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RESUMO GERAL

No Nordeste Brasileiro, a palma forrageira (Opuntia ficus-indica) é uma das principais
espeécies destinadas a alimentacdo de rebanhos animais, desempenhando importante papel
econdmico e social nas regides aridas e semiaridas da regido. A produtividade da cultura
tem sido severamente ameacada pelo ataque da cochonilha do carmim (Dactylopius
opuntiae), sendo necessario investir em métodos que promovam o controle dessa praga. O
controle de insetos por meio de fungos entomopatogénicos e extratos vegetais tem se
mostrado eficiente e menos prejudicial a salde das pessoas e dos ecossistemas. Alguns
estudos indicam que esses métodos, quando utilizados em conjunto, podem ter sua acdo
inseticida potencializada. O presente trabalho teve como objetivos avaliar a
compatibilidade entre extratos de catingueira (Caesalpinia pyramidalis) e mamona
(Ricinnus communis) e isolados de Fusarium obtidos da cochonilha do carmim, visando a
possibilidade de emprega-los juntos no controle do inseto; avaliar o efeito inseticida desses
separadamente e em combinacdo contra a cochonilha do carmim em palma forrageira e
confirmar a identidade dos isolados de Fusarium por meio do sequenciamento das regides
B-tubulina e TEF-1a. do DNA. A identificagdo molecular revelou que os isolados de
Fusarium utilizados pertencem ao Complexo de Espécies F. incarnatum-equiseti. De
acordo com os resultados obtidos nos testes de compatibilidade, os isolados URM6776 e
URMG6778 associados aos extratos aquoso e hidroetandlico de R. communis nas
concentracdes de 5% e 10%, respectivamente, foram os mais indicados para estudo contra
D. opuntiae. Para o extrato aquoso de C. pyramidalis, selecionou-se a concentracdo de
10% e os isolados URM6776 e URMG6777, e para o extrato hidroetandlico, a concentracao
de 10% e os isolados URMG6777 e URM6782. Quanto aos testes contra a cochonilha, bons
valores de mortalidade corrigida foram observados para todos os tratamentos, variando de
61.23% (extrato de mamona aquoso a 5%) a 100% (Isolado URMG6778 + extrato de
mamona aquoso a 5%), tratamento que se revelou, em laboratério, 0 mais eficiente para o
controle de D. opuntiae. Estudos com o intuito de testar a eficiéncia desses tratamentos em
condicGes de campo, e de fornecer respostas quanto a seguranca do uso dos mesmos
devem ser conduzidos, visando disponibilizar alternativa eficiente para o controle da praga

e ndo prejudicial ao ambiente e a saude do produtor familiar e de sua criagéo.

Palavras-chave: controle biol6gico, fungos entomopatogénicos, complexo de espécies

Fusarium incarnatum-equiseti, extratos vegetais.



ABSTRACT

In the Brazilian Northeast, the cactus Opuntia ficus-indica is a key species for feeding
livestock, playing an important economic and social role in the arid and semi-arid areas of
the region. The crop productivity has been severely threatened by the attack of cochineal
Dactylopius opuntiae, being necessary to invest in methods to promote the control of the
pest. The insect control using entomopathogenic fungi and plant extracts has been showing
efficient and less harmful to human health and ecosystems. Some studies indicate that
these methods, when used together, can have their insecticidal action strengthened. This
study aimed to evaluate the compatibility among extracts of Caesalpinia pyramidalis e
Ricinnus communis and isolates of Fusarium obtained from D. opuntiae, aiming to the
possibility of use them together in insect control; to evaluate the insecticidal effect of these
separately and in combination on D. opuntiae in O. ficus-indica and to confirm the identity
of isolates of Fusarium by means of the sequencing of B-tubulin and TEF-1la regions of
DNA. The molecular identification showed that the Fusarium isolates used belong to the
species-complex F. incarnatum-equiseti. According the results obtained in compatibility
testing, the URM6776 and URMG6778 isolates combinated with aqueous and hydroethanol
extracts of R. communis in concentrations of 5% and 10%, respectively, were the most
suitable for study against D. opuntiae. To the aqueous extract of C. pyramidalis was
selected concentration of 10% and URM6776 and URMG6777 isolates, and to the
hydroethanolic extract the concentration of 10% and URM6777 and URM6782 isolados.
Regarding tests against cochineal, good corrected mortality values were obtained in all
treatments, ranging from 61.23% (extracts aqueous of R. communis 5%) to 100% (isolated
URMG6778 + extracts aqueous of R. communis 5%) treatment that was revealed, under
laboratory conditions, the most efficient in the control of D. opuntiae. Studies with the aim
of test the effectiveness of these treatments under field conditions, and provide answers
about the safety of their use should be conducted, with the purpose of provide efficient
alternative to pest control and not harmful to the environment and to the health of family

farmer and his breeding.

Key-words: biological control, entomopathogenic fungi, F. incarnatum-equiseti species

complex, vegetable extracts.
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1. INTRODUCAO

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica L Miller), cactacea de origem mexicana,
apresenta diversas finalidades, entre elas a alimentacdo animal e humana, producdo de
energia, funcdo medicinal e elaboracdo e composicao de cosméticos (Almeida et al., 2011).
No Nordeste do Brasil, onde h& hoje a maior area de palma cultivada no mundo, é uma das
principais espécies destinadas a alimentacdo dos rebanhos animais (Lopes et al., 2009).
Adaptada a condicOes secas, desempenha um papel importante para o desenvolvimento das
regides semiaridas, onde a reduzida disponibilidade hidrica € fator limitante na producéo
de forragem e pastagens nativas (Nascimento, 2008).

Dentre as pragas da palma forrageira, a cochonilha do carmim, Dactylopius
opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae), tem sido considerada a mais danosa a
cultura (Almeida et al., 2011). O continuo processo de alimentacdo pela praga, aliado ao
aumento da infestagcdo, provoca o amarelecimento, seca e morte das raquetes em curto
espaco de tempo. Sob as condi¢cbes do Sertdo, a dispersdo rapida e descontrolada do inseto
é favorecida pelo clima quente que estimula varios ciclos reprodutivos durante o ano. Em
alguns estados do Nordeste, sua explosdo populacional tem provocado até 100% de morte
das plantas, causando danos severos e consequéncias socioeconémicas gravissimas em
comunidades agricolas onde a atividade leiteira é extremamente dependente do cultivo de
palma, sobretudo nos periodos de seca (Lopes et al., 2009, Chiacchio, 2008).

Tendo em vista os prejuizos que a cochonilha do carmim tem causado a cultura, €
necessario investigar e investir em métodos que promovam o controle da praga.

A utilizacdo de extratos vegetais para o controle de insetos € um método de baixo
custo e ao alcance do agricultor. Além de ter acdo seletiva, ndo apresenta efeito residual
prolongado, decompde-se rapidamente e tem eficiéncia no controle de vérias espécies de
insetos-praga (Brechelt, 2004, Brito et al., 2008). O extrato da folha de Caesalpinia
bracteosa Tul. mostrou eficiéncia no controle de Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Goes et al., 2003). Estudos realizados por nosso grupo de
pesquisa indicaram o extrato de Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea como eficiente
no controle da cochonilha do carmim (dados ndo publicados). Devido a esses indicios,
surgiu o interesse em estudar o extrato de Caesalpinia pyramidalis Tul. (catingueira) no
controle da cochonilha do carmim. Ricinus communis L (mamona) ja teve sua atividade
inseticida constatada em diversos trabalhos (Okonkwo e Okoye, 1992; Niber et al. 1992;
Pacheco e Lopez-Olguin, 1994; Santiago 2008; MPA, 2011; Neves et al. 2014). Ambas as
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espécies ocorrem na regido do semiarido de Pernambuco, sendo de facil acesso aos
agricultores.

Isolados de Fusarium obtidos da cochonilha do carmim a partir de amostras de
palma forrageira coletadas em varios municipios dos Sertbes do Pajell e do Moxotd, e do
Agreste Meridional de Pernambuco provocaram bons indices de mortalidade sobre o inseto
citado (Tiago et al., 2012), podendo consistir em alternativa eficiente no controle da praga.
Fungos entomopatogénicos podem ser empregados isoladamente ou integrados com outros
métodos, como 0s inseticidas naturais de origem vegetal (Marques et al., 2004). A
combinacédo de extratos de origem vegetal com fungos entomopatogénicos pode aumentar
a eficiéncia do controle bioldgico de pragas, além de reduzir custos e impactos ambientais
(Marques et al., 2004; Santos e Lima, 2011). Alguns trabalhos tém demonstrado que essa
combinacéo € viavel (Rodriguez-Lagunes et al., 1997; Landa e Bohata, 1999; Pramila et
al., 1999; Nana et al., 2012) e que pode resultar em uma acao inseticida sinérgica (Filotas
et al., 2005; Mohan et al., 2007; Islam et al., 2010; Rondelli et al., 2011; Rosales, 2001;
Gomes 2012).

A identificacdo de espécies de Fusarium baseada apenas em caracteristicas
morfoldgicas tem sido considerada inconsistente devido & auséncia de caracteristicas claras
que distingam as espécies mais proximas, 0 que originou a esquemas taxonémicos que
subestimam significativamente a diversidade de espécies dentro de género (O'Donnell et
al., 2008; Dhoro, 2010). O sequenciamento de DNA tem contribuido para a resolucéo
dessas espécies (Geiser et al, 2004; Watanabe et al., 2011), sendo as sequéncias dos genes
fator de alongamento de traducgéo 1-o (TEF1) e - tubulina (tub2) consideradas apropriadas
para a determinacdo de espécies de Fusarium (Leslie et al., 2007, O'Donnell et al., 2012).

Nesse sentido, os objetivos tracados para o presente trabalho foram: determinar o
efeito de extratos aquosos e hidroetandlicos de C. pyramidalis e R. communis sobre o
crescimento vegetativo, esporulacdo e germinagdo de isolados de Fusarium, visando
emprega-los em conjunto no controle da cochonilha do carmim; verificar a agdo inseticida
desses separadamente e em combinagdo sobre a cochonilha em palma forrageira; e
confirmar a identidade dos isolados de Fusarium por meio do sequenciamento das regioes
B-tubulina e TEF-1a do DNA.



Santos, Ana Carla da Silva — Associacdo de isolados de Fusarium entomopatogénicos aos extratos... 16

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. A palma forrageira (Opuntia ficus-indica)

A palma forrageira (O. ficus-indica), cactacea originaria do México, estd presente
em todos os continentes. Esta planta apresenta diversas finalidades, atuando na preservagéo
do solo, forragem para o gado, biomassa para fins energéticos, elaboracdo e composicao de
cosméticos, além de servir de substrato para a producao do carmim e ser considerada como
planta medicinal (Almeida et al., 2011).

A FAO (Food and Agriculture Organization) reconhece o potencial da palma e sua
contribuicdo ao desenvolvimento das regibes aridas e semi-aridas, especialmente nos
paises em desenvolvimento, pela exploracdo econémica, com consequéncias excelentes
para 0 meio ambiente e para seguranca alimentar (Lopes et al., 2012).

No Nordeste semiarido brasileiro, onde ha hoje a maior &rea de palma cultivada no
mundo, a planta foi introduzida na segunda metade do seculo XIX para servir de suporte
alimentar da cochonilha, produtora do corante carmim. Como a cultura da cochonilha do
carmim ndo teve éxito, a cactacea importada passou a ser planta ornamental nos parques e
jardins, até quando foi descoberta a sua utilizacdo como forrageira (Santos et al., 2006). A
palma expandiu-se, estando atualmente totalmente incorporada a paisagem dessa regiao
(Brito et al., 2008).

Em funcéo das caracteristicas edafocliméaticas do semiérido do Nordeste, a pecuaria
se constituiu, ao longo do tempo, em uma das principais atividades econémicas da regiéo.
No entanto, devido a deficiéncia hidrica do solo, associada as altas temperaturas e forte
evapotranspiracdo, a producdo de forragens para os rebanhos € um dos maiores entraves
para o éxito dessa atividade. O uso de algumas espécies vegetais adaptadas ao semiarido é
uma forma de minimizar o problema. Nesse sentido, gracas as suas caracteristicas
morfofisiolégicas quanto a absorcdo, aproveitamento e perda de agua, e adaptacdo as
condicGes adversas do semiarido, a palma, que tolera longos periodos de estiagem,
consolidou-se como forrageira estratégica fundamental, possibilitando, no periodo das
secas, a alimentagdo do maior rebanho de caprinos e ovinos de todo o Brasil (Lopes et al.,
2012).

Essa forrageira, que contém em média 90% de agua, ajuda aos animais, nos

periodos de seca, a suprir grande parte de sua necessidade em agua. Além de ser rica em
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carboidratos, principalmente carboidratos-nao-fibrosos, que sdo a principal fonte de
energia para 0s ruminantes, em mucilagem e residuo mineral, apresenta alta taxa de
digestdo ruminal e tem alta produtividade. Os baixos teores de fibra em detergente neutro
podem ser suplementados pela associacdo da palma com alimentos de baixo custo,
permitindo producédo de leite e manutencdo em niveis bastante proximos aos obtidos com
alimentos de maior valor comercial. Todas essas caracteristicas tornaram a palma a
principal fonte de alimentacdo dos rebanhos animais nos periodos de estiagem e
importantissima para a regido do Poligono das Secas (Lopes et al., 2012).

