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RESUMO

A palma forrageira, adaptada ao semiarido nordestino, esta sendo ameacada pela
cochonilha do carmim. Para seu combate, uma alternativa é o controle biolégico com fungos
entomopatogénicos produzidos em escala comercial. Para tanto, necessita-se de um grande
namero de conidios vidveis. Uma vez aplicada no campo para o controle de insetos, o
monitoramento dos fungos pode ser feito com o uso de marcadores moleculares, como o Inter
Simple Sequence Repeats (ISSR). Os objetivos deste trabalho foram selecionar substratos
potenciais para producdo de biomassa de isolados do complexo de espécies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC) induzindo a sua esporulacdo e germinacdo e caracterizar estes
isolados por meio de marcadores moleculares. Foram utilizados cinco isolados do FIESC 20-b
obtidos de Dactylopius opuntiae coletados em diferentes municipios de Pernambuco. Para o
cultivo dos isolados foram utilizados gréos de arroz, grdo de arroz + peptona 1%, quirela de
milho, quirela de milho + peptona 1%, quirela de milho + extrato de levedura 1%, farinha de
palma forrageira, farinha de palma forrageira + peptona 1%, farelo de trigo, farelo de trigo +
peptona 1%, torta de mamona e torta de mamona + peptona 1%. A caracterizacdo molecular foi
feita utilizando nove primers de ISSR. Dos cinco isolados, os melhores para a producdo massal
foram URMG6779 e URMG6782 nos substratos: grdos de arroz, graos de arroz + peptona (1%),
quirela de milho e quirela de milho + peptona (1%). Os isolados selecionados foram cultivados
em frascos Erlenmeyer contendo gréos de arroz + fungo e armazenados a 4 e 28°C durante um
periodo de 90 dias. A melhor temperatura de armazenamento foi a 4°C e os conidios
permaneceram viaveis até 90 dias. Os fungos mostraram-se eficientes no controle de D.
opuntiae até 90 dias de armazenamento a 4°C. Dentre os nove primers utilizados, dois (M13 e
UBCB849) diferenciaram os cinco isolados estudados, podendo ser utilizados no monitoramento

destes fungos no campo.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos, Controle biologico, palma forrageira.



ABSTRACT

The forage palm, adapted to the northeastern semi-arid, is being threatened by carmine
cochineal. For its combat, an alternative is the biological control with entomopathogenic fungi
produced in commercial scale. For this, a large number of viable conidia are needed. Once
applied in the field for insect control, monitoring of fungi can be done using molecular markers
such as the Inter Simple Sequence Repeats (ISSR). The objectives of this work were to select
potential substrates for biomass production of Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) isolates,
inducing their sporulation and germination and characterizing these isolates by means of
molecular markers. Five FIESC 20-b isolates obtained from Dactylopius opuntiae collected in
different municipalities of Pernambuco were used. For the cultivation of the isolates were used
rice grains, rice grain + 1% peptone, corn kernel, corn kernel + 1% peptone, corn kernel + 1%
yeast extract, forage palm meal, forage palm meal + 1% peptone, wheat bran, wheat bran + 1%
peptone, castor cake and castor cake + 1% peptone. Molecular characterization was performed
using nine ISSR primers. Of the five isolates, the best for mass production were URM6779 and
URMG6782 on the substrates: rice grains, rice + peptone (1%), corn kernel and corn kernel +
peptone (1%). The selected isolates were grown in Erlenmeyer flasks containing rice grains +
fungus and stored at 4 and 28 ° C for a period of 90 days. The best storage temperature was 4°C
and the conidia remained viable for up to 90 days. The fungi were efficient in controlling D.
opuntiae up to 90 days of storage at 4°C. Among the nine primers used, two (M13 and UBC849)

differentiated the five isolates studied, and could be used to monitor these fungi in the field.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Biological control, forage palm.
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1. INTRODUCAO

A palma forrageira Opuntia ficus-indica (L.) é bem adaptada ao semiarido nordestino
(BEZERRA et al, 2014), pois sua morfofisiologia permite que ela tolere a longos periodos de
seca (OLIVEIRA et al., 2010). Sua biomassa é reservatdrio de agua e fibras, por isso, é
largamente utilizada na alimentacdo animal (BEZERRA et al, 2014), porém o aumento
desordenado de Dactylopius opuntiae Cockerell (Hemiptera: Dactylopiidae) (cochonilha do
carmim) vem ameacando o seu cultivo, causando prejuizos econémicos.

Para o controle de insetos pragas uma boa alternativa € o controle bioldgico usando
micro-organismos, uma vez que estes sdo responsaveis por diversas doencas ocorrentes em
artrépodes (MACHADO, 2008; GARCIA et al., 2010). Dentre eles, merece destaque os fungos
entomopatogénicos, que ja tiveram sua eficiéncia comprovada para diversas espécies de insetos,
como os géneros Metarhizium, Beauveria, Isaria e algumas espécies do complexo de Fusarium
incarnatum-equiseti (ALVES, 1998; ANAND E TIWARY, 2009; O’DONNELL et al., 2012;
TIAGO et al., 2012; SANTOS et al., 2015).

