispostas em 14 tratamentos abaixo

descritos na tabela 1:

Tabela 1. Descricao dos tratamentos para avaliacdo da tolerancia dos fungos

testados sobre a cochonilha do carmim a radiacao solar e ultravioleta artificial
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Condigdes experimentais

Tempo de
Extracao de Exposicdo a UV incubagcdo em
Tratamentos conidios Formulagao meio BDA
(25°C)
Artificial Natural
1 Triton X100 Surfactante Triton Nao Nao 16 horas
0,05% X100 0,05% exposto exposto
2 Oleo de Oleo de girassol Nao Nao 16 horas
girassol (8%) e surfactante exposto exposto
Triton X100 0,05%
3 Triton X100 Surfactante Triton Exposto - 16 horas
0,05% X100 0,05%
4 Oleo de Oleo de girassol Exposto - 16 horas
girassol (8%) e surfactante
Triton X100 0,05%
5 Triton X100 Surfactante Triton - Exposto 16 horas
0,05% X100 0,05%
6 Oleo de Oleo de girassol - Exposto 16 horas
girassol (8%) e surfactante
Triton X100 0,05%
7 Triton X100 Surfactante Triton Exposto - 24 horas
0,05% X100 0,05%
8 Oleo de Oleo de girassol Exposto - 24 horas
girassol (8%) e surfactante
Triton X100 0,05%
9 Triton X100 Surfactante Triton Exposto - 48 horas
0,05% X100 0,05%
10 Oleo de Oleo de girassol Exposto - 48 horas
girassol (8%) e surfactante
Triton X100 0,05%
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11 Triton X100 Surfactante Triton Exposto 24 horas
0,05% X100 0,05%
12 Oleo de Oleo de girassol Exposto 24 horas
girassol (8%) e surfactante
Triton X100 0,05%
14 Oleo de Oleo de girassol Exposto 48 horas
girassol (8%) e surfactante

Triton X100 0,05%
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Os resultados deste experimento foram submetidos a Analise de
Variancia. As médias foram comparadas pelo teste Tukey (P> 0,05).

Bioensaio 2 - Efeito da temperatura na germinacdao dos fungos
entomopatogénicos testados sobre a cochonilha do carmim

Conforme descrito por diversos autores a temperatura influencia o
desenvolvimento de fungos entomopatogénicos, chegando em alguns casos a
ser um sério limitante em condi¢des de campo.

Foram realizadas padronizacées dos isolados em Triton X100 0,05%,
sendo obtidas suspensdes 1x10° conidios/ mL, em seguida foram retiradas
aliqguotas de 50 ul desta suspensao e aplicadas em campos circulares
delimitados em laminas de vidro contendo uma fina camada de meio BDA (3
por isolado). Estas laminas foram acondicionadas em placas de petri estéreis e
devidamente lacradas para posterior incubagcdo por 18 horas em camara de
germinacgao tipo BOD em diferentes temperaturas, sendo 28°C (tratamento
controle); 30°C; 35°C e 40°C. Apo6s o periodo de incubacdo nas referidas
temperaturas o processo germinativo foi interrompido utilizando uma solucao
de acido latico e azul de metileno e posteriormente verificada a porcentagem
de conidios germinados e ndo germinados em funcdo da temperatura de
incubagéo.

As amostragens por campos de visdo consistiam de 150 conidios
germinados e nao germinados por campo de visdo em microscopio éptico, com
aumento de 400 vezes, sendo 3 discos por lamina e 3 laminas por isolado em
cada tratamento em delineamento experimental inteiramente casualuzado.
Foram considerados germinados o0s conidios que apresentavam tubo

germinativo com o dobro do tamanho do conidio.

Bioensaio 3 - Producao de protease e lipases pelos fungos
entomopatogéncos testados sobre D. opuntiae

Este estudo buscou caracterizar isolados de fungos entomopatogénicos
com alta viruléncia contra a cochonilha Dactylopius opuntiae (Hemiptera:

Dactylopiidae), uma séria praga da palma no NE do Brasil, utilizando como



64

substratos lipase e protease e correlacionar a atividade enzimatica como um
possivel fator de patogenicidade, devido ao fato desta cochonilha produzir uma

secrecao cerosa protetora que dificulta o processo de infeccéo por fungos.
1. Meio de cultura

Para realizacdo dos ensaios de atividade proteolitica, os isolados mais
promissores nos ensaios de viruléncia a D. opuntiae foram cultivados em meio
liquido contendo cuticula de gafanhoto como fonte de carbono e minerais.

O meio de sais minerais basicos composto por ZnSO4(1g/L); NaNos
(0,2g/L); CuSO4 (0,02g/L); MnCly (0,02g/L); FeS04(0,2g/L); KH2PO4(1g/L);
MgSQO4 (0,05g/L) e cuticula de gafanhoto (10g/L) como fonte de carbono, foi
esterilizado em autoclave por 15 minutos. Foram utilizados erlemeyers de 250
mL, cada um contendo 100 ml do meio de cultivo, sendo trés erlemeyers por
isolado. Os isolados foram previamente cultivados em meio sélido (SDA) e aos
10 dias de cultivo em SDA, foram preparadas diluicdes padronizadas de 1x10’
conidios/ml e retirada uma aliquota de 1ml da suspenséo para inoculagédo no
meio liquido. Os erlemeyers foram mantidos sob agitacdo a 120 rpm. Ao longo
do tempo de agitacao foram retiradas aliquotas do sobrenadante para analise
da atividade proteolitica, sendo os tempos de amostragem aos 2, 4 e 11 dias
de incubacdao. As amostras coletadas foram filtradas e acondicionadas em
tubos falcon, em seguida congeladas para posteriores ensaios de atividade

enzimatica.

2- Ensaios de atividade enzimatica

Os isolados LCB52; LCB53; LCB55; LCB62 e LPP19, foram cultivados
em meio liquido contendo minerais traco e cuticula de gafanhotos como fonte
de carbono, mantido em agitagcao constante. Amostras do sobrenadante foram
retiradas apés 2, 4 e 11 dias procedendo a sua filtragem, foram realizados
ensaios de atividade proteolitica do sobrenadante utilizando Bz-Phe-Val-Arg-
NA, Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-NA, SDS-PAGE e géis atividade com gelatina.
Atividade de lipase nos respectivos tempos de incubacédo foi determinada

usando um método gravimeétrico.



65

SDS-PAGE, com géis contendo 8% de acrilamida foram utilizados para
deteccdo de enzimas com atividades majoritarias presentes no sobrenadante
de meios de cultivo de fungos entomopatogénicos. A atividade proteolitica foi
detectada adicionando-se 1,1 ml de solucdo de gelatina (0,9%) descontando-se
este volume de agua durante a preparacao do gel. Apds a lavagem com Triton,
o gel foi incubado em tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, por 5,5 horas a 30°C. Em
seguida o gel foi encubado em solucdo corante de Coomassie blue R-250
(0,1%) diluido em metanol (40%) e acido acético (10%) e agua destilada por 24
horas.

A atividade proteolitica foi visualizada apéds lavagem do gel com solucao
de metanol (40%), acido acético (10%) e agua destilada por alguns minutos
que revelou bandas claras em fundo azul.

Atividade de lipase nos respectivos tempos de incubacado foi
determinada usando método titulométrico adaptado de Brockehoff (1969)
utilizando azeite de oliva como substrato. A proteina contida nas amostras do
sobrenadante foi estimada pelo método de Bradford (1976), usando-se

ovoalbumina para constru¢ao da curva padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioensaio 1 - Tolerancia dos fungos testados sobre a cochonilha do carmim
a radiacao solar e ultravioleta artificial

A radiacdo solar € considerada como o principal agente causador da
inativacao de entomopatégenos, especialmente na faixa ultravioleta (Edgington
et al., 2000; Rangel et al., 2006; Chelico & Kachatourians, 2007).