Cultivos bem conduzidos de palma forrageira produzem uma biomassa superior a
150 toneladas de matéria verde/ha/ano (ou 15 toneladas de matéria seca/ha/ano), desde que
se associem praticas agrondmicas adequadas e variedades de elevado potencial produtivo.
Contudo, nos altimos anos tem-se observado a reducdo da produtividade da cultura nos
diversos Estados do Nordeste, em funcdo do ataque de pragas e patégenos. Dentre as
pragas da palma forrageira, a cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae) tem sido
considerada a mais danosa (Almeida et al., 2011). Altamente devastadora, a praga, que
chega a causar perdas de até 100% da producdo, tem provocado consequéncias
socioecondmicas gravissimas em comunidades agricolas onde a pecuaria bovina, caprina e
ovina, bem como a atividade leiteira é extremamente dependente do cultivo de palma
(Lopes et al., 2009).

2.2. Cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae)

A cochonilha do carmim, cujo nome cientifico € D. opuntiae, € um inseto de
origem mexicana, que parasita a cactacea exdtica popularmente conhecida como palma
forrageira ou figueira-da-india. O nome cientifico do inseto se define pela denominacéo
cientifica de sua planta hospedeira: Opuntia ficus-indica (Nava, 2012).

Decorrente de um dimorfismo na espécie, a fémea da cochonilha possui um ciclo de
vida muito distinto do ciclo do macho. As fémeas possuem trés fases bioldgicas (Figura 1):
ovo, ninfa (com dois instares) e adulto; ao atingirem a fase adulta, sdo desprovidas de
apéndices locomotores, portanto, fixam-se na planta hospedeira da qual se alimentam
sugando sua seiva. Cerca de 130 ovos sdo produzidos durante a média de 77 dias de
duracdo do seu ciclo de vida. Os machos apresentam as fases de ovo, ninfa, prepupas,

pupas e adultos; completam a metamorfose em casulos de cera branca, de onde surgem
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adultos com um par de asas membranosas, vivem apenas para fecundar e ndo se
alimentam; levam cerca de 43 dias para completar a metamorfose e morrem logo ap6s o
coito. Muitos autores concordam que a duracao das diferentes etapas bioldgicas estd em

funcdo da temperatura (Flores—Hernandez et al., 2006; Nava, 2012).

1

Figura 1. Fases bioldgicas da fémea de Dactylopius opuntiae. A: ovos. B: ninfa. C: fémea adulta.

£ a2

As ninfas jovens apresentam cor vermelha e depois de aproximadamente uma
semana expelem uma substancia branca filamentosa e uma secrecdo também branca,
semelhante ao talco. Apds a primeira metamorfose, a cor do inseto escurece e seu tamanho
aumenta lentamente, ao passo que as secrecOes filamentosas e pulverulentas ficam mais
abundantes. Na segunda metamorfose, a pele nova, produto da muda, abrange toda a fémea
adulta que é grande, comparado com o tamanho maximo atingido antes da oviposi¢&o.
Constata-se em D. opuntiae reproducdo sexual, contudo algumas fémeas podem
reproduzir-se partenogeneticamente (Flores—Hernandez et al., 2006).

D. opuntiae é uma das diversas espécies do género Dactylopius que produzem o
corante carmim. Apenas as fémeas da cochonilha sdo sacrificadas para extragdo do &cido
carminico, que produz o corante carmim, usado na composi¢do de produtos cosméticos,
alimenticios, farmacéuticos e téxteis, entre outros. O uso do carmim movimenta cerca de
US$ 75 milhdes ao ano no mundo. Para cada quilo de cochonilha do carmim séo
necessarios cerca de 150 mil insetos. J& para a extracdo de um quilo de acido carminico,
usado como base para a producdo de uma variedade de corantes vermelhos, € preciso o
processamento de seis a oito quilos de cochonilhas (Nava, 2012).

No periodo da colonizacdo mexicana, os espanhdis levaram palma e cochonilha do
carmim para a Europa e para as llhas Canérias e Java, mantendo por muito tempo o
monopolio industrial e comercial do corante. Com a independéncia do México, o cultivo

da cochonilha do carmim passou a ter maior importancia, sendo cultivada em diversos
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Estados. Com a descoberta da tecnologia para se fabricar corantes sintéticos com custos
mais baixos, a cultura da cochonilha entrou em decadéncia nos paises produtores. Com a
proibicdo para alguns corantes quimicos tidos como cancerigenos pela Organizacao
Mundial de Saude, a demanda pelo corante carmim de cochonilha aumentou (Santos et al.,
2006).

A espécie criada em cactdceas, no entanto, pode transformar-se em praga se a
cultura ndo for conduzida tecnicamente ou se forem disseminadas livremente nas plantas
cultivadas (Warumby et al., 2005). O inseto, disseminado por raquetes infestadas ou outras
partes vivas da palma, pelo homem, por bovinos, caprinos, ovinos, passaros ou outros
animais que transitem nas lavouras atacadas, assim como pelo vento, aparece na superficie
das raquetes ou cladddios como pequenas bolas brancas semelhantes a algoddo, que,
guando esmagadas liberam a substancia avermelhada, denominada carmim. As
cochonilhas também secretam uma substancia acucarada que atrai formigas e facilita a
proliferagdo de um fungo fuliginoso, conhecido por fumagina (Chiacchio, 2008; Almeida
etal., 2011).

A cochonilha do carmim (D. opuntiae), conhecida por sua agressividade, suga a
seiva da palma forrageira para se alimentar. O continuo processo de alimentacdo pela
praga, aliado ao aumento da infestagdo, deixa a planta debilitada provocando o
amarelecimento, seca e morte das raquetes em curto espaco de tempo. Sob as condic¢des do
Nordeste, a dispersdo rapida e descontrolada tem sido favorecida pelo clima quente que
estimula varios ciclos reprodutivos durante o ano. Em é&reas tradicionais de cultivo, o
ataque da cochonilha acontece de forma tdo intensa que sé tem restado aos agricultores a
erradicacdo dos plantios, prejudicando a pecudria bovina, caprina e ovina nessa regido, e,
assumindo carater de praga altamente drastica (Chiacchio, 2008; Lopes et al., 2009;
Almeida et al., 2011).

2.3. Controle de insetos-praga

A maioria das espécies de insetos é benéfica ou Gtil ao homem, e desempenha papel
importante para o equilibrio dos ecossistemas. Apenas uma parte é considerada nociva,
embora um ndmero dez vezes maior possa Vir a se tornar praga devido a alteragdes no
equilibrio populacional (Finkler, 2012).

Fala-se de praga quando um animal, uma planta ou um microorganismo aumenta
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sua densidade a niveis anormais e afeta direta ou indiretamente a espécie humana,
prejudicando sua saude, comodidade, ou construcfes agricolas, florestais ou currais, dos
quais o ser humano obtém alimentos, forragens, téxteis, madeira, etc. Um organismo se
converte em praga quando sua densidade aumenta de tal maneira que causa uma perda
econdmica ao ser humano (Brechelt, 2004).

Dentre as principais atividades do homem que favoreceram o aumento populacional
de insetos, destacam-se o desmatamento, monoculturas, criacdo intensiva de animais,
superpopulacdo humana, condi¢cdes inadequadas de escoamento de aguas e de remocéo de
dejetos e lixos, precérias condi¢des de moradia, alimentacdo, vestuario e higiene. Nessas
condicGes algumas espécies se reproduziram com facilidade, tornando-se pragas (Finkler,
2012).

Para o controle desses organismos, 0 uso de agrotdxicos é um dos métodos mais
utilizados. Agrotoxicos sdo substancias quimicas destinadas a proteger as culturas
agricolas das pragas, doencas e plantas daninhas (Spadotto, 2006). Seu uso intensificou-se
durante a década de 60 com a Revolucdo Verde, programa destinado a aumentar a
guantidade de alimentos produzida, por meio do desenvolvimento de pesquisas em
sementes, fertilizacdo do solo, utilizagdo de agrotoxicos e mecanizagdo do campo
(Brechelt, 2004; Spadotto et al., 2004).

Porém, o uso de agrotoxicos oferece riscos a salde humana e ao ambiente,
incluindo a contaminacgdo dos solos agricolas, das aguas superficiais e subterraneas e dos
alimentos, apresentando, consequentemente, riscos de efeitos negativos em organismos
terrestres e aquéaticos e de intoxicacdo humana pelo consumo de agua e alimentos
contaminados, bem como o risco de intoxicacdo ocupacional de trabalhadores e produtores
rurais (Spadotto et al., 2004). A continua utilizacdo do controle quimico pode ocasionar
desequilibrios populacionais, perda de inimigos naturais da praga e aquisicdo de resisténcia
do inseto-praga aos produtos quimicos utilizados, fazendo-se necessario aumentar a dose
empregada dessas substancias para produzir efeito (EMEPA, 2008).

Como alternativa ao uso de agrotoxicos, o controle bioldgico, técnica que consiste
na utilizacdo de inimigos naturais para a reducdo das populagdes de pragas, tem se
revelado eficiente. O processo, que ocorre naturalmente, desempenhando importancia
fundamental para o equilibrio das populagdes, tem sido utilizado pelo homem por meio do
emprego de diversos organismos, incluindo fungos, bactérias, virus, protozoarios,

artropodes (principalmente os insetos), entre outros contra popula¢des consideradas pragas
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(Brechelt, 2004; Lacey et al., 2001).

As vantagens desses organismos em relagdo aos produtos quimicos consistem na
eficiéncia, no custo, na seguranca para 0 homem e para 0 ambiente, na reducdo dos
residuos tdxicos nos alimentos e na preservacdo dos inimigos naturais, pois o controle
bioldgico é mais seletivo, apresenta menor risco de atingir organismos ndo-alvo, ndo deixa
residuos toxicos na lavoura, nas aguas, ou no solo e, por consequéncia, ndo causa
desequilibrios e intoxicacdo do consumidor (Alves, 1998; Lacey et al., 2011).

Em adicdo, os produtos biologicos possuem a capacidade de multiplicacdo e
dispersdo no meio ambiente; produgdo de efeitos secundarios as populagcGes de insetos,
como redugdo da oviposicdo, perda de viabilidade de ovos ou aumento da sensibilidade a
outros agentes de controle; possibilitam o estabelecimento de um controle permanente, de
modo a manter a populacdo da praga sob controle apds sucessivas aplicacdes; além da
possibilidade do uso em associacdo com produtos de origem vegetal, em acéo sinérgica e
mais eficiente (Marques, 2004).

2.4. Controle bioldgico utilizando fungos entomopatogénicos

Entre os agentes de biocontrole de insetos, os fungos preenchem uma importante
posicdo. Por serem responsaveis por aproximadamente 80% das enfermidades que atingem
insetos, foram os primeiros entomopatdgenos a serem utilizados no controle microbiano.
Apresentam aproximadamente 700 espécies reconhecidas como entomopatdgenas, porém,
apenas algumas delas séo utilizadas atualmente em programas de controle. Os principais
fungos empregados em programas de controle biolégico pertencem aos géneros Beauveria,
Metarhizium, Paecilomyces (= Isaria), Verticillium, Nomuraea, Entomophthora e
Aschersonia (Lacey et al., 2001; Finkler, 2012).

A maioria dos géneros de fungos entomopatogénicos ja relatados ocorre no Brasil e
muitos incidem sobre pragas de importancia econdémica. A ocorréncia desses fungos, em
condicBes naturais, tanto enzodtica como epizooticamente, tem sido, aqui e em outros
paises, um fator importante na reducdo das populacBes de pragas (Alves, 1998;
Rabinovitch et al., 1998).

A grande variabildade genética desses fungos pode ser considerada uma de suas
principais vantagens no controle de insetos. Com técnicas apropriadas de bioensaios é

possivel selecionar isolados de fungos altamente virulentos, com caracteristicas adequadas
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para serem utilizados como inseticidas microbianos, visando o controle de grande nimero
de pragas das culturas. Além de sua capacidade de atingir todos os estagios de
desenvolvimento do hospedeiro, como ovos, larvas, pupas e adultos, podem penetra-lo por
diversas vias, incluindo a penetracdo via tegumento, que os coloca em vantagem quando
comparados com outros grupos de patdgenos que s6 entram no inseto por via oral (Alves e
Lopes, 2008).

O processo de infeccdo de insetos por fungos entomapatogénicos pode ser descrito
resumidamente se iniciando pelo contato dos conidios do fungo com a cuticula do inseto,
seguido da germinagdo dando origem ao tubo germinativo e a formacéo de apressorios que
penetram a cuticula do inseto por meio de pressdo mecanica e quimica, liberando enzimas
capazes de degradar os componentes da cuticula. Atingindo a hemolinfa, a morte ocorre
devido a producdo de micotoxinas, mudancas patolégicas na hemocele, acao histolitica,
blogueio mecénico do aparelho digestivo e outros danos fisicos em decoréncia do
crescimento do micélio e processo de esporulacdo (Alves 1998). Para todos esses eventos
os fungos entomopatogénicos apresentam fatores de viruléncia (Brito, 2011).

Os propéagulos viaveis (conidios ou fragmentos de hifas), a colonizacdo do inseto e
a exteriorizacdo do fungo sobre o cadaver infectado permitem a sua disseminagdo pelo
vento. Acresce ainda que o0s géneros de Hifomicetos entomopatogénicos mais
representativos desenvolvem-se com certa facilidade em substratos de culturas artificiais
(meios de cultura), como gréos de arroz. Tais meios de cultura constituem-se de substratos
simples e econdmicos para a obtencdo de biomassa com abundante producdo de
propagulos (Rabinovitch et al., 1998).

Embora existam dificuldades, tais como o uso ser restrito a determinados periodos
do ano, em funcdo de condicdes climaticas (Rabinovitch et al., 1998), e a demanda de um
tempo maior, em relacdo aos inseticidas quimicos convencionais, para causar a morte dos
insetos (Lacey et al., 2001), 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 fazem aumentar o
uso de inseticidas microbianos, ainda que de modo insipiente. No Brasil, 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 milhGes (Alves e Lopes, 2008; Brito, 2011).