No controle biolégico, utilizando fungos, faz-se necessaria a producdo de biomassa,
sendo interessante, 0 uso de substratos que sejam de baixo custo, facil elaboracéo e eficazes,
que possibilitem bom crescimento e esporulacdo, sendo necessario que haja monitoramento da
temperatura, do pH e da luminosidade (KHALIL et al., 1985; LOUREIRO et al., 2003a;
PENARIOL et al., 2008; MACHADO et al., 2009). Além disso, os fatores nutricionais dos
substratos selecionados devem ser levados em consideracdo, pois 0s fungos necessitam de
niveis ideais de fontes de nitrogénio, fésforo e carbono para o estabelecimento de condigdes
favoréveis de crescimento micelial e esporulacdo (PENARIOL et al., 2008).

Para a producdo de biomassa de fungos entomopatogénicos, o substrato mais utilizado
tem sido o arroz. Entretanto, desde 1980 tem havido tentativa de substitui-lo por outras fontes,
na expectativa de baratear os custos de producdo e aumentar a eficiéncia do processo
(OLIVEIRA, 2000; WENZEL et al., 2006; OTTATI-DE-LIMA et al., 2010; SENE et al.,
2010). O arroz teve sua eficiéncia comprovada para Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin e Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, enquanto que para outras espécies foi
comprovada a eficiéncia de substratos, como a farinha de milho para Lecanicillium lecanii Zare
e W. Gams, (FARIA e MAGALHAES, 2001, WENZEL et al, 2006).

Aplicacdo no campo pressupde a producdo de biomassa fungica capaz de produzir
grande quantidade de conidios. Por sua vez, o monitoramento da eficiéncia da sua producéo em

larga escala e do controle de insetos no campo poderdo ocorrer por meio de marcadores
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moleculares que sejam capazes de identificar diferencas entre os isolados da mesma espécie
fangica (DNA fingerprints). Alguns estudos foram realizados a fim de se detectar o
polimorfismo em fungos (TIAGO et al., 2011; VELASQUEZ et al., 2007), e estes estudos
podem ser realizados por meio de marcadores moleculares, como ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeats).

Trabalhos sobre a producdo de biomassa de espécies do complexo F. incarnatum-
equiseti sdo inexistentes na literatura. Portanto, sdo necessarios estudos relacionados a producéo
de biomassa de isolados deste complexo de espécies que tém sido eficientes no controle de
alguns insetos, incluindo D. opuntiae. A selecdo de substratos de facil obtencdo e baixo custo

auxiliara no emprego deste fungo como bioagente de controle de pragas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Palma forrageira (Opuntia ficus-indica)

O semiarido brasileiro é uma area que se caracteriza por ter irregularidade e escassez de
chuvas, clima seco e solos rasos de média e alta capacidade de fertilidade e de baixa retengédo
de umidade (OLIVEIRA et al., 2010). A regido ocupa cerca de 10% do territdrio nacional, o
que corresponde a cerca de 800 mil Km2 (SILVA et al., 2014). Durante a época de estiagem,
essas caracteristicas fazem com que diminua a produtividade de algumas espécies, causando
prejuizos econdmicos e sociais (OLIVEIRA et al., 2010).

Nesse contexto, uma espécie bem adaptada a condi¢Ges semidaridas é a palma forrageira,
O. ficus-indica, (BEZERRA et al, 2014), cactacea originaria do México, caracterizada por ter
porte bem desenvolvido, ser resistente a longos periodos de seca, pois possui suas raizes
superficiais, distribuidas de forma horizontal (SILVA E SANTOS, 2006; OLIVEIRA et al.,
2010). Além disso, sua fisiologia permite que a abertura dos seus estbmatos para a captura do
gas carbbnico ocorra durante a noite, armazenando-o sob a forma de acido malico,
transformando-o durante o dia em moléculas de glicose (RODRIGUES, 2012).

Na regido Nordeste o cultivo da palma forrageira gira em torno de 500 mil hectares
plantados, dos quais 150 mil em Pernambuco (SANTOS et al., 2006). A espécie é bastante
utilizada na alimentacao animal, além de ser aproveitado também na dieta humana, na producao
de biocombustivel, de adesivos, cosméticos, para fins medicinais e substrato para a producao
do carmim (BEZERRA et al, 2014).

Os cladodios da palma forrageira possuem em média 90% da sua massa composto por
agua, por isso sua importancia nessa regido. O fornecimento aos animais, geralmente é na forma
de ragdo nas quais usam outros suprimentos para complementar a dieta, tais como feijéo, capim
seco, milho, sorgo, silagem e feno, a fim de evitar complicacdes como diarreia nos animais
(SANTOS et al., 2006; SILVA e SANTOS, 2006).