Dentre as variaveis avaliadas, foram detectadas diferencas significativas
pelo teste F (P> 0,01) conforme indicado no quadro1. Sendo assim, os isolados
demonstraram diferencga entre si, o que ja era esperado devido a diferencas de
suscetibilidade tipicas dos fungos (Fargues et al., 1996) e sua procedéncia
(Rangel et al., 2005; Feng 2009). Havendo também diferencga significativa entre
0os ambientes a que estes isolados foram submetidos a radiagcdo solar
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(ambiente natural) e radiacao UV artificial (fluxo laminar com lampada UV de
15w, A= 245nm), os tempos de incubagdo em meio BDA e na interacdo destes
fatores.

Quadro 1. Médias de germinacao de conidios dos fungos entomopatogénicos
(N=14) submetidos a radiagdo UV artificial e natural em dois formulados
(TritonX 100 e Oleo vegetal 0,1%) nos diferentes tempos de incubacédo (16h;
24h e 48h) em meio BDA.

FV GL QM
ISOLADOS 13 6951.1497*
FORMULACOES 1 233.9889
AMBIENTES 1 285886.2163**
TEMPO INCUBACAO 2 12551.9181**
REPETICAO 2 13.4673
ISOL. X FORM. 13 131.0804
ISOL. X AMB. 13 6393.751**
ISOL. X TI 26 1413.4663**
FORM. X AMB. 1 100.7771
FORM. X TI 2 221.8019
AMB. X Tl 2 590.6908
ERRO 427 132.8421

CcV 38.59638

** - significativo pelo teste F ( P> 0,01).

Embora alguns autores relatem o efeito benéfico do 6leo vegetal sobre
os conidios conferindo protecdo a fatores ambientais tais como radiacdo UV
(Alves et al., 1998; Bateman, 1997) e temperatura (Kim, et al., 2010), neste
estudo, no entanto, ndo houve incremento significativo na germinacao dos
conidios formulados em 06leo vegetal (1%) quando comparado aos conidios
formulados em espalhante adesivo Triton X 100 (0,05%).

Entretanto, o potencial dos fungos entomopatogénicos no controle da
cochonilha do carmim associado com éleo vegetal é perfeitamente justificado
devido ao favorecimento da fixacdo dos esporos sobre as colénias de insetos,

visto que as mesmas, por serem cobertas por substancias gordurosas e
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cerosas possuem a capacidade de repelir solucbes aquosas. Segundo
Carvalho et al. (2005), esta caracteristica bioquimica € uma das responsaveis
pela ineficiéncia de produtos alternativos classicos, como fungos e extratos de
plantas que, apesar de eficientes sob outras circunstancias, ndo conseguem
transpor as camadas de cera e gordura e atingir os individuos localizados no

interior da col6nia.
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Figura 1. Germinacao (%) dos isolados ap6s exposicao a radiacao solar por 2
horas em diferentes tempos de incubacao em meio BDA.

Os isolados submetidos a radiagdo solar por 2 horas apresentaram
germinacao significativa as 16 horas de incubacdao em meio de cultivo BDA,
porém a partir deste intervalo de tempo até as 24 horas de incubacado houve
um incremento nestes indices para os isolados LCB55 e LCB74 culminando as
48 horas de incubacdo. Embora os isolados tenham apresentado sensivel
incremento nos indices de germinacdao a medida que se aumenta o tempo de
incubagao, nao se sabe que efeitos podem ter causado quanto a sua viruléncia
a D. opuntiae, ja que estes estudos nao foram realizados. Francisco (2004)
constatou que 2 e 3 horas de exposicdao ao UV sdo suficientes para reducao
drastica da viruléncia de conidios de M. anisopliae quando testados sobre D.
saccharalis.
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Conforme demonstrado na Figura 1 houve um maior numero de isolados
com indices consideraveis de germinacao as 48 horas de incubacdo, com
destaque para os isolados LCB 55, LCB74, seguidos dos isolados CG24,
LCB56, LCB62 e LPP19. Os demais isolados nao apresentaram indices de
germinagdo nos tempos avaliados, demonstrando maior suscetibilidade a
radiacao solar direta.

Os resultados representados na Figura 2, demonstram que, de maneira
geral, os isolados submetidos a radiagdo UV artificial (lampada UV de 15w, A=
245nm), demonstram baixa porcentagem de germinacao de conidios apés 16
horas de incubagdo assim como na Figura 1. Enfatizando os isolados que
apresentaram porcentagens de germinagdo acima de 60%, observa-se que os
isolados LCB74, LCB52, LPP110, LPP19 e LPP04 se mantém acima desta
faixa independente do tempo de incubacao, demonstrando superioridade sobre
0s demais quanto a este fator. Esses autores encontraram grande variabilidade
entre isolados e sugerem sua utilizacdo em programas de melhoramento

visando obter linhagens mais resistentes.

—o—16H —=—24H —a—48H

GERMINAGAO (%)
[é)]
o

ISOLADOS

Figura 2. Germinagdo (%) dos isolados ap6s exposicdo a radiagcdo sob
lampada UV de 15w, comprimento de onda de 245nm (G15T8)
submetidos a diferentes tempos de incubacdo em meio BDA (16h;
24h e 48h).

Conforme aumenta o periodo de incubacdo, porém surgem outros
isolados tais como LCB223 com 90% de germinacao as 24h de incubacgao e os
isolados LCB55, LCB56 e LCB62 as 48 h de incubacao. Vale salientar que este



69

fator ndo é o Unico limitante ao desenvolvimento dos fungos
entomopatogénicos em condicbes de campo e que o quanto antes estes
fungos forem capazes de se recuperar e/ou quanto tempo mais tolerarem tais
fatores, maiores serdo as suas chances de sucesso. Estes resultados
corroboram com os obtidos por Braga (2002a), demonstrando que algumas
espécies de fungos tém mecanismos de protecado natural aos danos causados
pela UV, embora a maioria dos microorganismos ndo possua protecdao contra
os efeitos deletérios de luz solar.

Alves (1986¢c), que ao determinar a DLsy da luz ultravioleta germicida
(253,7 nm) para varios isolados de M. anisopliae, verificou que o tempo de
exposicao para ocorrerem tais danos varia de 32 a 68 segundos.

Os valores médios de germinagao representados na Tabela 2 revelam
as diferencas significativas obtidas pelo teste Tukey (P> 0,05). Neste estudo
foram obtidos resultados relevantes quanto ao potencial dos isolados testados
sobre D. opuntiae, apontando possiveis indicativos de quais seriam os mais

promissores em se tratando de condi¢gdes de campo.



Tabela 2. Médias de germinacao de conidios dos fungos entomopatogénicos (N=14; 3 repeticées) submetidos a
radiacdo UV artificial e natural em dois formulados (TritonX 100 e Oleo vegetal 0,1%) nos diferentes
tempos de incubacéao (16h; 24h e 48h) em meio BDA.

16H 24H 48H

ISOLADOS UV ART. UV NAT. |ISOLADOS UV ART. UV NAT. |ISOLADOS UV ART. UV NAT.