Santos, Ana Carla da Silva — Associacdo de isolados de Fusarium entomopatogénicos aos extratos... 23

2.4.1. Fusarium como entomopatdgeno

O Género Fusarium é um grande taxon polifilético de fungos do Filo Ascomycota,
amplamente distribuido na natureza. O grupo é encontrado no solo e capaz de crescer em
uma ampla gama de substratos, em associa¢do patogénica ou ndo com plantas e animais.
Sao isolados em diversas condigdes climéticas, sendo predominantes em ambientes
temperados e tropicais (Teetor-Barsch; Roberts, 1983; Coleman et al., 2011; Summerell e
Leslie, 2011).

Espécies de Fusarium que se associam com 0s animais, como nematoides, aranhas,
insetos, anfibios, répteis e mamiferos tém sido descritas (Teetor-Barsch; Roberts, 1983;
Gardiano, et al. 2009; Galindo, 2012; O’Donnell et al., 2012). Dentre os animais, 0S
insetos sdo 0s membros com os quais as espécies de Fusarium sdo mais abundantemente
associadas, frequentemente como patégenos. O Género inclui varias espécies e isolados
que sdo entomopatogenos fortes ou fracos e que penetram o hospedeiro vivo parcial ou
totalmente, invadem feridas e, liberam toxinas debilitando o inseto (Teetor-Barsch;
Roberts, 1983).

Fusarium tem sido relatado nas ordens de Insecta Orthoptera, Isoptera, Hemiptera,
Coleoptera, Lepidoptera e Diptera, sendo mais frequente em homdpteros como gafanhotos,
cigarrinhas, filoxeras e coccideos, e em dipteros como mosquitos (Teetor-Barsch; Roberts,
1983; O’Donnell et al., 2012).

Fusarium incarnatum (Roberge) Saccardo foi relatado como patdégeno de Aphis
craccivora Koch (Hareendrath et al., 1987). Dois isolados pertencentes ao complexo de
espécies Fusarium incarnatum-equiseti causaram niveis de mortalidade altos na vespa da
castanha Dryocosmus kuriphilus (Yasumatsu) (Hymenoptera: Cynipidae) (Addario e
Turchetti, 2011), enquanto um isolado foi capaz de causar alta mortalidade em fémeas
adultas de Matsucoccus matsumurae (Kuwana) (Hemiptera: Coccoidea: Matsucoccidae)
(Liu et al., 2014). Fusarium proliferatum Nirenberg foi observado causando mortalidade a
Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) (Lazo, 2012). Pelizza et al.
(2011) relatou Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg em Ronderosia bergi (Stal)
(Ortoptera: Acrididae). Fusarium solani (Mart.) Sacc também foi descrito ocorrendo em
Tetanops myopaeformis (Diptera: Ulidiidae) (Majumbar et al., 2008) e em Brahmina
coriacea (Hope) (Coleoptera: Scarabaeidae) (Anupam Sharma et al., 2012). Fusarium

oxysporum Schlecht ja foi relatado causando mortalidade em Chloropulvinaria



Santos, Ana Carla da Silva — Associacdo de isolados de Fusarium entomopatogénicos aos extratos... 24

(=Pulvinaria) psidii Maskel (Hemiptera: Coccidae) (Golpalakrishnan e Narayan, 1989) e
em B. coriacea (Anupam Sharma et al., 2012).

Quanto ao acesso de Fusarium aos insetos, estruturas vegetativas do fungo sao
capazes de penetrar a cuticula do hospedeiro. Feridas de causas naturais ou por parasitas e
predadores, assim como feridas infligidas experimentalmente, aumentam a suscetibilidade
dos insetos a infecc¢Bes fungicas, inclusive pelas espécies de Fusarium de baixa viruléncia.
Na maioria dos casos, essas infeccdes ndo permanecem restritas a ferida, mas levam a
invasdo rapida e morte do hospedeiro. Alguns membros do Género sdo conhecidos como
ectoparasitas, provocando manchas acinzentadas sobre a cuticula, sem a capacidade de
penetréd-la. A invasdo em cochonilhas ndo é totalmente esclarecida. Esporoddquios
encontrados sobre e sob as cochonilhas podem ser decorrentes de uma infeccdo genital.
Nesse caso, o fungo invade via fenda vulvar e extrai seus nutrientes a partir do celoma por
meio de haustério. A invasdo traqueal de cochonilhas é outra possibilidade e se daria por
meio de tubos germinais e hifas com ou sem uma maior penetracdo de tecidos corporais e
invasdo para dentro da cavidade do corpo do hospedeiro (Teetor-Barsch; Roberts, 1983).

Além da elevada patogenicidade de alguns isolados do Género Fusarium para
insetos, outras caracteristicas sdo consideradas promissoras para o controle, tais como: 1)
Infectar, em muitos casos, todas as fases da vida do inseto, incluindo os ovos; 2) como
patogénos facultativos, apresentar um excelente potencial de sobrevivéncia no campo; 3) e
demonstrar alta especificidade ao inseto hospedeiro quando alta patogenicidade também ¢é
relatada, ndo afetando cultivares (Teetor-Barsch; Roberts, 1983). A produgdo de
beauvericina por espécies de Fusarium, substancia produzida por fungos amplamente
utilizados no controle de insetos, reitera o potencial desses fungos como agentes
controladores de insetos-praga a culturas agricolas (Alves, 1998; Logrieco et al., 1998;
Fotso, Leslie e Smith, 2002; Wang e Xu, 2012).

No entanto, os esforcos para utilizar espécies de Fusarium no controle biol6égico
tém sido limitados por alguns fatores, incluindo o fato de que muitos dos isolados de
Fusarium entomopatogénicos sdo patdgenos fracos e a prova de patogenicidade é dificil
devido & presenga de isolados do mesmo género que colonizam 0s insetos mortos e,
consequentemente, tornam o isolamento do verdadeiro patogeno dificil. Além disso, e
principalmente, ha uma preocupacdo de liberar inadvertidamente fitopatdgenos no meio
ambiente, uma vez que muitas espécies do género sdo conhecidas por causar doencas em

plantas e a taxonomia de Fusarium é problemética. A produgdo de micotoxinas por varios
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isolados de Fusarium, em larga escala, pode contaminar o ambiente com quantidades de
tais produtos quimicos prejudiciais a satde (Teetor-Barsch; Roberts, 1983; O'Donnell et al.
2012).

Portanto, considerando-se a possibilidade de utilizacdo de Fusarium para o controle
de insetos, sugere-se que testes de patogenicidade que fornecam um indicativo quanto
especificidade dos isolados ao seu hospedeiro, assim como testes de efeitos colaterais e de
seguranca com insetos benéficos, mamiferos e células humanas devem ser conduzidos,
como € realizado para outros fungos a serem utilizados no controle bioldgico; além de
testes para a deteccdo da producdo de metabdlitos secundéarios indesejaveis (Teetor-Barsch;
Roberts, 1983).

Estudos recentes indicam que membros de Fusarium de importancia clinica e para a
agricultura, incluindo os entomopatogénicos, sdo filogeneticamente diversos (O'Donnell et
al., 2010; O'Donnell et al., 2012). Outros trabalhos indicam que os isolados de Fusarium
que provocam alta mortalidade a insetos também apresentam alta especificidade ao seu
hospedeiro e nenhum dano em plantas, uma vez que a habilidade para parasitar requer
adaptacdes especificas ao hospedeiro (Kuruvilla e Jacob 1979a, 1979b, 1980; Teetor-
Barsch; Roberts, 1983; Martins, 2005).

Até mesmo espécies conhecidas como fitopatogénicas, a exemplo de Fusarium
oxysporum, apresentam membros ndo patogénicos que podem apresentar interacdo
simbibntica com a planta, desempenhando funcdes que podem ser benéficas a mesma e
importantes para o controle bioldgico de doengas. Portanto, esses fungos apresentam um
potencial benéfico de interesse agrondémico, mas que é pouco aproveitado devido a
caréncia de estudos que gerem informacdes sobre a estrutura populacional desse grupo,
permitindo o melhor aproveitamento desses micro-organismos de interesse agronémico
(Martins, 2005).

Outras medidas, como a avaliagdo do impacto sobre as populagdes de insetos e a
observacao de diferencas significativas na mortalidade entre os grupos experimentais e
controle irdo indicar, na maioria dos casos, a viruléncia do patdgeno. Os métodos de
aplicacdo do inoculo (pulverizacdo, espanar, imersdo, feltragem, dispersdo por &caros,
etc.), as concentracdes de indculo e tempo de aplicagdo (em ensaios de campo) devem ser

investigados para a obtencdo da maior eficiéncia possivel (Teetor-Barsch; Roberts, 1983).
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2.4.1.1. Identificagédo de espécies de Fusarium

Ao longo da maior parte da historia taxonémica de Fusarium, a identificacdo
baseada apenas na observacdo de caracteristicas morfologicas foi dominante. Porém, uma
série de fatores, incluindo a auséncia de caracteristicas morfoldgicas claras separando
espécies, sobretudo as mais préximas, levou a conceitos que sdo muito amplos, e
favoreceram a criacdo de sistemas taxonémicos que subestimam significativamente a
diversidade de espécies dentro do género (Geiser et al., 2004; O'Donnell et al., 2008;
Dhoro, 2010).

Como consequéncia, diferentes conceitos de espécies (morfolégico, bioldgico,
filogenético) vém sendo empregados, tendo em vista que, para fins taxondmicos, esquemas
de classificacdo e nomenclatura robustos idealmente refletiriam relacdes naturais
(Alexopoulos et al., 1996, Dhoro, 2010). Nesse sentido, caracteres como compatibilidade
sexual e variagbes na sequéncia de DNA sdo importantes para identificacOes precisas
(Leslie e Summerell, 2006).

O conceito morfoldgico de espécie se baseia em semelhangas observadas entre
isolados que séo distintos de outros grupos de isolados com base em descontinuidades nos
caracteres (Alexopoulos et al., 1996; Dhoro, 2010). Alguns caracteres fisioldgicos tais
como a taxa de crescimento, a producdo de micotoxinas e os perfis de metabdlitos
secundarios produzidos tém sido também utilizados (Leslie e Summerell, 2006).

O conceito biolégico de espécie é baseado no principio de que individuos de uma
mesma espécie sdo potencialmente cruzaveis e esse cruzamento ira gerar descendentes
férteis. De modo que uma espécie seria uma populacdo natural ou populacdes de
individuos isolados reprodutivamente de outras populacdes (Dhoro, 2010). Nos Gltimos
anos, o conceito bioldgico vem se destacando no estudo de Fusarium (Leslie e Summerell,
2006).

O conceito filogenético de espécie a define como grupos de individuos que tém
uma relacdo genealdgica partilhada, determinada pela anélise filogenética (Alexopoulos et
al., 1996). Essa andlise utiliza ferramentas moleculares, tais como a busca de sequéncias
nucleotidicas homologas, tendo como referéncia sequéncias em bancos de dados, a
construcdo de arvores filogenéticas, e PCRs baseadas em ensaios com regides de genes
espécie-especificos. Com o uso dessas ferramentas as relagdes entre as especies de

Fusarium foram melhor inferidas, auxiliando na identificacdo dos isolados fungicos
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(Geiser et al., 2004; Watanabe et al., 2011).

As sequéncias do fator de alongamento 1-a (TEF1), - tubulina (tub2), e primeira e
segunda maior subunidade da RNA-polimerase (RPB1 e RPB2) tém sido consideradas
confiaveis na determinacdo de espécies de Fusarium (Leslie et al., 2007, O'Donnell et al.
2012), e o conceito filogenético de espécie, cada vez mais sendo aplicado para o grupo,
tem resultado na definicdo de novas espécies, muitas vezes partindo daquelas que s&o
intimamente relacionadas, mas para as quais faltava evidéncia morfoldgica clara de uma
diferenca ao nivel de espécie (Geiser et al., 2004). Assim, se tornou claro que as
classificagOes baseadas apenas na morfologia muito subestimava a verdadeira diversidade
no género (Kvas et al., 2009).

Os dados moleculares, quando combinados com caracteristicas morfoldgicas e
bioldgicas, permitem uma identificacdo mais robusta. Para taxa de dificil resolugdo, como
Fusarium, a integracdo dos conceitos de espécie morfolégico, bioldgico e filogenético
deve tornar-se a regra e ndo a excecao (Leslie e Summerell, 2006).

2.5. Inseticidas de origem vegetal

Inseticidas vegetais sdo compostos resultantes do metabolismo secundéario das
plantas (Kim et al., 2003), que compdem a propria defesa quimica contra 0s insetos
herbivoros. Os principios ativos inseticidas podem derivar de toda a planta ou partes dela,
podem ser o proprio material vegetal, normalmente, moido até ser reduzido a pd, ou
produtos derivados por extracdo aquosa ou com solventes organicos (Menezes, 2005).

Na India, por volta de 2.000 A.C., ja se fazia 0 uso de inseticidas botanicos no
controle de pragas. No Egito, durante a época dos Farads, e na China, por volta do ano de
1.200 A.C., inseticidas derivados de plantas ja eram usados para controle de pragas de
grdos armazenados aplicados diretamente nos grdos ou por fumigacao destes. No século 16
0s europeus ja usavam diversas plantas para efetuarem o controle de pragas. Entretanto,
apos a 22 Guerra Mundial, com o advento dos inseticidas organo-sintéticos, o uso de
inseticidas botanicos foi reduzido grandemente (Moreira et. al., 2005).

Nas ultimas décadas, com o aumento dos problemas de resisténcia de insetos a
inseticidas organo-sintéticos, ressurgéncia e erupcdo de pragas, e 0s problemas advindos
do uso indiscriminado de inseticidas organo-sintéticos sobre inimigos naturais, meio

ambiente e homem e, sobretudo o desenvolvimento da agricultura organica (onde o uso de
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defensivos organo-sintéticos € proibido) aumentou o interesse no mundo inteiro pelos
inseticidas botanicos. Substancias com menores riscos a saude humana e ao ambiente vém
sendo avaliadas, atreladas a demanda crescente por produtos alimenticios saudaveis e
isentos de residuos de agrotéxicos. Adiciona-se ainda o rapido aumento do custo de sintese
de novos produtos e a crescente dificuldade de se descobrir novas classes de compostos
com acéo inseticida (Kim et al., 2003; Menezes, 2005; Moreira et. al., 2005).

Felizmente, sdo inimeras as plantas possuidoras de atividade inseticida, e muitas
precisam ser estudadas e introduzidas, quando possivel, nas propriedades agricolas como
forma alternativa de controle de pragas. As plantas s&o ricas em substancias bioativas, que
sdo potencialmente menos téxicas do que os compostos sintéticos, por serem menos
concentrados, sofrem biodegradacdo rapida e ainda podem possuir maltiplos modos de
acao, com amplo espectro de uso e acédo seletiva dentro de cada classe de praga, resultando
em menor probabilidade de desenvolvimento de resisténcia nos insetos (Menezes, 2005;
Santos et al., 2008).

As caracteristicas dos produtos naturais, relativas as baixas toxicidade e
persisténcia, fazem com que os inseticidas botanicos sejam associados a um menor
impacto ambiental (Kim et al., 2003; Costa et al., 2004; Poncio, 2010), sem efeitos
prejudiciais sobre organismos benéficos. No entanto, a concepcéo de que os inseticidas
botanicos sdo sempre seguros é errbnea. Ha inseticidas botanicos registrados que sao
toxicos a peixes, insetos benéficos e mamiferos, de modo que testes de toxicidade a esses
organismos devem ser conduzidos. Em contrapartida, por possuirem menor persisténcia no
ambiente, o0 risco que alguns inseticidas botanicos possam apresentar a organismos
benéficos, homem e ambiente € minimizado (Moreira et al., 2005).

Como vantagens, a utilizacdo de extratos vegetais € um método de baixo custo e ao
alcance do agricultor, ndo apresenta efeito residual prolongado, e tem eficiéncia no
controle de vérias espécies de insetos-praga (Brechelt, 2004; Brito et al., 2008). Podem ser
preparados a partir do produto “in natura” em po, e extracdo aquosa ou alcéolica,
formulagGes concentradas comerciais e semi-comerciais e purificacdo e isolamento dos
compostos obtidos, que podem servir de modelo para sintese de novos agroquimicos, com
caracteristicas desejaveis, mais ativos, seletivos e com menores riscos ao homem e meio
ambiente, e serem incorporados, via engenharia genética, em plantas cultivadas,
minimizando os danos ocasionados por insetos pragas, microorganismos e plantas

invasoras (Moreira et al., 2005).
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Mas apesar de haver informacdes sobre grande nimero de plantas com atividade
inseticida, fungicida e efeito nematicida, ainda falta o adequado desenvolvimento de
produtos que possam ser disponibilizados comercialmente (Vasantharaj, 2008). A baixa
persisténcia, a caréncia de pesquisas, a dificuldade de registro e a necessidade de
padronizacdo quimica e controle de qualidade, sdo entraves para o desenvolvimento de
produtos a base de plantas. Além disso, as dificuldades relacionadas ao isolamento dos
principios ativos e a concentracdo em diferentes partes vegetais, também sdo barreiras a
serem rompidas e mais estudos nesta area s@o necessarios (Costa et al., 2004; Menezes,
2005; Machado, 2007).

Quanto ao modo de agdo de uma substancia de origem vegetal sobre os insetos,
diversos efeitos podem ser observados, tais como repeléncia, inibicdo de oviposicdo e da
alimentacdo, alteracbes no sistema hormonal, causando distdrbios no desenvolvimento,
deformagcdes, infertilidade e mortalidade nas diversas fases (Roel, 2001). Para Brunherotto
(2000), a mortalidade dos insetos por inseticidas botanicos é apenas um dos efeitos e nem
sempre esse deve ser 0 objetivo, jA que, para alcanca-lo, geralmente sdo necessarias
concentracdes elevadas do produto, o que pode tornar a técnica inviavel do ponto de vista
prético, pela elevada quantidade de material. O ideal é reduzir ou, se possivel, impedir a
oviposicdo e a alimentacdo do inseto e, consequentemente, o crescimento populacional da
praga (Costa et al., 2004; Poncio, 2010).

2.5.1. Mamona (Ricinus communis)

A mamoneira (R. communis), pertencente a familia Euphorbiaceae, é uma
oleaginosa que apresenta relevante importancia econdémica e social, com varias aplicacdes
industriais, encontrada em estado selvagem em varias regides do Brasil. Suas sementes,
depois de industrializadas, ddo origem a torta e ao 6leo de mamona que, entre as diversas
utilidades, é empregado na industria de plastico, siderurgia, saboaria, perfumaria, curtume,
tintas e vernizes, além de ser excelente 6leo lubrificante para motores de alta rotagdo e
carburante de motores a diesel (Oliveira et al., 2005).

E uma espécie perene que pode viver mais de 12 anos, e se apresenta como
alternativa de relevante importancia econémica e social, pois, dadas as suas caracteristicas,
é capaz de produzir satisfatoriamente bem até sob condic¢des de baixa precipitacdo pluvial,

sobressaindo-se também como alternativa para o semiarido nordestino do Brasil. Nessa
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regido, a cultura, mesmo tendo sua produtividade afetada, tem-se mostrado resistente ao
clima adverso quando se verificam perdas totais em outras culturas, e serve, dessa forma,
como uma das poucas alternativas de trabalho e de renda para o agricultor da regido (Viera
e Lima, 1999; Santos et al., 2008).

A mamona j4 teve sua atividade inseticida constatada em diversos trabalhos. O
extrato aquoso do fruto verde da mamona a 10% apresentou bioatividade contra todas as
fases biologicas da lagarta-do-cartucho (S. frugiperda), com excecdo a viabilidade pupal
(Santiago, 2008). O extrato da semente de mamona, rico em ricina, foi considerado téxico
a adultos de Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera: Bruchidae), Sitophilus oryzae
(L.) (Coleoptera Curculionidae) e Prostephanus truncatus (Horn) (Coleoptera:
Bostrichidae) (Niber et al., 1992).

Neves et al. (2014) demostraram a eficiéncia de extratos de sementes e folhas da
mamona em causar mortalidade em larvas de Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera:
Culicidae). Pacheco & Lo6pez-Olguin (1994) relataram que inseticidas do pd da folha de
mamona causaram a reducdo na emergéncia de Sitotroga cereallela (Olivier) (Lepidoptera:
Gelechiidae) e a morte de até 56% dos adultos em grdos armazenados de milho. O extrato
do p6 da folha da mamona também causou até 100% de mortes em adultos de
Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera: Bruchidae) (Okonkwo e Okoye, 1992).
Extratos da mamona também se mostraram promissores no combate as formigas
cortadeiras dos géneros Acromyrmex (quenquém) e Atta (salvas) (Vieira, 1997). O extrato
aquoso de mamona é indicado no controle de outras pragas em geral na agricultura de base
ecoldgica (MPA, 2011).

Dessa forma, é importante determinar se 0 extrato de mamona também apresenta

efeito inseticida contra a cochonilha do carmim.

2.5.2. Catingueira (Caesalpinia pyramidalis)

A planta C. pyramidalis & uma arvore endémica da regido Nordeste da vegetagao
Caatinga, vegetando em lugares pedregosos. Pertencente a familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinioideae, € conhecida como catingueira e esta entre as plantas mais
utilizadas pela populacdo de um modo geral (Alves et al., 2007), empregada popularmente
como diurético, dispéptico, digestivo, antipirético, no tratamento de infecgdes catarrais e

como agente anti-inflamatorio, além de demonstrar atividade antibacteriana (Aliviano et
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al., 2008), antinoceptiva e antioxidante (Santos et al., 2011).

H& uma caréncia de trabalhos estudando o potencial inseticida da planta. Lima-
Mendonca et al. (2013) estudaram a atividade inseticida do p6 da folha de C. pyramidalis
sobre Sitophilus zeamais Mots. (Coleptera: Curculionidae) e observaram uma mortalidade
superior a observada no controle. O extrato da folha de Caesalpinia bracteosa Tul. foi
eficiente no controle de S. frugiperda em Zea mays L. (Goes et al., 2003). Estudos
realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que o extrato de C. ferrea foi
eficiente para o controle da cochonilha do carmim (dados néo publicados). Devido a essas
informac0es, surge o interesse em estudar o extrato de C. pyramidalis, planta que ocorre na

regido do semiarido de Pernambuco, sendo de facil acesso aos agricultores.

2.6. Utilizacdo conjunta de fungos entomopatogénicos e extratos de plantas

Fungos entomopatogénicos podem ser empregados isoladamente ou integrados com
outros métodos, como os inseticidas naturais de origem vegetal (Marques et al., 2004).
Vérios produtos biologicos apresentam nas suas formulagdes inseticidas, acaricidas,
fungicidas, herbicidas e espalhantes adesivos de origem vegetal. Alguns destes produtos
podem influenciar os fungos entomopatogénicos, nos quais 0 crescimento vegetativo, a
viabilidade e a esporulacdo podem ser modificados, alterando a sua viruléncia (Alves et al.
1998). Dessa forma, estudos avaliando a compatibilidade de fungos com extratos botanicos
s80 necessarios.

Alguns trabalhos tém demonstrado a viabilidade do uso de fungos
entomopatogénicos em conjunto com produtos vegetais, tanto como adjuvantes em
formulacGes (Rodriguez-Lagunes et al., 1997; Nankinga et al., 2000; Consolo et al., 2003)
guanto como sinergistas no controle de pragas (Leite et al., 1995; Pramila et al., 1999).

Marques et al. (2004) observaram que o 6leo de nim afetou o crescimento e a
esporulacdo de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin, e Paecilomyces farinosus (Holmsk.) Brown & Smith [= Isaria
farinosa (Holmsk.) Fr.], porém ndo afetou a viabilidade dos conidios destes fungos.
Enquanto que Santos; Lima (2011), visando o controle da praga S. zeamais, utilizaram o
6leo de nim em B. bassiana, e observaram a inibicdo no crescimento vegetativo, mas néo
da esporulacdo e viabilidade dos conidios. Pramila et al. (1999) verificaram que sete

produtos comerciais obtidos de nim, apresentaram efeitos diversos no crescimento de B.
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bassiana, variando de inibitdrios a estimulantes. Rodriguez-Lagunes et al. (1997), para
este mesmo fungo, ndo observaram efeitos fungitdxicos significativos causados pelo 6leo
emulsionavel de nim em concentracfes abaixo de 5%. Efeito negativo no crescimento e
germinacdo de conidios de Paecilomyces fumosoroseus (Wize) A.H.S. Br. & G. Sm. (=
Isaria fumosorosea Wize) ndo foram constatados quando Landa; Bohata (1999) estudaram
sua compatibilidade com dois inseticidas derivados de nim. Nana et al. (2012) verificaram
que o extrato da folha de Calpurnia aurea Benth foi compativel com M. anisopliae em
todas as concentracdes testadas (12.5, 25, 50 e 100 mg/ml).

A combinagéo entre fungos entomopatogénicos e extratos vegetais pode aumentar a
eficiéncia do controle biologico de pragas, uma vez que um sinergismo entre os dois
agentes pode ocorrer, reduzindo custos e impactos ambientais (Marques et al., 2004).
Porém ainda é pouco estudada, havendo a necessidade de maiores estudos nesse sentido.

Rondelli et al. (2011) mostraram que as combinagdes isolado de B. bassiana com
6leo de R. communis e isolado de B. bassiana com Boveril (inseticida biologico a base de
esporos de B. bassiana) causaram contra Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae)
mortalidade superior a obtida pelo fungo e produtos separadamente. Na presenca do
azadirachtin, B. bassiana apresentou niveis mais elevados de infeccdo contra Myzus
persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) e Aphis gossypii (Glover) (Hemiptera:
Aphididae) (Filotas et al., 2005) e contra ninfas de Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Islam et al. 2010). A combinacdo de B. bassiana com a
formulacao comercial de 6leo de nim Margosidet também apresentou um efeito sinérgico
sobre a mortalidade em Spodoptera litura Fabricius (Mohan et al., 2007). Larvas de Aedes
aegypti (Linnaeus) (Diptera: Culicidae) foram mais sucetiveis a M. anisopliae na presenca
do 6leo de nim (Gomes 2012). O uso combinado de produtos vegetais e fungos
entomopatogénicos também foi eficiente no controle de Heterotermes tenuis (Hagen)

(Isoptera: Rhinotermitidae) (Rosales, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia dos isolados de Fusarium

Foram utilizados seis isolados identificados morfologicamente como F. lateritium.
Desses, cinco foram obtidos de adultos de D. opuntiae coletados em diferentes municipios
de Pernambuco e preliminarmente selecionados como potenciais agentes de controle
bioldgico da cochonilha (Tiago et al., 2012). Foram depositados na Micoteca URM com 0s
seguintes numeros de acesso: URMG6776 (Sertania), URM6777 (Sertania), URM6778
(Tuparetama), URMG6779 (Ibimirim) e URMG6782 (Arcoverde). Um isolado foi obtido da
palma forrageira como fungo endofitico (URM6226) (Bezerra et al., 2012).