LCB74 86.9 Aa 0.00 Ab |LCB 223 90.13 Aa 0.00 Ab |LCB52 94.25 Aa 0.00 Ab
LCB52 80.34 ABa 0.00 Ab |LCB52 88.35 Aa 0.00 Ab |LPP110 87.49 Aa 0.00 Ab
LPP110 76.96 ABCa 0.00 Ab |LPP 110 84.50 ABa 0.00 Ab |LCB 223 86.67 ABa 0.00 Ab
LPP19 69.44 ABCa 2.65 Ab |LPP 04 77.31 ABCa 0.00 Ab |LPPO04 86.65 ABa 0.00 Ab
LPP0O4 69.01 ABCDa 1.11 Ab |LCB74 65.95 BCDa 0.11 Ab |LPP 19 86.45 ABCa 9.18 Ba
LCB63 59.55 BCDa 0.00 Ab |LPP19 65.53 BCDa 0.00 Ab |LCB74 72.31 BCDa 69.87 Ba
CG24 48.48 CDEa 2.82 Ab |LCB24 55.30 CDEa 2.19 Ab |LCB55 65.14 CDa 83.90 Ab
LCB53 47.08 DEa 0.00 Ab |LCB 56 52.27 DEa 16.33 Ab [LCB62 63.61 CDa 1540 Ab
LCB55 36.59 E 0.00 Ab |LCB55 49.25 DEFa 23.64 Ab |LCB56 62.78 CDa 11.47 Ab
LCB232 30.24 Ea 0.00 Ab |LCB®63 43.50 DEFa 0.00 Ab |ESALQ818 57.14 DEa 0.00 Ab
LCB56 6.24 Fa 0.00 Aa |CG 62 36.19 EFa 0.00 Ab |CG24 47.99 DEa 16.40 Ab
LCB62 2.51 Fa 0.40 Aa |LCB53 28.11 Fa 0.00 Ab |LCB63 47.71 EFa 0.00 Ab
ESALQ818 0.70 Fa 0.00 Aa |ESALQ818 282 Ga 0.00 Aa |LCB53 32.80 EFa 0.00 Ab
LCB61 0.58 Fa 0.26 Aa |LCB 61 0.86 Ga 0.55 Aa |LCB 61 11.02 Fa 0.00 Aa

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (P> 0,05)
Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P> 0,05)
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Embora haja relatos de efeitos deletérios nos conidios com poucos
minutos de exposicado, em ensaios realizados por Hunt et al. (1994) e Braga et
al. (2001b) mostram isolados de fungos tolerantes, que apresentaram
porcentagem de germinacao em torno de 60%, apds 2 horas de exposicao.

Estudos revelam que para as espécies B. bassiana e P. fumosoroseus,
os efeitos deletérios da exposicdo ao UV sao claramente demonstrados,
ocorrendo a reducao na viabilidade e na viruléncia (Inglis et al., 1995; Fargues
et al., 1996). Em seus estudos Zimmermann (1982) estimou a meia-vida de M.
anisopliae em condi¢des de campo em 1 hora e 40 minutos quando se deixou o
patdgeno incubado por 24 horas e em 2 horas e 45 minutos para 48 horas de
incubacao.

Bioensaio 2 - Efeito da temperatura na germinacdo dos fungos
entomopatogénicos testados sobre a cochonilha do carmim.

A sensibilidade de fungos entomopatogénicos a altas temperaturas tem
sido alvo de muitos estudos, (Kim et al 2010; Rangel, et al., 2010; Fernandes et
al 2007). Tendo em vista as condicbes de estresse térmico a que os isolados
testados terdo que enfrentar nas condicbes de campo onde serdo requeridos
os resultados obtidos nestes ensaios, demonstram seu potencial em variadas
faixas de temperatura.

O quadro 2, mostra os resultados da andlise de variancia para médias
de germinacao dos conidios submetidos a diferentes temperaturas durante 20
horas. Os resultados revelam diferencas significativas entre os isolados e entre
as temperaturas avaliadas pelo teste F (P> 0,01).
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Quadro 2. Médias de germinagédo de conidios de fungos entomopatogénicos
(N=14) submetidos a diferentes temperaturas, incubacéo (20h) em meio BDA.

FV GL QM
ISOLADOS 13 3138.0011**
TEMPERATURA 3 150737.9854**
REPETICAO 5 6.6672

ISOL. X TEMP. 39 1494.4346**
ERRO 275 54.660

MEDIA 33.51241

cV 6.976351

** Significativo pelo teste F ( P> 0,01).

Ao observar os resultados obtidos na tabela 3, as médias de germinacao do
tratamento controle (28°C) apresentavam indices de germinacao acima de 90%
com excecao ao isolado LCB74 (85,54%). Estes resultados indicam que os
conidios submetidos ao teste apresentavam indices de viabilidade
relativamente altos. Segundo Alves et al (1986a), as faixas ideais para
desenvolvimento de M. anisopliae e B. bassiana se encontram entre os demais
24 a 30°C, 22 a 26°C, respectivamente.

Tabela 3. Germinagéo de conidios submetidos a diferentes temperaturas 28°C
(tratamento controle), 30°C, 35°C e 40°C (14 isolados/ 3 repeticoes).

28°C 30°C 35°C 40°C

LCB53 97,94 A LCB61 88,28 LCB61 85,24 A |LCB®61
LPP19 97,94 A LCB223 63,44 LCB53 11,01 B [LCB53
CG24 97,54 AB |LPP0O4 60,26 LCB223 5,24 C |LCB223
LCB223 97,34 AB |LPP19 50,84 CG24 3,21 CD|CG24
LPPO4 94,37 ABC|LCB52 49,49 LPP19 1,01 CD|LPP19
LCB52 93,89 ABC |LCB53 44 LPPO4 1,01 CD|LPP0O4

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

TTIOOOGTMMmOOOTWm >
T IXIT

LCB56 93,79 ABC |LCB62 35,15 LCB62 0 D |LCB62
LCBS55 93,42 BC |LCB63 21,37 LCB63 0 D |LCB63
LCB62 93,37 BC |LCB56 12,18 LCB52 0 D |LCB52
ESALQ818 93,3 BC |LCB74 8,78 LCB56 0 D |LCBS56
LCB63 90,92 C CG24 7,96 ESAL818 0 D |ESAL818
LCB61 90,87 C ESALQ818 5,1 LCB55 0 D |LCBS55
LPP110 90,76 C LPP110 3,38 LCB74 0 D |LCB74
LCB74 85,54 D LCB55 0,82 LPP110 O D |LPP110

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste Tukey (P>
0,05)
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Analisando as médias obtidas aos 30°C, observa-se uma queda nos indices
de germinacao exceto para um isolado M. anisopliae o LCB61, que se manteve
com niveis de germinacao acima de 80% nao diferindo entre os tratamentos a
28°C, 30°C e 35°C. Resultados semelhantes foram obtidos por Rangel et al.,
(2010), onde isolados de M. anisopliae demonstraram indices de germinacao
consideraveis em faixas de temperatura entre 35 e 36°C, embora o
crescimento tenha sido mais lento quando comparado com o obtido aos 28°C.
Entretanto, ao observar o comportamento dos isolados incubados a 40°C,

nenhum dos isolados testados apresentou germinacao.

120
100 -

GERMINACAO DE
CONIDIO (%)
N A O [0}

o o o o

i" N

o
|

28C 30°C 35C 40°C
TEMPERATURA DE INCUBAGAO

mLCB53 B LPP19 B CG24 O LCB223 B LPP04
mLCB52 & LCB56 @ LCB55 mLCB62 B ESALQ818
OLCB63 O LCB61 mLPP110 mLCB74

Figura 3. Germinacdo de isolados de fungos entompatogénicos
submetidos a diferentes temperaturas: 28°C (tratamento controle), 30°C, 35°C
e 40°C, sendo 14 isolados/ 3 repeticdes

Em ensaios de selegdo massal com fungos filamentosos, Crecy et al. (2009)
constataram que embora isolados de M. anisopliae sejam sensiveis a fatores
abiéticos como temperatura, esta baixa tolerancia pode ser superada por meio
de estratégias de adaptacdo e selecdo mediante exposicdo dos isolados a
condicoes de estresse por repetidos ciclos de producédo. Rangel et al. (2010),
verificaram auséncia de germinagao dos isolados quando mantidos por 10 dias
em faixas de temperatura entre 38 e 40°C. No entanto, os autores observaram

gue a exposicao dos conidios a altas temperaturas ndo causou sua inativagao,
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pois quando os isolados testados foram retirados deste ambiente de estresse
térmico e transferidos para um ambiente a 28°C, todos foram capazes de se
recuperar apresentando indices de germinagao.