3.2. Identificagdo molecular dos isolados de Fusarium

3.2.1. Extracdo de DNA dos isolados de Fusarium e obtencédo das sequéncias

das regides TEF-1a e B-tubulina

A extragdo do DNA foi realizada com o kit de purificagdo de DNA - Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega). A concentracdo do DNA foi estimada por meio
de eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v), utilizando-se o marcador de peso molecular
DNA de fago Lambda (Invitrogen Life Tecnologies). As reacdes de amplificacdo foram
feitas em um volume de 50 pL contendo tampao de reagdo (Tris-HCI pH 8,4; KCI), MgCl,,
dNTP, primers, Tag DNA polimerase e DNA. Para a amplificacdo da regido TEF-1a
utilizou-se os primers EF1 e EF2, tendo como parametros de ciclagem 8 min de
desnaturacdo a 95°C; seguido por 35 ciclos de 15s a 95°C, 20s a 53°C e 1 min a 72°C, e
uma extensdo final de 5 min a 72°C, segundo O’Donnell et al. (1998). Para a amplificacéo
parcial do gene B-tubulina, os primers Bt2a e Bt2b foram utilizados, segundo Glass e
Donaldson (1995), com desnaturagéo inicial a 94°C durante 5 min, depois, 40 ciclos de
94°C durante 35s, 53°C durante 55s, e 72°C durante 2 min e um ciclo final de 7 minutos a
72°C. Os produtos de amplificacdo foram verificados em gel de agarose 1,5%, corados

d™ e visualizados sob luz UV.

com GelRe
Os produtos amplificados foram purificados com PureLink — PCR Purification Kit
— Invitrogen e sequenciados na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressao

Génica — UFPE. As sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias contidas
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no Banco de Dados FUSARIUM-ID disponivel em http://fusarium.cbio.psu.edu para a
confirmacéo da identificacdo da espécie.

3.3. Obtencéo dos extratos vegetais

Para a confecgédo dos extratos, folhas de catingueira (C. pyramidalis) e de mamona
(R. communis) foram coletadas no interior do Estado de Pernambuco e trazidas para o
laboratério de Fungos Fitopatogénicos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Os extratos foram confeccionados a partir das folhas secas a temperatura ambiente e
trituradas.

Para o extrato aquoso, o material vegetal triturado foi suspendido em &gua
destilada, em uma concentracdo de 30%, permanecendo em repouso por 48h e seguido de
filtracdo. Para o extrato hidroetandlico, o material vegetal triturado, dissolvido em etanol a
70%, formando uma suspensd@o na concentracdo de 30%, permaneceu em repouso por 2h,
sequido de filtracdo. Para evitar a interferéncia do etanol, este foi evaporado em Banho-
Maria a temperatura de 45°C por 16 horas e acrescentou-se agua até o volume inicial
(Celoto et al., 2008).

As solucdes foram esterilizadas em vapor fluente por 15 minutos e cada extrato
diluido em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) ainda liquido (45°C) nas

concentracdes de 5%, 10% e 20%.

3.4. Efeito dos extratos de Caesalpinia pyramidalis e de Ricinus communis sobre

0 crescimento vegetativo, a esporulacdo e a germinacao dos isolados de Fusarium

Avaliou-se o crescimento vegetativo, a esporulacao e a germinacdo em cada tipo de
extrato vegetal (catingueira e mamona) em dois métodos de extracdo (aquoso e
hidroetanolico), totalizando quatro extratos, cada um testado nas concentracdes de 5%,
10% e 20%.

Para a determinacdo da taxa de crescimento vegetativo, discos de 0,12 cm?
contendo micélio dos fungos foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo o
meio BDA (controle) e contendo o meio BDA acrescido, separadamente, de cada extrato
(aquoso e hidroetanolico) a ser testado nas concentragdes de 5%, 10% e 20%. Apos sete
dias de incubacdo a 28°C, os didmetros das colbnias (média de duas medidas

diametralmente opostas) foram mensurados utilizando-se uma regua. Para a avaliagdo da
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producdo de conidios, blocos cilindricos (0.28 cm?) retirados das colonias fingicas acima
referidas foram transferidos para tubos de ensaio contendo 5 ml de solu¢cdo Tween 80
(0,01%), e, apos agitacdo em vortex, 0 numero de conidios foi estimado em camara de
Neubauer. Para a taxa de germinacdo, suspensdes de 10° conidios/ml, estiveram em
contato com as concentracbes do extrato e com agua destilada esterilizada (controle)
durante trés horas. Apos, 50 ul dessas suspensdes foram semeados em cada placa de Petri
contendo meio de cultura BDA e, ap6s 16 horas de incubacdo, foi realizada, em
microscopio oOptico, a contagem de 200 conidios por repeticdo, entre germinados e nao
germinados, a fim de se verificar o percentual de germinagédo (Alves, 1998).

Para as variaveis crescimento vegetativo e esporulacdo, o delineamento foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 4, sendo seis isolados de Fusarium e trés
concentracdes do extrato vegetal, mais controle (auséncia de extrato), totalizando 24
tratamentos, com trés repeti¢des. Para a variavel taxa de germinagdo, o delineamento foi
inteiramente casualizado com 4 tratamentos (trés concentracfes do extrato vegetal, mais
controle) e trés repeticBes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa
Assistat 7.5 beta (Silva & Azevedo 2009).

3.4.1. Selecdo dos isolados e concentracfes dos extratos para os testes de

patogenicidade

A selecdo dos isolados a serem testados sobre a cochonilha com cada extrato e da
melhor concentracdo do extrato foi baseada no modelo IB (indice Biol6gico), desenvolvido
por Rossi-Zalaf et al. (2008) para caracterizar a compatibilidade de fungos
entomopatogénicos com produtos inseticidas in vitro. Assim, foram calculados os valores
percentuais médios de esporulacdo (ESP), crescimento vegetativo (CV) das col6nias dos
fungos e germinacdo (GERM) com relacdo ao controle, sendo aplicada, para cada
concentracdo do produto, a seguinte formula: 1B = [47 (CV) + 43 (ESP) + 10 (GERM)] /
100. Os valores de IB para a classificacdo dos produtos quanto a compatibilidade com
entomopatogenos sdo: Toxico de 0 a 41, moderadamente toxico de 42 a 66 e compativel >
66.
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3.5. Controle de Dactylopius opuntiae

3.5.1. Criacgao de Dactylopius opuntiae

Para a utilizacdo de cladodios de palma infestadas por D. opuntiae nos
experimentos, foi mantida uma criagdo do inseto em casa de vegetagdo (Figura 2) no
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). Cladodios de palma sadios, conduzidos
periodicamente de Caruaru PE para a sede do IPA, eram colocados em contato com as
palmas ja infestadas da criacdo para a manutencdo da mesma. No vigésimo dia apds a
infestagdo, cladddios infestados eram utilizados nos experimentos.

Figura 2. Criacéo de Dactylopius opuntiae sobre Opuntia ficus-indica em casa de vegetacao do Instituto
Agronbémico de Pernambuco.

3.5.2. Producdo e quantificacdo do indculo fungico

Os isolados de Fusarium foram cultivados em BDA, e incubados durante sete dias,
em estufa para BOD (26 £ 1°C), visando o crescimento vegetativo e a esporulacéo.
Padronizou-se utilizar suspensdes de 1 x 10’ conidios/ml, estimadas em camara de

Neubauer conforme a metodologia utilizada por Alves & Morais (1998).

3.5.3. Avaliacéo dos extratos vegetais e isolados de Fusarium no controle de D.
opuntiae

Quatro mL das suspensdes de conidios dos fungos + extrato vegetal (aquoso e/ou
hidroetanolico) na concentracdo compativel com o fungo foram pulverizados sobre palmas
com aproximadamente 20 dias de infestacdo do inseto. Anteriormente, solucdo detergente

a 0,02% foi pulverizada sobre as palmas com o intuito de diminuir a quantidade de cera
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sobre o inseto e facilitar o contato do mesmo com o tratamento. Em cada ensaio, 0s
extratos vegetais e os isolados de Fusarium também foram testados individualmente. Na
testemunha, os insetos foram pulverizados com &gua destilada esterilizada, mais espalhante
adesivo Tween 80 (0,01%). Apds a aplicacdo, mantiveram-se as palmas a 28°C + 1°C
durante 10 dias.

Passados os 10 dias, para a avaliacdo da mortalidade total e confirmada, cada palma
foi delimitada em trés areas de aproximadamente 8 cmz, sendo 50 insetos adultos avaliados
em cada area, totalizando 150 insetos avaliados para cada palma/tratamento. A mortalidade
total foi avaliada com o auxilio de estereomicroscopio pela observagdo de caracteristicas
como a coloragdo e turgidez dos insetos (Figura 3). Para a andlise de mortalidade
confirmada, submeteram-se os insetos dos tratamentos que incluiram fungos e do controle
a um processo de desinfestacdao em alcool 70%, solucdo de hipoclorito de sddio 4% e agua
destilada esterilizada, visando a transferéncia dos insetos para meio de cultura BDA com
antibiotico para a confirmacédo do agente causal.

Figura 3. Adultos de Dactylopius opuntiae sobre a palma forrageira, visualizados com
estereomicroscopio. A: Inseto: controle. B: Inseto: tratamento fungo + extrato.

Para calcular a mortalidade corrigida, os dados de mortalidade total foram
submetidos a formula de Abbott (1925), em que:

A porcentagem de eficiéncia no tratamento = (nimero de insetos vivos no controle
— namero de insetos vivos no tratamento) / nimero de insetos vivos no controle X 100.

Na anélise estatistica foi feita a analise de variancia e para a comparacdo das
médias utilizou-se o Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat
7.5 beta (Silva & Azevedo 2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ldentificacdo da espécie de Fusarium com base em sequéncias das regides
TEF-1a e p-tubulina do DNA

A identificagdo molecular por meio de sequéncias da regido TEF-1a revelou que os
seis isolados identificados morfologicamente como F. lateritium foram resolvidos em uma
especie filogenética pertencente ao Complexo de Espécies F. incarnatum-equiseti,
denominada 20-b, segundo O’Donnell et al. (2009) (Tabela 1).

Tabela 1. lIdentificacdo dos isolados de Fusarium, segundo O’Donnell et al. (2009), ap6s o
sequenciamento das regides TEF-1a e B-tubulina do DNA, comparadas com o Banco de
Dados Fusarium-ID.

Isolados Espécies filogenéticas (TEF-1a) Espécies filogenéticas (B-tubulina)

URMG6776 F. incarnatum-equiseti species complex 20-b (97,67%) Fusarium sp. (94%)

URMG6777 F. incarnatum-equiseti species complex 20-b (99,67%)  Fusarium sp. (94,01%)
URMG6778 F. incarnatum-equiseti species complex 20-b (99,54%) Fusarium sp. (94,33%)
URMG6779 F. incarnatum-equiseti species complex 20-b (99,84%) Fusarium sp. (93,95%)
URMG6782 F. incarnatum-equiseti species complex 20-b (99,04%) Fusarium sp. (93,7%)
URMG6226 F. incarnatum-equiseti species complex 20-b (mlst 98,88 Fusarium sp. (94,33%)

ou id 94,72%)

O Complexo de espécies F. incarnatum-equiseti (FIESC) é considerado um dos
mais ricos em espécies de Fusarium inseticolas. Das 30 espécies filogenéticas do FIESC
conhecidas, 15 foram recuperadas de insetos pertencentes a trés ordens diferentes, sendo a
maioria (26 em 31 isolados) proveniente de insetos Hemiptera, ordem que compreende a
cochonilha do carmim (O’Donnell et al., 2012). Das espécies pertencentes ao FIESC,
apenas trés sdo denominadas por bindmios latinos, as demais s&o identificadas por
nimeros arabes e os diferentes haplétipos por letras romanas minusculas. Essa
classificacdo refere-se & nomenclatura descrita recentemente por O’Donnell et al. (2009),
tendo como base estudo filogenético.

Com relacdo a identificacdo baseada nas sequéncias do gene B-tubulina, ainda que
essa regido esteja entre as mais comumente utilizadas para a identificacdo de espécies de
Fusarium (Leslie et al., 2007), para o presente estudo elas ndo foram resolutivas (Tabela
1). O gene do fator de alongamento 1-o (TEF-1a) parece ser consistentemente de copia
unica em Fusarium, e mostra um nivel elevado de polimorfismo de sequéncias entre
especies intimamente relacionadas, mesmo em comparagdo com porcdes ricas em introns
de genes como a B-tubulina. Por estas razbes, TEF tornou-se o marcador de escolha como

uma ferramenta de identificacdo de um anico locus para Fusarium (Geiser et al, 2004).
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Em relagdo as classificagdes anteriores, Fusarium incarnatum e Fusarium equiseti
(Corda) Saccardo ndo sdo relatados significativamente como patdgenos de plantas (Leslie e
Summerell, 2006), no entanto o papel das duas espécies de FIESC no ambiente deve ser
verificado. Essas espécies foram citadas pela sua capacidade em produzir beauvericina,
toxina inseticida produzida por fungos amplamente utilizados no controle de insetos
(Logrieco et al., 1998; Azliza et al., 2014). A espécie F. incarnatum e, com relacdo a
classificacdo mais recente, isolados do FIESC foram relatados como patdgenos de varias
espécies de insetos (Hareendranath et al. 1987; Addario e Turchetti, 2011; O’Donnell et
al., 2012; Liu et al., 2014), mostrando que o FIESC apresenta membros promissores para o

controle microbiano de insetos.