Bioensaio 3 - Producao de protease e lipases pelos fungos
entomopatogéncos testados sobre D. opuntiae

Os resultados mostraram que os niveis mais elevados de atividade de
tripsina foram associados com isolado LCB53. Geis de atividade SDS-PAGE
demonstraram que o isolado LCB53 secreta 5 proteases com uma gama de
massas moleculares (Figura 4).

Duas proteases de elevada massa molecular foram expressas pelos
isolados LPP19 e LCB55, embora com menor atividade global que LCB53.
LCB52 e LCB62 apenas demonstraram atividade traco "em gel". No entanto,
atividade de lipase foi detectada apenas em filtrados da cultura de LCB62 e
LCB55 quando utilizado azeite como substrato.

m | CB53 e LPP19 4 | CB62 w LCB52 & LCB55

=0,015-0,00095 X+0,00014 X*R*=0,99
-0,0067-0,0035 X+5,6E-4 X’R*=0,99
=0,05749-0,02703 X+0,00328 X°R*=0,99
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Figura 4. Atividade de Tripsina em sobrenadante de cultivo dos isolados
LCB52, LCB53, LCB55, LCB62 e LPP19, expressa em mU/mL.
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A atividade de lipase foi detectada apenas em filtrados de LCB62 e
LCB55 quando utilizado azeite como substrato. A atividade de lipase foi
determinada usando um método titulométrico. Entre os isolados LCB52,
LCB53, LCB55, LCB62 e LPP19, foi verificado em bioensaios de viruléncia
diferentes fases de desenvolvimento de D. opuntiae, verificou-se que o0s
isolados que apresentam maior atividade enzimatica demonstram melhor
desempenho, sugerindo assim uma correlacao entre seu aparato enzimatico e
seu potencial como agente de biocontrole desta praga. Alguns autores tém
mencionado algo semelhante, j& que as enzimas extracelulares podem
desempenhar diversas fungdes relacionadas a degradacao dos polimeros que
compdem a cuticula do inseto, disponibilizando nutrientes essenciais a
nutricdo, auxiliando assim, no processo de penetracédo no hospedeiro( St Leger
et al., 1991; Stehr, et al., 2003; Silva et al., 2005).

A cochonilha D. opuntiae, possui uma densa camada de cera, sendo
assim as enzimas lipoliticas podem estar favorecendo os fungos que as
produzem no estagio inicial da infeccao conforme sugerido por Géttlich et al.
(1995) e Silva et al., (2005).
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Figura 5. Géis SDS-PAGE atividade proteolitica dos isolados LCB62 (1),
LCB55 (2), LCB53 (3), LCB52 (4) e LPP19 (5) em diferentes
tempos de incubacéao (A-2 dias; B- 4 dias e C- 11 dias).
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Ao confrontar os resultados obtidos em ensaios de atividade de lipase
(figura 6) com os resultados obtidos em ensaios anteriores referentes a
patogenicidade e viruléncia desses isolados a D. opuntiae, os isolados que
apresentaram maior atividade de lipase estavam entre os isolados que se
destacaram no controle de fémeas adultas da referida praga.

0.3 —
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Figura 6. Atividade de Lipase do sobrenadante dos isolados
LCB52, LCB53, LCB55, LCB62 e LPP19 expressa em
mU/mL.

Segundo St Leger et al.,, (1991b), enzimas secretadas em meio
extracelular podem estar ligadas a degradacdo de macromoléculas
promovendo a liberacao de nutrientes metabolizaveis, auxiliando na penetragao
da cuticula do hospedeiro em processos patogénicos. A producdo de lipases
pode estar relacionada como fator de viruléncia para fungos
entomopatogénicos, visto que ha relatos da inibicdo da germinacao de esporos
de B. bassiana e Paecilomyces fumosoroseus por componentes das ceras
produzidas por Bemisia argentifolii (James et al., 2003), podendo assim estar

relacionado com a degradacao de componentes toxicos do substrato.
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CONCLUSOES

Os isolados testados apresentaram maior sensibilidade a radiag&o solar;
Os isolados apresentaram uma recuperacao nos indices de germinagao
com o0 aumento de tempo de incubacdo indicando uma relativa
capacidade de reparar os possiveis danos causados pela radiacao seja
de fonte natural (solar) ou artificial;

Os isolados mais promissores quanto a tolerdncia a radiacdo solar
foram LCB55 e LCB62 apresentando respectivamente 83,9% e 15,4%
germinacao as 48 h de incubacao;

Quanto a tolerancia a temperaturas os isolados com melhor
desempenho foram LCB61 e LCB62 apresentando respectivamente
88,28% e 35,15% de germinagao aos 30°C;

O isolado LCB61 mostra-se superior ao LCB62 quanto a tolerancia a
temperatura, pois aos 35°C apresentam respectivamente 85,24% e
0,0% ;

Os resultados mostraram que os niveis mais elevados de atividade de
tripsina foram associados com isolado LCB53, o qual demonstrou 5
proteases com uma ampla gama de massas moleculares em geis de
atividade SDS-PAGE;

Os isolados LPP19 e LCB55 expressaram duas principais proteases de
elevada massa molecular, embora com menor atividade global que
LCB53;

Quanto aos isolados LCB52 e LCB62 apenas demonstraram atividade
traco "em gel";

Atividade de lipase foi detectada apenas em filtrados da cultura de
LCB62 e LCB55 quando utilizado azeite como substrato;

Quanto a tolerancia a temperaturas elevadas, mesmo que insipiente
considerando ainda o aparato enzimatico dos isolados LCB62 e LCB55

também demonstram desempenho consideravel.
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3. TRABALHOS

MIRMECOFAUNA ASSOCIADA A CULTIVOS DE PALMA FORRAGEIRA
INFESTADOS POR Dactylopius opuntiae

RESUMO

As formigas apresentam habitos variados dentro dos ecossistemas e podem
desenvolver estreita relacdo com comunidades de artropodes, seja como
predadores generalistas ou ainda em associacdo mutua com insetos
pertencentes a ordem Hemiptera: Sternorrhyncha e Auchenorrhyncha entre
outros. Os objetivos deste trabalho foram realizar um levantamento da
mirmecofauna presente nas areas de palma forrageira infestadas por D.
opuntiae, observando sua relagdo com as comunidades do inseto em estudo e
verificando por fim o potencial das espécies de formigas para o controle
biolégico de D. opuntiae. As coletas de formigas nas areas de palma forrageira
infestadas com cochonilha do carmim foram realizadas utilizando armadilhas
do tipo “Pit-fall” contendo solucao de formol 0,04 % distribuidas nas areas de
duas formas, enterradas no solo e suspensas nas plantas avaliadas e
armadilhas contendo atrativos alimentares com uma fonte lipoproteica e uma

fonte glicose (sardinha e goiabada). Os levantamentos de campo revelaram a
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presenca de diversas espécies de formigas nas plantas infestadas, algumas
com maior representatividade noturna e outras diurnas. No entanto, houve
espécies com ocorréncia em ambos o0s turnos. Quanto a abundancia das
espécies, foi observado que as armadilhas utilizadas proporcionaram um
levantamento expressivo de espécies conforme suas preferéncias alimentares
e conforme os ambientes amostrados. Dentre as espécies amostradas no
municipio de Sertdnia, a mais abundante foi Crematogaster sp (1825
exemplares), amostrada em todas as armadilhas testadas, principalmente nas
armadilhas com atrativo alimentar, seguida das espécies Brachimyrmex pictus
(808 exemplares), Dorymyrmes sp.1 (660 exemplares) , Pheidole sp.4 (617
exemplares) e Solenopsis sp. (595 exemplares). O municipio de Dormentes
também apresentou abundancia de espécies, sendo mais expressivas,
Dorymyrmex sp.1 (1329 exemplares), Pheidole sp.4 (865 exemplares),
Camponotus sp. (712 exemplares), Solenopsis sp. (389 exemplares),
Ectoatomma edendatum (353 exemplares). O municipio de Serrita, no entanto
apresentou como mais abundantes as espécies Camponotus sp. (542
exemplares), Pheidole sp. 4 (356 exemplares) e Solenopsis sp. (188
exemplares. Embora a espécie Crematogaster sp. tenha sido a Unica
observada predando D. opuntiae, esta pode ndo ser a Unica a apresentar este
comportamento perante o inseto em estudo. Sendo assim, estudos mais
detalhados sobre o padrdo de predacao de D. opuntiae pelas espécies de
formigas amostradas poderiam revelar mais claramente seu potencial no

controle bioldgico desta praga.
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ABSTRACT

Ants have varied habits within ecosystems and can develop close relationships
with communities of arthropods, as generalist predators or mutual associations
with insects belonging to the order Hemiptera: Sternorrhyncha and
Auchenorrhyncha among others. The objectives of this work was to evualuate
the mirmecofauna in the areas where cactus palms are infested by D. opuntiae,
observing its relationship with the communities of the insect and verifying the
potential of the species of ants for the biological control of D. opuntiae. The
collections of ants in the areas of cactus palm infested with scale insects were
accomplished using “Pit-fall” containing a solution of formol 0.04% distributed in
the tested areas in two ways, buried in the soil and suspended in the appraised
plants. Traps containing alimentary attractions with a lipoprotein source and a
glucose source (sardine and guava jelly) were also used. The field evaluations
revealed the presence of several species of ants on or near the infested plants,
some nocturnal and others diurnal. However, there were species that were
active during both periods. As for the abundance of the species, it was
observed that the traps provided an increasing number of species according to
their alimentary preferences and in accordance to the sampled habitats. Among
the sampled species in the district of Sertania, the most abundant was
Crematogaster sp (1825 samples), found in all of the tested traps, mainly in the
traps with feeding attractants, followed by the species Brachimyrmex pictus
(808 samples), Dorymyrmes sp.1 (660 samples), Pheidole sp.4 (617 samples)
and Solenopsis sp. (595 samples). The municipal district of Dormentes also
presented abundance of species, being more expressive, Dorymyrmex sp.1
(1329 samples), Pheidole sp.4 (865 samples), Camponotus sp. (712 samples),
Solenopsis sp. (389 samples), Ectoatomma edendatum (353 samples).
However, in Serrita, Camponotus sp. (542 samples), Pheidole sp. (356
samples) and Solenopsis sp. (188 samples) were the more abundant species.
Although Crematogaster sp. was the only one observed preying on D. opuntiae,
this is probably not the only one to present this behavior. More detailed studies
on the predatory behavior of the species of ants identified here could reveal
their potential as biological control of D. opuntiae.
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INTRODUCAO

As formigas tém uma relevante importancia ecolégica pela sua grande
diversidade e distribuicdo, representando em torno de 40% da biomassa dos
ecossistemas (Hoélldobler & Wilson, 1990), no entanto constituem apenas 1,5%
da fauna de insetos descrita.

Uma das razdes do sucesso desses insetos sobre a terra se deve entre
outros fatores, ao seu habito alimentar diversificado e a sua capacidade de
modificar ou explorar seu ambiente e nidificar nos mais diversos ecossistemas
terrestres (Holldobler & Wilson, 1990). Quanto aos habitos alimentares alguns
grupos de formigas sao fungivoros (Hélldobler & Wilson, 1990), outros se
alimentam de exsudatos de nectarios florais e extraflorais (Almeida &
Figueiredo, 2003; Delabie et al., 2003, Del Val & Dizo, 2004), “honeydew’ de
pulgdes, cochonilhas e cigarrinhas (Delabie & Fernandez, 2003), sementes
(Gordon, 2002), além de outros grupos que sao predadores, ou onivoros
(Fowler et al., 1991), podendo ocupar simultaneamente varios lugares em uma
cadeia tréfica (Jaffe, 2004).

Segundo Fernandez & Palacio (2006), conforme seus habitos
alimentares os géneros podem ainda ser classificados em cacadoras
generalistas (Hypoponera, Pachycondyla), onivoras (Ectatomma, Camponotus,
Paratrechina), dependentes de produtos vegetais (Azteca, Pseudomyrmex,
Solenopsis), mirmeco6fagas (Simopelta), cacadoras némades (Ecitoninae),
fungivoras (Attini), oo6fagas (Proceratium) ou “vaqueiras”, que criam

“‘homopteros” para se alimentar de suas excrecdes (Camponotus, Acropyga).

1. Levantamentos de mirmecofauna no bioma caatinga

A regiao Nordeste é uma das mais carentes de estudos da
biodiversidade devido a escassez de recursos humanos especialistas
(taxbnomos) e materiais tais como cole¢des, além da falta de instituicoes com
capacidade e vontade de manter tais cole¢des. Ao considerar que apenas 10 %
dos inventarios publicados no pais em um periodo compreendido entre 1985-
1999, foram realizados na regido sob o dominio das Caatingas, sendo assim 0s
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taxons de invertebrados pertencentes a este bioma, particularmente os
terrestres renem o maior nivel de incerteza atual (Lewinsohn & Prado, 2002).

No que refere a estudos da mirmecofauna, a situacao nao é diferente.
No entanto, o estudo e caracterizacdo da mirmecofauna do dominio das
Caatingas vém sendo realizados desde 1990.

Apenas no estado do Ceara, os estudos mais expressivos foram
realizados por Brandao (1995), em trés areas de “caatinga” sensu stricto dos
estados do Piaui e da Bahia, e por Leal (2003), em diversas areas de caatinga
dos estados de Alagoas e Sergipe. No Ceara, os inventarios de formigas foram
iniciados em 2002, por um programa visando caracterizar a fauna de formigas

de solo das principais matas Umidas de altitude do estado.

2. Associacao entre formigas e hemipteros (Sternorrhyncha
Auchenorrhyncha)

Muitas espécies de formigas convivem com “homépteros” (Hemiptera:
Sternorrhyncha e Auchenorrhyncha) sugadores de folhas de plantas, como
pulgdes, cochonilhas, membracideos e psilideos para alimentar-se de suas
excregoes agucaradas. Um fen6meno similar se apresenta com larvas de
Lepidépteros das familias Lycaenidae e Riodinidae (Farb, 1988; Hélldobler &
Wilson, 1990; Delabie et al., 2003; Delabie & Fernandez, 2003). Neste
contexto a relacdo estabelecida entre mirmecos e Hemiptera: Sternorrhyncha e
Auchenorrhyncha

Devido a uma peculiaridade do sistema digestivo dos Hemiptera:
Sternorrhyncha e Auchenorrhyncha, estes ingerem uma quantidade de
nutrientes até dez vezes maior que sua capacidade de assimilacdo, sendo
assim excretam todo o excesso na forma de um liquido agucarado denominado
“honeydew”, por se tratar de um produto da digestao desses insetos apresenta-
se parcialmente degradado, porém rico em glicose, sacarose e frutose
altamente atrativo para alguns grupos de formigas (Fowler et al., 1991; Delabie
et al.,, 2003). Em contrapartida as formigas oferecem protecdo a seus
provedores contra o ataque de alguns inimigos naturais tais como parasitoides
e predadores (Delabie et al., 2003).
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3. Formigas como agentes de controle biolégico

As formigas desenvolvem vérias fungdes dentro dos ecossistemas,
dentre as quais se destaca sua atuacdo como predadores influenciando
significativamente sobre a estrutura tréfica em comunidades de artrépodes
(Floren et al. 2002).