4.2. Efeito dos extratos de Ricinus communis e de Caesalpinia pyramidalis sobre
0 crescimento vegetativo, a esporulacéo e a germinacéo dos isolados do complexo de

espécies Fusarium incarnatum-equiseti

Quanto ao efeito do extrato aquoso de mamona sobre o crescimento vegetativo dos
isolados do FIESC (Tabela 2), as respostas variaram de inibitorias a estimulantes, sendo
que para a maioria dos isolados, o extrato foi inibitério em alguma concentragdo. O isolado
URMG6782, entretanto, ndo teve o crescimento influénciado pelas diferentes concentracfes
do extrato utilizadas, enquanto o isolado URM®6226 foi estimulado pelo extrato aquoso de
mamona a 10% e indiferente frente as demais concentracdes. Resultados semelhantes
foram obtidos por Pramila et al. (1999) estudando a compatibilidade de sete produtos
comerciais obtidos de nim, testados nas concentracdes de 10.000, 1.000 e 100 ppm, com
isolados de B. bassiana. Com relacdo a producdo de esporos, em nenhuma concentracdo do
extrato observou-se reducdo em relagdo ao controle, mas constatou-se o aumento
significativo da esporulagcdo na presenca do extrato a 5% e 20% para os isolados
URMG6776, URM6778 e URM6226. A estimulacdo da producdo de esporos pelo extrato
pode ser tida como uma vantagem promissora no controle combinado, pois é uma
caracteristica associada a viruléncia do patégeno e que estd sendo incrementada pelo
extrato. N&o foi observada interferéncia significativa em fungdo das concentracdes do
extrato sobre a viabilidade dos conidios.

O extrato hidroetandlico de mamona (Tabela 3) causou uma reducdo do
crescimento vegetativo de todos os isolados do FIESC. Contudo, em relacdo a esporulagédo

ndo foi constatada interferéncia negativa pelo extrato, com exce¢do apenas ao isolado
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URMG6779, que apresentou uma reducéo da producdo de esporos nas concentracOes de 5%
e 20%. Quanto a taxa de germinacdo, observou-se uma reducdo significativa somente para
o0 isolado URM®6226 na concentracdo de 20%, os demais tratamentos ndo intervieram na
viabilidade dos esporos. Resultados semelhantes foram obtidos por Marques et al. (2004),
que observaram que o 6leo de nim reduziu o crescimento de col6nias de B. bassiana, P.
farinosus (= 1. farinosa) e M. anisopliae nas concentragdes testadas (de 0,0048% a 5%),
com excecdo na concentracdo 0,0048% para os dois primeiros fungos e 0,039% para o
ultimo fungo referido. A esporulagdo também foi significativamente reduzida pelo éleo de
nim, exceto na concentragdo 0,0048% para B. bassiana; contudo, néo se verificou efeito
do dleo na viabilidade dos esporos dos fungos. Santos e Lima (2011) também observaram
que, sendo o crescimento vegetativo das coldnias de B. bassiana alterado nos meios com
extrato de nim, a esporulacdo e viabilidade dos conidios ndo foram prejudicadas. Para
Loria et al. (1983), a inibicdo do crescimento vegetativo é uma indicacdo da
fungitoxicidade menos representativa do que a viabilidade dos esporos, uma vez que 0S

patdgenos infectam os insetos pela germinacdo de conidios.
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Tabela 2. Diametro das col6nias, nimero de esporos/cm? e porcentagem de esporos viaveis (média + E.P.), produzidos por isolados de Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC) em meio BDA + diferentes concentragdes do extrato aquoso de mamona. FIESC 20-b = URMG6776, URM6777, URMG6778, URM6779

e URMG6782 e FIESC 16-a = URMG6226.

Diametro da col6nia CV% = 4,51 NUmero de esporos/cm? (x10°) CV% = 58,00 Viabilidade dos esporos® CV% = 7,42
Isolado 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20%
URM6776 5,77+0,36 | 4,30+0,17 | 4,40+0,10 | 4,65+0,17 | 5,56+1,10 | 172,72+39,1 | 96,23+25,0 | 371,03+26,0 | 90,33+1, | 89,83t2, | 90,174, | 84,50+2,
dA cB bB bB aC 8 aB 3abBC 7aA 83 61 08 08
URM6777 8,22+0,31 | 7,431+0,33 | 7,75+0,01 | 7,50+0,16 | 43,45+12, | 14,98+1245 | 23,31+2,49 | 68,45+4,89 | 94,33+1, | 88,1743, | 82,50+6, | 87,00+2,
abA bB aAB aB 38aA bA abA cA 42 75 08 29
URM6778 8,33+0,04 | 7,68+0,06 | 7,87+0,05 | 7,55+0,07 | 34,33+6,9 | 252,78+108, | 81,05+8,12 | 184,72+106, | 76,6740, | 74,33+4, | 80,0044, | 81,670,
abA abAB aAB aB 4aC 74 aA abBC 84 bcAB 83 04 19 83
URM6779 8,73+0,04 | 8,25+0,12 | 7,20+0,06 | 7,83+0,18a | 31,75+18, | 1,09+0,09 | 16,17+8,28 | 73,81+34,64 | 84,1746, | 73,5012, | 86,0045, | 84,837,
aA aAB aB B 77 aA bA aA bcA 71 56 62 41
URM6782 7,63+0,16 | 7,53+0,07 | 7,53+0,11 | 7,15+0,21 | 83,33+15, | 14,38+4,02 | 29,96+4,10 | 73,61+7,91 | 96,33+1, | 96,33+0, | 94,5040, | 94,67+1,
bA abA aA aA 10 aA bA abA bcA 48 60 57 85
URM6226 6,65+0,05 | 7,02+0,44 | 7,52+0,09 | 7,1840,10a | 69,15+15, | 212,60+38,9 | 152,78+21, | 204,37+43,1 | 84,17+4, | 87,33+3, | 85,17+4, | 90,33%2,
cB bAB aA AB 42 aB 8 aA 89 aAB 4 bA 28 44 76 68

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (mindsculas para colunas e mailsculas para linhas) pelo teste de Tukey (P < 0,05).
# Néo foi aplicado o teste de comparacio de médias por que o F de interagdo ndo foi significativo.
Tabela 3. Diametro das coldnias, nimero de esporos/cm? e porcentagem de esporos viaveis (média £ E.P.), produzidos por isolados de Fusarium incarnatum-

equiseti (FIESC) em meio BDA + diferentes concentragdes do extrato hidroetandlico de mamona. FIESC 20-b = URM6776, URM6777, URM6778,

URMG6779 e URMG6782 e FIESC 16-a = URMG6226.

Diametro da colénia CV% = 7,11 NUmero de esporos/cm? (x10°) CV% = 86,51 ‘ Viabilidade dos esporos CV% = 10,11
Isolado 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20%
URM6776 5,30+0,0 | 2,67+0,3 | 2,93+0,2 | 3,10+0,2 | 25,10+2,12 | 1,49+0,62 | 69,74+17,6 | 54,76+12.9 | 91,33+1,74 | 81,33+2,16 | 83,17+5,64 | 74,67+11,0
5bA 3dB 8 dB 5cB cA aA 2 abA 8 bA aA abA abA 7 aA
URM6777 7,43+£0,2 | 3,10+0,1 | 4,05+05 | 4,30+0,2 | 40,48+12,2 | 4,86+0,52 | 11,21+2,21 | 51,39+3,08 | 67,00+2,17 | 62,00+3,75 | 63,83+1,83 | 62,00+2,78
4aA 2 cdC cB 3bB ObcA aA bA bA bA cA cA aA
URM6778 7,73£0,1 | 4,33+0,0 | 5,00+0,1 | 4,63+0,0 | 43,75+7,39 | 18,25+1,43 | 63,99+13,5 | 30,56+6,37 | 74,67+0,92 | 83,50+1,80 | 64,33+7,53 | 62,00+5,57
0aA 4bB 2 abB 1bB abcA aA 8 abA bA abAB abA bcB aB
URM6779 8,17+0,1 | 5,30+0,2 | 5,70+0,0 | 5,50+0,0 | 188,49+49, | 19,64+7,72 | 57,04+16,2 | 3,27+1,63 | 79,17+7,65 | 95,83+1,42 | 95,00+1,32 | 76,83+1,36
5aA 7 aB 5aB 7 aB 43 abA aB 6 abAB bB abAB aA aA aA
URM6782 7,45+0,2 | 3,03+0,1 | 4,07+0,3 | 4,42+0,1 | 15,87+6,50 | 2,08+0,74 | 3,47+1,38 | 5,26+2,71 | 87,17+3,03 | 84,17+10,3 | 96,00+0,28 | 94,50+0,28
6 aA 4dC 2cB 1bB cA aA bA bA aA 1 abA aA aB
URM6226 7,75+0,2 | 3,92+0,3 | 4,63+0,1 | 4,93+0,2 | 131,75+46, | 3,17+0,26 | 110,12+29, | 157,74+61, | 89,17+1,09 | 76,00+2,08 | 77,17+2,61 | 71,50+3,05
2 aA 5 bcC 7 bcBC 1 abB 81 aA aB 55 aA 51 aB aA bcAB abcAB aB

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (mindsculas para colunas e maiusculas para linhas) pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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O extrato aquoso de catingueira ndo interferiu sobre o crescimento e germinacgao
dos conidios dos isolados do FIESC (Tabela 4). Com relagdo a esporulacdo s6 foi
constatado reducdo para trés isolados (URMG6778, URM6779 e URMG6226) nas
concentracdes de 10% e 20% para o primeiro, 10% para o segundo e 5% para o terceiro.
No trabalho de Landa; Bohata (1999), investigando a acéo de dois inseticidas derivados de
nim sobre P. fumosoroseus (= I. fumosorosea), também ndo foram constatados efeitos
negativos sobre o crescimento e germinacdo de conidios, indicando o potencial de
combinacéo entre esses agentes.

Enquanto o extrato aquoso de catingueira ndo exerceu influéncia sobre o
crescimento vegetativo dos isolados utilizados, o extrato hidroetandlico da mesma planta,
nas concentracfes testadas, reduziu significantemente o crescimento das colénias do
FIESC, com excecdo ao isolado URMG6776 no extrato a 5% (Tabela 5). Depiere et al.
(2005) também observaram que as col6nias de B. bassiana desenvolvidas em meio de
cultura contendo extrato aquoso da semente de nim tiveram crescimento vegetativo
significativamente reduzido em comparacdo com o tratamento testemunha. Esses autores
também demonstraram que mesmo havendo diferenca significativa entre o crescimento e
esporulacdo na presenca de inseticidas de origem vegetal em relacéo ao controle, o produto
pode ser considerado compativel em determinadas concentragdes.

Quanto a esporulacdo e a viabilidade dos esporos, o efeito do extrato variou entre
os isolados nas diferentes concentracdes, ndo sendo observada uma relacdo direta entre o
aumento da concentracdo do extrato e a diminuic¢do da esporulacdo e viabilidade, tendo em
vista que em alguns casos os valores obtidos nas concentragdes de 10% e/ou 20% foram
superiores aos obtidos no extrato a 5% (Tabela 6). Diferentemente, Depiere et al. (2005)
constataram que a reducdo do crescimento vegetativo, esporulacdo e germinacdo de B.
bassiana na presenca do 6leo de nim (0,5% 1% e 1,5%) foi diretamente proporcional ao
aumento da concentracdo. E necessaria a realizacio de estudos a fim de entender o
mecanismo de acdo de produtos de C. pyramidalis sobre fungos, o que ajudaria a explicar

essa diferenca.
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Tabela 4. Diametro das col6nias, nimero de esporos/cm? e porcentagem de esporos viaveis (média + E.P.), produzidos por isolados de Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC) em meio BDA + diferentes concentracdes do extrato aquoso de catingueira. FIESC 20-b = URM6776, URMG6777, URMG6778,

URMG6779 e URMGE782 e FIESC 16-a = URM6226.

Diametro da col6nia* CV% = 13,45 Ndmero de esporos/cm? (x10°) CV% = 55,65 | Viabilidade dos esporos® CV% = 5,15
Isolado 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20%
URM6776 5,65+0,9 | 3,72+0,1 | 3,95+0,5 | 3,93+0,0 | 18,75+0,30 | 33,23%+5,11 | 38,50+6,62 | 31,94+1,10 | 96,671, | 99,17+0, | 96,00+0, | 98,000,
5 5 8 7 aA abA abA abA 45 44 76 76
URM6777 7,68+0,5 | 6,78+0,2 | 7,10+0,5 | 6,85+0,5 | 35,62+2,53 | 17,96+7,86 | 28,08+2,18 | 22,02+6,49 | 99,83+0, | 99,83+0, | 99,67+0, | 99,5040,
2 7 9 8 aA abA abA abA 17 17 33 29
URM6778 8,10+0,2 | 6,50+0,0 | 6,50+0,0 | 6,1740,2 | 55,36+2,25 | 26,88+1,89 | 13,29+0,77 | 6,65+2,29 | 95,67+2, | 96,50+1, | 80,0045, | 87,334,
1 5 aA abAB bB bB 96 32 77 51
URM6779 6,95+1,3 | 6,07+0,9 | 8,22+0,0 | 5,7740,6 | 50,50+19,8 | 42,36+7,79 | 16,57+4,96 | 21,73+9,38 | 93,831, | 82,17+7, | 87,003, | 84,333,
3 2 3 3 9aA aAB abB abAB 17 07 21 17
URM6782 8,22+0,1 | 5,85+0,1 | 5,73+0,0 | 5,4240,0 | 34,13+9,75 | 4,17+0,96 2,88+0,26 3,374£1,10 | 98,5040, | 96,83+0, | 95,6741, | 93,6741,
2 5 9 6 aA bA bA bA 29 60 20 74
URM6226 8,35+0,0 | 5,92+0,4 | 6,10+0,0 | 4,95+0,0 | 55,16+13,0 | 13,69+6,63 | 51,59+17,6 | 45,24+23,1 | 93,67+2, | 93,540,7 | 91,1745, | 90,83+2,
5 9 6 8 3aA abB 7aA 5aAB 85 6 60 46

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (mindsculas para colunas e maiusculas para linhas) pelo teste de Tukey (P < 0,05).
# Néo foi aplicado o teste de comparacio de médias por que o F de interagdo ndo foi significativo.

Tabela 5. Diametro das coldnias, nUmero de esporos/cm? e porcentagem de esporos viaveis (média £ E.P.), produzidos por isolados de Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC) em meio BDA + diferentes concentracdes do extrato hidroetandlico de catingueira. FIESC 20-b = URM6776, URM6777, URM6778,

URMG6779 e URMG6782 e FIESC 16-a = URMG6226.

Diametro da colénia CV% = 4,74 NUmero de esporos/cm? (x10°%) CV% = 48,48 Viabilidade dos esporos CV% = 4,23

Isolado 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20%
URMG677 | 558+0,0 | 2,75+0,0 | 2,12+0,0 | 1,20+0,12 9,82+1,20 7,44+0,69 5,56+1,63 0,89+0,30 | 97,33+0, | 98,33%0, | 97,50+0, | 97,670,
6 8 bA 0 bA 6cB cC cA bA bA aA 17 aA 17 aA 58 aA 17 aA
URM677 | 9,00+0,0 | 5,07+0,0 | 4,50+0,0 | 1,67+0,33 | 67,36+£3,04 | 38,99+5,76 | 81,85+14,34 | 10,62+3,25 | 87,83+1, | 87,0012, | 89,332, | 80,67+0,
7 0aA 7 aB 0aB bcC abAB abBC aA aC 17bAB | 84bcAB | 17 abA 44 bcB
URM677 | 8,50+0,0 | 4,32+0,0 | 3,47+0,0 | 2,10+0,10 | 43,25+11,03 | 32,94+1,73 | 30,16+3,95 | 12,10+1,76 | 95,5040, | 91,50+2, | 91,5040, | 89,334,
8 0aA 6 aB 3bC abD bcA abA bA aA 50 abA | 00abcA | 29abA 60 abA
URM677 | 9,00+0,0 | 5,25+0,2 | 4,42+0,0 | 2,62+0,20 | 47,52+4,64 | 536+1,64 | 33,33%9,17 | 27,5848,52 | 92,00+2, | 83,83+0, | 78,67+1, | 66,505,

9 0aA 5aB 8 aB aC bcA bB bAB aAB 31 abA 88 cAB 09 cB 77 aC
URM678 | 9,00+0,0 | 4,90+0,1 | 4,37+0,0 | 1,67+0,44 | 80,06+15,47 | 31,85+5,81 | 85,91+12,68 | 2,08+1,07 | 94,67+1, | 96,83+0, | 95,330, | 92,831,
2 0aA 0aB 9 abB bcC abA abB aA aB 69 abA 67 aA 33 aA 09 aA
URM622 | 8,50+0,0 | 4,38+0,0 | 3,45+0,0 | 1,50+26,83 | 102,08+26,8 | 57,04+5,54 | 106,15+31,7 | 2,78+0,98 | 97,5040, | 94,67+0, | 83,33%1, | 72,8345,
6 0aA 7 aB 5bC bcD 3aA aB 0aA aC 50 aA 44 abA 92 bcB 04 cdC

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si (mindsculas para colunas e maidsculas para linhas) pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Em referéncia aos valores de indice Bioldgico (IB), foi no extrato aquoso de
mamona em que se observou 0 maior nimero de tratamentos compativeis (16 em 18), bem
como os maiores valores (Tabela 6). Esse resultado pode ser um indicio da ocorréncia de
sinergismo da acdo inseticida dos fungos selecionados combinados com o extrato aquoso
de mamona, o que se confirmou posteriormente nos testes contra a cochonilha do carmim
(ver topico 4.3). Quanto ao extrato hidroetandlico de mamona, a combinacdo com trés
isolados (URMG6777, URM6779 e URMG6782) se revelou incompativel. Para os demais
isolados, apenas a concentracdo de 5% foi considerada nociva. A classificacdo dos extratos
aquoso e hidroetanolico de catingueira quanto a compatibilidade com os fungos variou de
acordo com o isolado e concentragdo do extrato testada, sendo que o extrato aquoso
apresentou um maior nimero de tratamentos compativeis (12 em 18) em relacdo ao extrato
hidroetandlico que apresentou apenas quatro tratamentos compativeis.

Para as duas espécies vegetais testadas, 0s extratos aquosos causaram menor
interferéncia nas caracteristicas estudadas dos isolados do FIESC. Os solventes utilizados
na preparacdo dos extratos constituem fator de importancia na explicacdo da atividade
toxica dos mesmos, pois sdo determinantes para a extracdo das substancias bioativas
(Adams et al., 1988; Rohde et al., 2013). A utilizacdo de extrato aquoso e em baixas
concentrages facilitara o trabalho do agricultor no momento da confec¢do do extrato

Baseando-se na obtencdo de altos indices 1B, os isolados URM6776 e URM6778
combinados com o0s extratos aquoso (5%) e hidroetandlico (10%) de R. communis foram
0s mais indicados para os testes de patogenicidade contra D. opuntiae. Para os extratos de
C. pyramidalis, os isolados URMG6776 e URMG6777 combinados ao extrato aquoso na
concentracdo de 10%, e os isolados URM6777 e URM6782 com o extrato hidroetandlico

também na concentracdo de 10% foram os mais indicados.
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Tabela 6. Classificacdo da compatibilidade dos isolados de Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) com os extratos aquoso e hidroetanélico de mamona e
catingueira, em diferentes concentracdes (valor IB, segundo Rossi-Zalaf et al., 2008)

%

Extrato de Mamona Aquoso

Extrato de Mamona Hidroetanélico Extrato de Catingueira Aquoso

Extrato de Catingueira Hidroetanolico

Isolado . N e I
extrato  Valor IB Classificagdo Valor IB Classificacdo Valor IB Classificacdo Valor IB Classificacgdo
0% 100 100 100 100
FIESC 20-b 5% 1381,83 Compativel 3510 Toxico 117,39  Compativel 65,83  Moderadamente toxico
(URM6776)  10% 790,66 Compativel 154,60 Compativel 131,09 Compativel 52,16  Moderadamente toxico
20%  2919,04 Compativel 129,48 Compativel 116,12 Compativel 24,04  Toxico
0% 100 100 100 100
FIESC 20-b 5% 66,69 Compativel 34,02  Toxico 73,19  Compativel 61,25  Moderadamente toxico
(URM6777)  10% 74,81  Compativel 47,04  Moderadamente toxico 87,33  Compativel 85,92 Compativel
20% 119,86 Compativel 45,71  Moderadamente toxico 78,47  Compativel 24,66  Toxico
0% 100 100 100 100
FIESC 20-b 5% 369,69 Compativel 55,46  Moderadamente toxico 68,69  Compativel 66,20 Compativel
(URM6778)  10% 155,68 Compativel 101,90 Compativel 56,40 Moderadamente toxico 58,73  Moderadamente toxico
20% 284,64 Compativel 66,49  Compativel 50,07 Moderadamente toxico 33,00 Toxico
0% 100 100 100 100
FIESC 20-b 5% 54,61 Moderadamente toxico 49,75  Moderadamente toxico 85,85  Compativel 41,38  Toxico
(URM6779)  10% 74,46  Compativel 65,56 Moderadamente toxico 78,94  Compativel 61,78  Moderadamente toxico
20% 152,21 Compativel 42,55  Moderadamente toxico 66,48  Compativel 45,85  Moderadamente toxico
0% 100 100 100 100
FIESC 20-b 5% 63,81 Moderadamente toxico 34,44  Toxico 15,37 Toxico 52,92  Moderadamente toxico
(URM6782)  10% 69,60 Compativel 46,08 Moderadamente toxico 13,91  Toxico 79,02 Compativel
20% 91,83  Compativel 52,95 Moderadamente toxico 14,90 Téxico 19,63  Toxico
0% 100 100 100 100
FIESC 16-a 5% 192,18 Compativel 33,31  Toxico 53,96  Moderadamente toxico 57,97  Moderadamente toxico
(URM6226)  10% 158,37  Compativel 72,69  Compativel 84,28  Compativel 72,34  Compativel
20% 188,59 Compativel 91,37  Compativel 72,83  Compativel 16,93  Toxico
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4.3. Mortalidade de Dactylopius opuntiae frente aos isolados do complexo
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b), extratos e associacao destes

No bioensaio envolvendo o extrato aquoso de mamona a 5% (Tabela 7), a
mortalidade corrigida variou de 61.23% a 100%, quando aplicado somente o extrato e a
combinacdo do isolado URMG6778 e extrato, respectivamente. Em relacdo aos dados de
mortalidade corrigida, constatou-se que a associacao entre o isolado URM6778 e o extrato
aquoso de mamona a 5% foi mais eficiente em causar a mortalidade da cochonilha do que
esses agentes empregados isoladamente. Esse efeito sinérgico, almejado quando se utiliza
0 controle combinado, j& foi constatado em diversos trabalhos visando o emprego de
fungos entomopatogénicos com agrotoxicos (Zeck, 1992; Almeida et al., 1998; Neves e
Alves, 1999; Ramakrishnan et al., 1999; Paula et al., 2011), e em alguns trabalhos
mostrando a eficiéncia do uso combinado de fungos e produtos de origem vegetal contra
insetos.

A combinacao de B. bassiana com o regulador de crescimento de insetos a base de
nim (azadirachtin) provocou uma mortalidade superior e mais rapida em ninfas de B.
tabaci (Islam et al. 2010) e em M. persicae e A. gossypii (Filotas et al., 2005) do que a
aplicacdo de esporos do fungo isoladamente. Rondelli et al. (2011) constataram que um
isolado de B. bassiana + 6leo de mamona provocaram contra P. xylostella mortalidade
superior a obtida pelo fungo e 6leo de mamona separadamente. O mesmo foi observado
utilizando Boveril (inseticida bioldgico a base de esporos de B. bassiana) + 6leo de
mamona. A combinacdo de B. bassiana com a formulacdo comercial de 6leo de nim
Margosidet também apresentou um efeito sinérgico sobre a mortalidade em S. litura
(Mohan et al., 2007). Gomes (2012) demonstrou que a sobrevivéncia de larvas de A.
aegypti frente ao tratamento M. anisopliae + 6leo de nim foi reduzida em 70% enquanto
esses agentes separadamente causaram, respectivamente, a morte de apenas 7.78% e 1.12%
das larvas. O uso combinado de extrato aquoso de Melia azedarach L. 5%, dleo de nim 2%
e Nimkol 0,2% com B. bassiana também foi eficiente no controle de H. tenuis, sendo que a
combinagdo dos derivados vegetais com esporos de B. bassiana na concentracio de 10’
conidios/ml tenderam a superar a mortalidade provocada pelos tratamentos isolados. Numa
maior concentracdo de conidios (5x10°® conidios/ml), a tendéncia a maior eficiéncia foi
observada apenas com o Nimkol-L (Rosales, 2001). Segundo Alves e Almeida (1995), a

maior eficiéncia constatada na estratégia do uso combinado de inseticidas e fungos
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entomopatogénicos pode ser explicada pelo fato de que o inseticida pode matar ou
estressar 0s insetos, tornando-0s mais sensiveis ao fungo.

Quanto a mortalidade confirmada, percentuais altos também foram obtidos, sendo
verificada diferenca entre todos os tratamentos teste e o controle, no qual nao foi
observado crescimento de Fusarium. Entre os tratamentos houve diferenca apenas entre a
combinacéo dos isolados URM6776 e URM6778 com o extrato, sendo constatado o menor

(68,66%) e 0 maior (100%) percentual de mortes confirmadas, respectivamente.

Tabela 7. Mortalidade total corrigida e confirmada (percentual médio = E.P.) de Dactylopius opuntiae
pelo extrato aquoso de mamona, isolados do complexo Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC
20-b) e extrato aquoso de mamona + isolados do FIESC 20-b

Mortalidade (%)

Tratamentos Corrigida Confirmada
Controle 0,00+ 0,00 ¢
Extrato aquoso de mamona a 5% 61,23 +3,52 ¢ -
Isolado URM6776 87,04+283 b 79,33 +5,93 ab
Isolado URMG6776 + Extrato aquoso de mamona a 5% 82,84+081 b 68,66 £10,35 b
Isolado URM6778 83,80+4,13 b 86,66+ 3,71 ab
Isolado URMG6778 + Extrato aquoso de mamona a 5% 100,00 £ 0,00 a 100,00 £ 0,00 a
CV% 5,76 14,45

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

No tratamento isolado URMG6778 e extrato foi possivel a confirmacdo do agente
causal das mortes sobre a propria palma, que apresentava insetos bastante ressecados e
com crescimento fangico aparente (Figura 4). A preparacdo de ldminas diretas possibilitou

confirmar Fusarium como o fungo presente.

Figura 4. Insetos mortos de Dactylopius opuntiae sobre a palma forrageira no tratamento Isolado
URM®6778 do complexo Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) + Extrato de mamona
aquoso a 5%, visualizados com estereomicroscopio.

Em experimentos utilizando isolados do FIESC contra a vespa da castanha (D.
kuriphilus), observou-se com frequéncia os corpos dos insetos envolvidos por micélio dos
fungos (Addario e Turchetti, 2011). Tosi et al. (2014) observaram em condic¢des naturais
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de campo isolados de Fusarium proliferatum envolvendo os cadaveres de larvas, pupas e
adultos de D. kuriphilus. Pelizza et al. (2011) também observaram fialides e conidios
crescendo dos insetos mortos dez dias apos a inoculacdo de F. verticillioides sobre R.
bergi. A ocorréncia da exteriorizacdo dos fungos sobre 0s corpos dos insetos contribui para
a sua disseminacéo, fator importante para o biocontrole.