O género de formigas Neotropicais predadoras Ectatomma inclui 14
espécies que se distribuem do México até a Argentina, sendo que 0ito ocorrem
na Bahia e nos Estados vizinhos. E destacada a importancia desse grupo de
formigas no controle biolégico natural das pragas dos cultivos tropicais. Em se
tratando de predadoras eficazes se destacam duas espécies do género
Ectatomma, E. muticum que é endémica da caatinga e das restingas ao norte
de Salvador e E. opaciventre que ocorre perto € ao norte de Salvador, onde
vive em dareas com vegetacao fortemente degradada. Outra espécie de
destaque é a Pachycondyla obscuricornis devido a potencial de exploracao
podendo deslocar-se por distancias superiores a 10 m em busca de presas e
nidificar a até 1 m de ninhos da mesma espécie.

Além de apresentar habito de caca solitario, auséncia de recrutamento,
e deslocamento rapido pela vegetacédo, em estudo de predacao realizado com
Pachycondyla obscuricornis, foi verificado que sua taxa de predacao apresenta
sensivel aumento com a abundancia da presa no caso do estudo de predacao
de cigarrinha, chegando a representar 93,8% das presas capturadas. Segundo
Sujii et al. (2004), Pachycondyla obscuricornis é predadora voraz e representa
potencial agente de controle de populacbes da cigarrinha-das-pastagens em
pastagens cultivadas.

Segundo esses autores, muitos géneros de formigas incluem
predadores especialistas, como Cerapachys, Neivamyrmex, Proceratium,
Strumigenys e Thaumatomyrmex, por exemplo, que se alimentam de um
conjunto restrito de artrépodos, embora possam se alimentar de outras
espécies.

O presente estudo tem como objetivos realizar levantamentos das
formigas presentes nas areas de palma forrageira infestadas por D. opuntiae,
observando a relacao entre estes insetos e verificar o potencial das espécies
de formigas para o controle biolégico da cochonilha do carmim.
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MATERIAIS E METODOS

1. Levantamento de espécies de formigas presentes nas areas de palma
forrageira infestadas com D. opuntiae

O presente estudo foi realizado em trés municipios no estado de
Pernambuco que enfrentam problemas causados pela D. opuntiae, sendo
desenvolvidos trabalhos em trés locais de cultivo de palma forrageira por
municipio. Os municipios foram: Sertania/PE, localizacdo S08°06’
36”/W036°15'27.4”, S08°04'08"/W37°14’06.6” e S08°0540.6”/W36°15'19.1”,
municipio de Dormentes/PE, localizagdo S08°27°27.6”/W040°45'46.0”,
S08°31°39.77/W040°42’07,4” e S07°56'30.4”/W039°20°22.1” e no municipio de
Serrita/PE, localizacao S07°56'30.47°/W039°20'22.1”, S07°56’34.3”
/W039°20°14.2” e S07°%558.5’/W039°20°'11.0”. Nos municipios de
Dormentes/PE e Serrita/PE a infestacdo de D. opuntiae é mais recente tendo
relatos de seu inicio em 2008.

A coleta de formigas nas areas de palma forrageira infestadas com
cochonilha do carmim foi realizada utilizando armadilhas do tipo “Pit-fall”
contendo solugcao de formol 0,04 % distribuidas na areas de duas formas,
enterradas no solo e suspensas nas plantas avaliadas e armadilhas contendo
atrativos alimentares com uma fonte lipoproteica e uma fonte glicose (sardinha
e goiabada). A armadilha do tipo Pit-fall de solo utilizada caracteriza-se por um
recipiente de vidro com abertura superior em torno de 4,5 cm de diametro que
foi enterrado de tal forma que sua abertura superior ficasse ao nivel do solo.
Enquanto que a armadilha tipo Pit-fall suspensa caracteriza-se por um frasco
coletor de plastico com abertura superior em torno de 5 cm de didmetro
adaptado com fios de nylon para fixagdo nas plantas avaliadas.

Os atrativos alimentares foram dispostos ao mesmo tempo e lado a lado
na area sobre pedacos de cartolina em formato retangular nas dimensdes de
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12cm x 8cm. A captura de formigas foi realizada com o auxilio de pingas, as
amostras sendo acondicionadas em frascos contendo alcool 70%.

As areas avaliadas tinham em torno de 1,5 ha, sendo assim foram
distribuidas 10 armadilhas tipo Pit-fall, enterradas aleatoriamente buscando
representar a area em estudo. A distribuicdo das armadilhas tipo Pit-fall
suspensas foram afixadas em plantas que receberam os tratamentos com
fungos entomopatogénicos. Essas plantas foram escolhidas aleatoriamente
segundo alguns critérios: plantas com infestacdo moderada, mas que
apresentassem com no minimo 10 fémeas instaladas completamente
desenvolvidas e equidistantes de modo que houvesse uma bordadura de
plantas que a isolasse dos demais tratamentos.

Além das coletas realizadas com o auxilio das armadilhas mencionadas,
foram feitas também coletas de formigas visitantes diurnas e noturnas em
plantas de palma infestadas por D. opuntiae com o auxilio de pincas
entomoldgicas e acondicionadas em frascos de vidro contendo alcool 70%. As
armadilhas tipo Pit-fall permaneceram na area por trés dias enquanto que as
armadilhas contendo atrativo alimentar foram dispostas por uma hora. As
formigas coletadas foram classificadas por caracteristicas morfolégicas em
laboratério e posteriormente enviadas para identificagdo no Laboratério de
Mirmecologia da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC)/SP.

Ensaios anteriores revelaram indices de predacéo elevados em alguns
dos tratamentos testados. Os tratamentos empregados foram constituidos
pelos isolados que apresentaram maior nimero de predagdo de cochonilhas
por formigas, buscando investigar se esses isolados estariam de certa forma
influenciando a predacao pela presenca de algum metabdlito especifico ou
apenas pelo 6leo de girassol constituinte da calda. Para verificar tais variaveis
os tratamentos foram aplicados como se segue:

1- Agua destilada

2- Oleo de girassol (8%)

3- CG24 e Triton X 100 (0,05%)

4- LCB61 e Triton X 100 (0,05%)

5- ESALQ818 e Triton X 100 (0,05%)
6- LCB63 e Triton X 100 (0,05%)

7- CG24 e 6leo de girassol (8%)
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8- LCB61 e 6leo de girassol (8%)

9- ESALQ818 e bleo de girassol (8%)
10-LCB63 e 6leo de girassol (8%)
11-CG24 autoclavado

12-LCB61 autoclavado
13-ESALQ818 autoclavado
14-LCB63 autoclavado

15-Plantas nao tratadas

A avaliacao dos indices de predacao de fémeas adultas de Dactylopius
opuntiae por formigas foi realizada por meio de observa¢cées comportamentais
das formigas mediante a aplicagdo ou ndo de alguns tratamentos sobre
raquetes de palma forrageira naturalmente infestada e por contagens do

namero de cochonilhas presentes antes e depois dos tratamentos.



96

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os levantamentos de campo apresentados nas Tabelas 1 e 2 revelaram
a presenca de algumas espécies de formigas nas plantas infestadas, sendo
que algumas com maior representatividade noturna e outras diurna, no entanto
pdde ser observado que algumas espécies estavam presentes em ambos 0s
turnos.

Quanto a abundéancia das espécies observa-se que as armadilhas
utilizadas proporcionaram um levantamento expressivo de espécies conforme
suas preferéncias alimentares e conforme os ambientes amostrados. As areas
do municipio de Sertania, por exemplo, dentre as espécies amostradas a mais
abundante foi Crematogaster sp (1825 exemplares), embora tenha sido
amostrada em todas as armadilhas testadas, esteve mais presente nas
armadilhas com atrativo alimentar. As espécies Brachimyrmex pictus (808
exemplares), Dorymyrmes sp.1 (660 exemplares), Pheidole sp.4 (617
exemplares) e Solenopsis sp. (595 exemplares), também apresentaram um
numero elevado de individuos e foram amostradas em todas as armadilhas
utilizadas.

No municipio de Dormentes as espécies mais abundantes foram
Dorymyrmex sp.1 (1329 exemplares), Pheidole sp.4 (865 exemplares),
Camponotus sp. (712 exemplares), Solenopsis sp. (389 exemplares),
Ectoatomma edendatum (353 exemplares). O municipio de Serrita, no entanto
apresentou como mais abundantes as espécies Camponotus sp. (542
exemplares), Pheidole sp. 4 (356 exemplares) e Solenopsis sp. (188
exemplares).