No bioensaio envolvendo o extrato hidroetanélico de mamona a 10% (Tabela 8),
ndo foi observada diferenca para a mortalidade corrigida causada pelos diferentes
tratamentos. Assim como no primeiro bioensaio (Tabela 7), a utilizacdo dos extratos
vegetais foi tdo eficiente quanto o seu uso combinado com os fungos, apresentando valores
de mortalidade corrigida proximos aos observados na literatura. Pacheco e Lopez-Olguin
(1994) relataram que inseticidas do p6 de folhas da mamona causaram 56% de mortalidade
dos adultos de S. cereallela em grdos armazenados de milho. Ja no trabalho de Okonkwo e
Okoye (1992), o extrato das folhas de mamona causou a mortalidade total de até 100% de
adultos de C. maculatus. No trabalho de Neves et al. (2014) a mortalidade total observada
em larvas de A. aegypti pelos extratos de sementes e folhas da mamona foi de 100%. De
acordo com Rosales (2001), o efeito toxico dos extratos depende da espécie de artrépode
sobre a qual estdo atuando. O 6rgdo da planta do qual se originou o extrato também deve
ser levado em consideracdo, uma vez que a concentracdo das substancias inseticidas varia
em diferentes érgdos da planta (Costa et al., 2004; Menezes, 2005; Santiago, 2008).

A mortalidade confirmada (Tabela 8) diferiu do controle apenas nos tratamentos do
uso combinado do isolado URMG6776 e extrato e isolado URM6778, com os valores de
39.33 e 32.66%, respectivamente. Nos demais tratamentos teste, a confirmacdo do fungo
como o agente causal das mortes ocorreu somente em 12.00 e 11.33% dos insetos, ndo

diferindo dos tratamentos citados anteriormente, mas também se assemelhando ao controle.

Tabela 8. Mortalidade total corrigida e confirmada (percentual médio + E.P.) de Dactylopius opuntiae
pelo extrato hidroetanélico de mamona, isolados do complexo Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC 20-b) e extrato hidroetanolico de mamona + isolados do FIESC 20-b

Mortalidade (%)

Tratamentos

Corrigida Confirmada®
Controle 0,00 b
Extrato hidroetan6lico de mamona a 10% 65,95+ 0,04 a -
Isolado URM6776 77,15+0,04 a 12,00 ab
Isolado URM®6776 + Extrato hidroetanélico de mamonaa 10% 81,13+ 0,04 a 39,33 a
Isolado URM6778 76,27+ 0,04 a 32,66 a
Isolado URM®6778 + Extrato hidroetanélico de mamona a 10% 74,07 £ 0,03 a 11,33 + 0,00 ab
CV% 9,25 106,04

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
# Dados originais; para a analise estatistica foram transformados em Vx.
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No bioensaio que incluiu o extrato aquoso de catingueira a 10% (Tabela 9), nao foi
observada diferenca para a mortalidade corrigida obtida entre os tratamentos, com valores
variando de 73,80% a 88,98%. Os valores de mortalidade confirmada variaram de 8,00% a
37,33%, sendo que a Unica diferenca foi observada entre o tratamento URMG6777 e
controle. O fato de os valores de mortalidade confirmada terem sido baixos pode estar
associado a ocorréncia de septicemia generalizada que, de acordo com Loureiro et al.
(2005), pode interferir no crescimento vegetativo do fungo inoculado pela presenca de
outros microrganismos, como bactérias. E possivel também que os fungos inoculados n&o
tenham sido os responsaveis pela maioria das mortes. Além disso, para esse trabalho deve-
se levar em consideracdo que os fungos nao foram os Unicos agentes empregados sobre os
insetos, 0 extrato também pode ser responsavel por parte das mortes e ndo pode ser
avaliado na mortalidade confirmada.

Outro fator que pode ter contribuido para a obtencdo de baixos valores de
mortalidade confirmada nestes tratamentos, refere-se ao fato de que os fungos podem nao
ter conseguido penetrar nas cochonilhas, devido a quantidade da cera produzida sobre elas.
Pois apesar da padronizacao da quantidade de dias apds a infestagcdo para a utilizacdo das
palmas nos experimentos, ndo é possivel ter o controle sobre o arranjo dos insetos sobre a
palma e da quantidade de cera sobre 0os mesmos. Essa camada protetora produzida pelos
insetos do género Dactylopius é constituida por substancias gordurosas e cerosas e
funciona como uma barreira para a entrada do fungo. Dessa forma, é uma das explicacdes
para a ineficiéncia de produtos 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 (Carvalho et al., 2005).

Tabela 9. Mortalidade total corrigida e confirmada (percentual médio = E.P.) de Dactylopius opuntiae
pelo extrato aquoso de catingueira, isolados do complexo Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC 20-b) e extrato aguoso de catingueira + isolados de FIESC 20-b

Mortalidade (%)

Tratamentos Corrigida Confirmada®
Controle 0,00+0,00 b
Extrato aquoso de catingueira a 10% 7458+ 285 a -
Isolado URM6776 76,71+2,36 a 17,33+ 3,71 ab
Isolado URMG6776 + Extrato aquoso de catingueiraa 10% 79,77 +2,35 a 22,00 £ 14,00 ab
Isolado URM6777 88,98 + 5,65 a 37,33+21,83 a
Isolado URMG6777 + Extrato aquoso de catingueiraa 10% 73,80 +2,98 a 8,00 + 3,06 ab
CV% 7,61 120,64

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
® Dados originais; para a andlise estatistica foram transformados em Vx.
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No bioensaio envolvendo o extrato hidroetandlico de catingueira a 10% (Tabela
10), a mortalidade corrigida variou de 69,73 a 80,57%, ndo havendo diferenca entre os
tratamentos. Com relacdo a mortalidade confirmada, os valores obtidos variaram de 4,00%
a 73,33%, sendo observada diferenca entre 0 uso combinado do isolado URMG6777 e

extrato e o controle.

Tabela 10. Mortalidade total corrigida e confirmada (percentual médio + E.P.) de Dactylopius opuntiae
pelo extrato hidroetandélico de catingueira, isolados do complexo Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC 20-b) e extrato hidroetandlico de catingueira + isolados de FIESC 20-b

Mortalidade (%)

Tratamentos Corrigida Confirmada®
Controle 0,00 £ 0,00 b
Extrato hidroetandlico de catingueira a 10% 69,73+ 0,05 a -
Isolado URMG6777 75,34+ 0,05 a 49,33 £ 20,54 ab
Isolado URMG6777 + Extrato hidroetandlico de catingueira a 10% 80,57 £ 0,04 a 73,33+£9,68 a
Isolado URM6782 77,56 +£0,04 a 28,00 + 28,00 ab
Isolado URMG6782 + Extrato hidroetanélico de catingueiraa 10% 72,11+ 0,03 a 4,00 = 4,00 ab
CV% 9,87 90,82

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
® Dados originais; para a anélise estatistica foram transformados em Vx.

A mortalidade corrigida causada pelos extratos aquoso e hidroetanolico de
catingueira sobre a cochonilha foi superior a mortalidade total observada por Lima-
Mendonga et al. (2013) pelo p6 da folha de catingueira sobre S. zeamais, que embora tenha
sido superior a observada no controle, foi de apenas 12,5%.

Estudando a mortalidade da cochonilha do carmim pelos entomopatdgenos B.
bassiana, Paecilomyces sp., Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W.Gams e M
anisopliae, Brito (2011), constatou que apenas isolados de B. bassiana foram patogénicos
aos adultos de D. opuntiae. Dos isolados de B. bassiana testados sobre o inseto, somente
dois apresentaram percentuais de mortalidade superiores ao controle, com os valores de
52% e 48%, inferiores aos percentuais de mortalidade corrigida obtidos neste trabalho.

Na caréncia de estudos com isolados de Fusarium contra D. opuntiae, é importante
descrever a eficiéncia de Fusarium, incluindo isolados do FIESC, em causar mortalidade
sobre outros insetos.

Fusarium proliferatum foi relatado como patdégeno a Thaumastocoris peregrinus,
sendo capaz de causar a mortalidade média de 40% dos insetos em 24 horas apos a
inoculacdo, atingindo 100% de mortalidade ao sexto dia (Lazo, 2012). A mortalidade
causada por F. verticillioides sobre R. bergi foi de 58% dez dias apds a inoculacao (Pelizza
et al., 2011). Majumbar et al. (2008), trabalhando com F. solani obtiveram em testes de

laboratdério mortalidade confirmada de 80% das pupas de T. myopaeformis 10 dias apés a
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inoculagdo de uma suspensdo de 2,8 x 10° conidios/ml. J& Golpalakrishnan e Narayan
(1989), relataram F. oxysporum causando mortalidade em C. psidii que variou de 68,40%
ao utilizar uma suspensdo de 4,8 x 10° conidios/ml a 100% com uma suspensdo de 4,8 x
10® conidios/ml. Ao utilizar a mesma concentragdo testada no presente trabalho (107) o
percentual de mortalidade foi de 83,30%, valores proximos aos obtidos contra a cochonilha
quando os isolados do FIESC foram empregados isoladamente.

Testes de patogenicidade utilizando F. oxysporum e F. solani isolados de B.
coriacea de campos de batata contra o ultimo estadio larval desse inseto, relatou esses
fungos causando a morte (percentual corrigido) de 49,63% e 42,59% dos insetos ao 15°
dia, respectivamente. Enquanto F. equiseti, isolado do solo desses campos causou a morte
de 10.74% dos insetos. No 30° dia, o percentual de mortes corrigido causado por F.
oxysporum, F. solani e F. equiseti foi de 85,93%, 81,85% e 21,11%, respectivamente
(Anupam Sharma et al., 2012).

Em se tratando de Fusarium incarnatum-equiseti, dois isolados de FIESC (25b e
3b) causaram altos efeitos letais (60-70%) na vespa da castanha D. kuriphilus (Addario e
Turchetti, 2011). Sua eficacia em causar a morte de individuos de D. kuriphilus, sua acdo
rapida (apenas sete dias) e abundante esporulacdo sdo elementos considerados vantajosos
para o biocontrole. Um isolado de FIESC foi capaz de causar, em apenas oito dias apos a
inoculacdo, a morte de 83% de fémeas adultas de M. matsumurae, inseto praga de
pinheiros chineses (Pinus tabulaeformis Carr. e P. massoniana Lamb.) (Liu et al., 2014).
Esses dados mostram que o FIESC apresenta membros promissores para o controle
microbiano de insetos.

Embora o isolado endofitico (URM6226) ndo tenha sido selecionado para os testes
sobre a cochonilha do carmim, devido ao fato de outros isolados terem apresentado valores
de IB superiores, testes preliminares demonstraram que ele apresenta patogenicidade ao
inseto, causando o percentual de mortalidade corrigida de 26.78%, sendo a confirmacgéo
das mortes pelo fungo observada em 18% dos insetos. Microrganismos endofiticos sdo
aqueles capazes de habitar o interior de tecidos de plantas sem causar danos a mesma.
Inicialmente acreditava-se que esses organismos eram neutros, sem causar beneficios ou
prejuizos as plantas, mas a partir do momento em que esses organismos foram mais
estudados, concluiu-se que, em muitos casos, eles desempenham um importante papel na
protecdo do hospedeiro contra patdgenos e predadores, incluindo insetos (Azevedo et al.,
2000; Lacava e Azevedo, 2014).
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Diversos trabalhos comparando o desempenho de plantas na presenca e na auséncia
de fungos endofiticos constataram que 0s ataques por insetos sdo mais frequentes na
auséncia desses microrganismos (Gaynor e Hunt, 1983; Barker et al., 1984; Prestidge et
al., 1984; Ahmad et al., 1987; Mathias et al., 1990). Em alguns trabalhos, a taxa de
mortalidade dos insetos também foi relacionada a presenca desses fungos (Lasota et al.,
1983; Eichenser e Dahlman, 1992), demonstrando que fungos endofiticos sdo capazes de
atuar no controle de insetos. Mas a maioria relata a inoculagdo dos fungos nas plantas e
ndo diretamente sobre os insetos, como realizado no presente estudo. Contudo, o potencial
de fungos endofiticos para o controle de insetos € uma realidade e o isolado URM6226
deve ser estudado em trabalhos futuros.

Em laboratério, todos os tratamentos testados neste trabalho revelaram potencial
para serem testados em campo contra a cochonilha do carmim, uma vez que altos valores
de mortalidade corrigida foram observados. No entanto, o tratamento Isolado URM6778 +
Extrato de mamona aquoso a 5% se destacou, sendo o mais indicado para o controle da
cochonilha do carmim.

E necessario conduzir outros estudos a fim de verificar a eficiéncia desses
tratamentos em condi¢Bes de campo. Recomenda-se também a realizacdo de testes que
possam fornecer mais informagdes sobre a seguranca do uso desses isolados no controle da
cochonilha do carmim, para que esses tratamentos possam ser produzidos e

disponibilizados como produto eficiente para o controle da praga.
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5. CONCLUSOES

- Os isolados de Fusarium provenientes da cochonilha do carmim e da palma forrageira
pertencem ao Complexo de Espécies F. incarnatum-equiseti (FIESC).

- Os extratos aquosos e hidroetandlicos de mamona e catingueira sdo compativeis com
alguns dos isolados do FIESC.

- Para a maioria dos extratos estudados, a concentracdo de 10% é a mais indicada para
0s testes em combinacdo com os isolados do FIESC 20-b.

- Todos os tratamentos testados sdo eficientes contra a cochonilha do carmim.

- A combinacéo sinérgica entre o isolado URMG6778 e 0 extrato aquoso de mamona a

5% € a mais indicada para testes no campo contra a cochonilha do carmim.
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