Estes resultados corroboram com os obtidos por Leal (2003), em
estudos de dispersao de sementes por formigas em areas de caatinga, onde a

subfamilia Myrmicinae foi mais representativa.



Tabela 1. Mirmecofauna obtida por meio de armadilhas tipo Pit-fall suspensa na planta (A1), Pit-fal de solo (A2) e aramadilhas

com atrativo alimentar sardinha (A3) e goiabada (A4) dispostas em areas de palma forrageira infestadas por D. opuntiae.

SERTANIA (N) DORMENTES (N) SERRITA (N)

A1l A2 A3 A4 Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4
1 Dorymyrmes sp1 54 159 447 17 21 1300 2 6 7 3 0 10
2 Camponotus sp. 3 8 7 0 41 492 25 154 434 25 77 6
3 Camponotus novograndensis (Myrmaphaenus) 9 48 18 21 16 0 0 11 67 0 0 1
4 Camponotus (Taemyrmex) 0 7 0 0 109 190 2 22 29 8 1 25
5 Cyfomyrmex tranversus 0 20 0 0 7 5 4 4 48 0 25 1
6 Pheidole sp. 65 142 14 0 9 111 32 49 12 0 10 40
7 Solenopsis sp. 22 42 532 2 213 67 89 20 87 0 0 82
8 Brachymyrmex pictus 0 27 0 0 107 50 1 34 107 0 0 0
9 Pheidole sp.4 31 250 305 31 90 321 152 302 133 205 0 18
10 Solenopsis sp. 156 20 0 0 4 88 80 167 42 0 0 0
11 Ectatomma edendatum 4 276 17 22 36 7 4 306 2 0 0 0
12 Pogonomyrmex naegeli 0 6 0 0 4 2 0 0 1 0 0 7
13 Brachimyrmex pictus 70 295 20 423 85 57 0 22 19 0 0 0
14 Eciton quadriglume 0 4 0 0 8 33 60 0 61 0 0 0
15 Paratrechina longicornis 7 5 0 0 7 19 0 0 0 0 0 0
16 Linepithema sp.1 0 22 0 0 5 5 0 0 3 0 0 0
17 Crematogaster sp. 17 12 1713 83 5 22 255 0 3 0 0 0
18 Tapinoma melanocephalum 10 9 0 0 0 3 2 4 0 6 0 2
19 Pseudomyrmex phyllophylus 2 7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
20 Afta sexdens 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0
21 Odontomachus meinerti 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0
22 Dinoponera sp.1 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 Gnamptogenys sp.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0
24 Gnamptogenys striatula 0 11 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0
25 camponotus sp.9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0
26 Pseudommyrmex sp.4 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Os resultados apresentados na Tabela 2 referem-se a coletas manuais
realizadas nas areas de estudo, observando o comportamento dessas formigas
com relagdo a D. opuntiae nos periodos noturnos e diurnos.

As espécies mais abundantes durante os trés dias amostrados no
periodo noturno no municipio de Sertania foram, Crematogaster sp.,
Solenopsis sp. e Pheidole sp., ja no municipio de Dormentes as espécies
mais abundantes foram Brachimyrmex pictus seguida de Solenopsis sp., em
Serrita, porém a maior atividade noturna foi para Camponotus sp.

De acordo com Cuezzo (2003), na maioria, as espécies de
Dolichoderinae sado onivoras, forrageando sobre a superficie do solo. O
alimento consiste, principalmente, de insetos mortos, cera e exsudatos de
plantas. Este fato comportamental pode explicar o fato da espécie
Dorymyrmex sp.1 ter sido mais abundante nas armadilhas de solo conforme
demonstrado na Tabela 1. Além disso, segundo Cuezzo, (2003) as espécies de
Dorymyrmex constroem seus ninhos no solo, em regides aridas ou semi-aridas,
preferindo lugares abertos, com pouca cobertura vegetal, onde sdo dominantes
do ponto de vista ecolégico.

De acordo com Fernandez (2003), as mirmicineas apresentam uma
diversidade de habitos muito grande, proporcional a riqueza de espécies dentro
da subfamilia. H& espécies arboricolas, como Cephalotes, Procryptocerus,
Crematogaster, Daceton, e Allomerus; habitantes do solo e da serrapilheira,
como Basicerotini, Strumigenys, Pyramica e Leptothorax, Myrmicini,
Ochetomyrmecini, Pheidologetonini, Pheidole, Solenopsidini, Stegomyrmecini,
Stenammini, Adelomyrmex e Tatuidris. Algumas apresentam associacdes com
plantas (Allomerus e Crematogaster), com fungos (Attini) e com outras formigas
(Crematogaster) (Fernandez, 2003). Estes relatos reforcam e explicam a

abundancia de mirmicineas nas diferentes armadilhas utilizadas.



Tabela 2. FreqUéncia de formigas visitantes diurnas e noturnas em plantas de palma forrageira

infestadas por D. opuntiae

Atividade (%)

Sertania Dormentes
Espécie/ Morfoespécie Noturna Diurna Noturna Diurna Noturna Diurna

Crematogaster sp. 30.83 16.67 0 0 0 0
Pheidole sp. 16.67 0 25 0 0 6.38
Pseudomyrmex pallidus 0.83 0 0 0 0 0
Solenopsis sp. 23.33 16.67 20.31 0 1.6 31.91
Brachymyrmex pictus 6.67 20.83 6.25 0 2.1 13.8
Tapinoma melanocephalum 0.83 0 0 0 0 0
Camponotus sp.11 2.50 0 0 0 0 0
Camponotus novogranadensis (Myrmaphaenus) 417 8.33 7.81 0 0 1.06
Pheidole sp.4 9.17 0 0 0 0 0
Ectatomma edendatum 2.50 0 12.5 0 0 0
Gnamptogenys striatula 2.50 25 0 0 0 0
Paratrechina longicornis 0 417 0 0 0 0
Dorimyrmex sp1 0 8.33 7.81 0 0 0
Camponotus sp. 0 0 7.81 0 7.4 4.2
Cyphomyrmex transversus 0 0 1.56 0 0 0
Camponotus (Taemyrmex) 0 0 4.68 0 0 0
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Durante as observagdes noturnas nas areas do municipio de Sertania foi
verificada a predagao por formigas em varias plantas. A espécie observada em
intensa predacado de D. opuntiae foi a Crematogaster sp. Embora esta tenha
sido a Unica espécie observada predando esta praga nao se pode afirmar que
esta seja a Unica. Ponerineas predadoras por exceléncia, porém se aproveitam
também de fontes ricas em carboidratos, como nectarios ou exsudatos de
hemipteros Auchenorrinchos. (Holldobler & Wilson, 1990; Lattke, 2003c).

A visitacao frequiente de formigas as plantas infestadas pode estar ligada
ao fato de que a vegetacdo dessas areas € rica em fontes de alimentos
renovaveis. Nestes ambientes, as formigas podem atuar como predadoras e
acarretar um forte efeito sobre a comunidade de insetos herbivoros. Como
predadoras generalistas, as formigas podem ser consideradas 0s principais
fatores de pressao seletiva sobre insetos herbivoros. Conseqglientemente, elas
podem afetar o padrao de utilizacdo de plantas hospedeiras pelos herbivoros,
incluindo o grau de especializacdo, bem como as estratégias de defesa contra
predadores (Dyer 1995, Stamp 2001, Singer & Stireman 2003, Coley et al.
2006).

Outros autores relatam predacado de pragas importantes por formigas,
Fernandes et al. (1994) verificaram que na regido sudeste do Brasil, formigas
Pheidole spp sao capazes de reduzir a populacao de bicudos-do-algodoeiro em
diapausa ao interceptar os adultos tenarais, imediatamente apds sua
emergéncia dos botbes. Ramalho et al. (1993), ressaltam que as condicdes
climaticas da regidao do semi-arido brasileiro, a rapida dessecacao dos botdes
florais do algodoeiro caidos no solo, parecem facilitar a localizacdo dos
imaturos de Anthonomus grandis o bicudo-do-algodoeiro pelas formigas.

Em observagbes de campo foi constatado que em alguns casos a
predacdo nao se efetivava por completo, apenas a camada de ceras das
cochonilhas eram retiradas por completo, fato este suficiente para levar as
cochonilhas a morte, uma vez que sem esta protecdo D. opuntiae se torna
vulneravel as condigbdes climaticas das regides onde se encontra. Este fator
pode estar ligado a presenca de 6leo de girassol na composicdo da calda
aplicada, uma vez que as formigas necessitam de fontes lipidicas para compor
sua dieta. Conforme relatado em alguns estudos, as formigas apresentam
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carater predatorio generalista (Monteiro, 2008), sendo assim buscam as mais
diversas fontes de nutrientes.

Os resultados demonstrados no Quadro 1, mostram uma regularidade
de predacgéo de D. opuntiae por formigas entre as areas testadas. No entanto,

ndo ha regularidade entre os tratamentos aplicados nas referidas areas, a
predacado pode estar ligada a presenca de 6leo de girassol presente na maioria
dos tratamentos onde houve predacdo expressiva, como € 0 caso do
tratamento contendo apenas 6leo de girassol (tratamento controle), o qual
apresentou predacao acima de 50% em duas das areas testadas (Dormentes e
Serrita). Demonstrando que as formigas presentes ali apresentam potencial
para atuar como agentes de controle biolégico para esta praga. Conforme
sugerido por Delabie & Mariano (2000), é recomendado manter e manejar as
comunidades de formigas de ocorréncia natural devido ao potencial na

regulacao de pragas.
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Quadro 1. Média de predacao de Fémeas adultas de D. opuntiae em raquetes de palma forrageira.

Sertania Dormentes Serrita
Tratamentos Médias (%) £ DP Médias (%) £ DP Médias (%) £ DP
Oleo de girassol 6.41b + 43 55.45a + 387 5288a + 129
Agua 000 + 0.0 46.29a + 307 573 + 22
CG24+ Triton x100 504a +  38.8 61.70a + 340 31.22ab + 14.0
LCB61+ Triton x100 0.00 + 0.0 52.99a + 40.8 0.00c + 0.0
ESALQ 818+ Triton x100 0.00 + 0.0 57.22a + 380 50.78a + 30.0
LCB63+ Triton x100 0.00 + 0.0 53.20a + 448 19.80ab + 95
CG24+ 6leo de girassol 0.00 + 0.0 59.98a + 353 1037b £+ 04
LCB61+6leo de girassol 21.30ab = 9.6 57.80a + 396 1218bc + 1.6
ESALQ818 + bleo de girassol 9.87b % 17.1 56.40a + 378 3214a £ 115
LCB63 + 6leo de girassol 0.00 = 0.0 7.13b t 4.0 145¢c + 04
CG24 autoclavado 0.00 + 0.0 16.58b * 86 26.15ab + 2.9
LCB61 autoclavado 40.20a = 42.5 39.55ab + 526 43.76a + 182
ESALQ818 autoclavado 0.00 ¢ 0.0 58.40a + 363 1282bc + 8.2
LCB63 autoclavado 0.00 + 0.0 59.91a + 348 28.18ab + 53

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05).
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CONCLUSOES

. As areas estudadas apresentavam abundéancia de espécies onivoras e
predadoras por exceléncia como € o caso das Ponerinae e Myrmicenae;
Apesar de haver regularidade entre as areas quanto a abundéancia de
espécies de formigas, ndo houve regularidade entre os indices de
predacdo relacionados aos tratamentos, apresentando padrées
diferenciados de predacao para o mesmo tratamento entre as repeticées
(areas/ municipio);

Apesar das variacoes entre a populagdo amostrada nas areas de
estudo, todas apresentaram predacao de D. opuntiae por formigas;
Apesar da espécie Crematogaster sp. ter sido a Unica observada
predando D. opuntiae, esta pode ndo ser a Unica a apresentar este
comportamento perante o inseto em estudo;

Estudos mais detalhados sobre o padrdo de predacao de D. opuntiae
pelas espécies de formigas amostradas poderiam revelar mais

claramente seu potencial no controle biol6gico desta praga.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Os resultados revelam a possibilidade do uso de fungos
entomopatogénicos no controle de D. opuntiae, e adicdo de 6leo vegetal as
formulacbes parece favorecer a adesao a camada de cera das fémeas adultas.
Quando expostos a radiacdo solar e UV, os isolados de fungos
entomopatogénicos testados apresentaram maior susceptibilidade a radiacao
solar. Entretanto, os isolados apresentaram uma recuperacao nos indices de
germinagdo com o aumento de tempo de incubagéo indicando uma relativa
capacidade de reparar os possiveis danos causados pela radiacdo seja de
fonte natural (solar) ou artificial.

Os isolados mais promissores quanto a tolerancia a radiagao solar
foram LCB55 e LCB62, apresentando respectivamente 83,9% e 15,4% de
germinagdo as 48 h de incubacdo. Quanto a tolerancia a temperaturas os
isolados com melhor desempenho foram LCB61 e LCB62, apresentando
respectivamente 88,28% e 35,15% de germinacao aos 30°C. O isolado LCB61
mostra-se superior ao LCB62 quanto a tolerancia a temperatura, pois aos 35°C
apresentam respectivamente 85,24% e 0,0%.

Ao analisar a atividade enzimatica dos isolados testados mostraram que
0s niveis mais elevados de atividade de tripsina foram associados com isolado
LCB53, o qual demonstrou 5 proteases com uma ampla gama de massas
moleculares em geis de atividade SDS-PAGE. Os isolados LPP19 e LCB55
expressaram duas principais proteases de elevada massa molecular, embora
com menor atividade global que LCB53. Quanto aos isolados LCB52 e LCB62
apenas demonstraram atividade traco "em gel".

A atividade de lipase foi detectada apenas em filtrados da cultura de
LCB62 e LCB55 quando utilizado azeite como substrato. Analisando todos os
fatores estudados e associando - 0os ao potencial dos isolados como agentes
de biocontrole de D. opuntiae pode-se inferir que os isolados LCB62 e LCB55
podem apresentar melhor desempenho em relacdo aos fatores limitantes em
condi¢cbes de campo tais como potencial de recuperacao dos danos causados

pela radiacao solar. Quanto a tolerancia a temperaturas elevadas, mesmo que
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insipiente considerando ainda o aparato enzimatico dos isolados LCB62 e
LCB55 também demonstram desempenho consideravel.

Os levantamentos mirmecofaunisticos revelam abundancia de espécies
de formigas onivoras e predadoras por exceléncia como €& o caso das
Ponerinae e Myrmicenae. Apesar de haver regularidade entre as areas quanto
a abundéancia de espécies de formigas, ndo houve regularidade entre os
indices de predacao relacionados aos tratamentos, apresentando padroes
diferenciados de predacdo para o mesmo tratamento entre as repeticoes
(areas/ municipio). Embora haja variagdes entre a populacdo amostrada nas
areas de estudo, todas apresentaram predacgéo de D. opuntiae por formigas.

A espécie Crematogaster sp. foi a uUnica observada predando D.

opuntiae, porém esta pode ndao ser a uUnica espécie a apresentar este
comportamento perante o inseto em estudo. Para obter mais evidéncias,

porém sdo necessarios estudos mais detalhados sobre o padrao de predacgao
de D. opuntiae pelas espécies de formigas amostradas para que hajam
evidéncias que revelem mais claramente o potencial de cada espécie no

controle bioldgico de D. opuntiae.
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