O cultivo dessa espécie estd ameagado devido ao ataque de pragas, dentre elas a
cochonilha do carmim, D. opuntiae, considerada a mais danosa e que nos ultimos 16 anos tem
se espalhado pelos estados do Nordeste, causando prejuizos econdmicos, principalmente na
época seca (LOPES, 2009; ALMEIDA et al., 2011).
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2.2. Cochonilha do carmim

A cochonilha do carmim, D. opuntiae, € um inseto de origem mexicana. Seu epiteto
especifico faz referéncia ao nome cientifico da espécie de palma afetada: Opuntia ficus-indica.
Essa espécie produz o acido carminico, usado na producdo de um corante natural, o carmim.
Nos Gltimos anos, devido proibi¢cdo do uso de alguns corantes quimicos, que em sua maioria
sdo cancerigenos, estes foram substituido por corantes naturais (SANTOS et al., 2006). O uso
do carmim aumentou em torno de 30% (RODRIGUES, 2012).

No Brasil, a palma forrageira foi introduzida no intuito de cultivar a cochonilha do
carmim para a producéo do &cido carminico, poréem devido as condicdes climaticas da regido o
corante produzido ndo era de boa qualidade, e esse inseto tornou-se uma praga (RODRIGUES,
2012). As palmas forrageiras infestadas pela cochonilha do carmim sdo de féacil
reconhecimento, pois as fémeas adultas apresentam o corpo pequeno, avermelhado, ovalado,
extremidade abdominal arredondada, e sdo recobertos por uma cerosidade branca (SANTOS et
al., 2006). No Brasil, calcula-se que essa espécie ja destruiu mais de mil hectares de palma, em
maior proporcao nos Estados da Paraiba e Pernambuco, e em menor no Ceara e Rio Grande do
Norte (LOPES et al., 2009). Recentemente essa espécie foi relatada no norte de Israel, no Vale
do Hula, infestando cladddios e frutas de figueira da india (SPODEK et al, 2014).

A espeécie apresenta dimorfismo sexual, o ciclo de vida esta sujeito a variacdes de acordo
com a temperatura. Esse inseto possui metamorfose completa, o desenvolvimento pés-
embrionario é variavel de 40-60 dias. As ninfas migrantes tém em média 0,8 x 0,4 mm e migram
pela raquete, geralmente para as bordas, e também sdo facilmente levadas pelo vento,
facilitando sua dispersdo (CHIACCHIO, 2008). O desenvolvimento dos machos é dentro dos
casulos, envolvidos por cera, os adultos sdo alados, e se movimentam até a copula, depois
morrem e as fémeas sdo sedentarias (SANTOS et al., 2006).

As fémeas sugam a seiva dos cladddios da palma inoculando toxinas, dessa forma as
plantas enfraquecem, observando-se como sintomas o amarelecimento e a queda das raquetes
(CHIACCHIO, 2008; VASCONCELOS et al., 2009). Se ocorrer uma grande infestacéo, havera
morte da planta provocando perdas de até 100% da producdo de palma (CHIACCHIO, 2008).
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2.3. Controle bioldgico utilizando fungos entomopatogénicos

Ao longo dos anos o controle de insetos praga foi feito com o uso de produtos quimicos,
como os pesticidas, ocasionando poluicdo ambiental da agua, do solo, da atmosfera e também
desequilibrios na populacdo de inimigos naturais da praga e aumento na resisténcia dos insetos
e 4caros aos produtos quimicos utilizados (LOPES et al., 2009).

Em contrapartida ao uso de pesticidas quimicos, uma alternativa € o controle bioldgico
que proporciona a regulacdo de plantas e animais por meio da utilizacdo de inimigos naturais
como 0s micro-organismos (fungos, virus, bactérias e protozoarios), que sao responsaveis por
diversas patologias que acomete os artrépodes (BRITO, 2008; MACHADO et al., 2008;
VALICENTE, 2009; GARCIA et al., 2010; DAMIN et al., 2011).

O uso de microrganismos para o controle de artrépodes esta crescendo nos ultimos anos,
isso pode ser observado pelo crescente nimero de trabalhos na area. Nesse contexto, os fungos
séo os agentes mais utilizados devido a sua capacidade de supressédo de populagdes de insetos,
grande gama de hospedeiros e possibilidade de producdo massal (LEITE et al., 2003).

Alguns fungos entomopatogénicos tém ganhado destaque no setor agricola brasileiro,
como M. anisopliae, Sporothrix insectorum Hoog e Evans e B. bassiana, espécies em estudo
desde o final do século XIX, e outras menos estudadas, como o uso de espécies do género
Fusarium, como Fusarium lateritium Nees (TEETOR-BARSCH e ROBERTS, 1983),
Fusarium proliferatum Nirenberg (LAZO, 2012) e o complexo de espécies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) (SANTOS et al, 2015).

Os fungos tém vantagens quando comparados a outros micro-organismos, pois o seu
modo de agdo € via tegumento, e ndo via oral, como é mais comum. Estudos sugerem que essa
penetracao ocorre por acdo quimica, degradacao por enzimas (proteases, lipases e quitinases),
gue causam a histolise e por pressao mecanica (metabolismo do tubo germinativo), provocando
uma dimuicdo gradual do metabolismo do inseto e estes param de se alimentar (ALVES, 1998;
VALICENTE, 2009).

Em média, apds oito dias da infeccdo, devido ao crescimento micelial, producdo de
micotoxinas e a esporulagdo, ocorre a morte do inseto, causada por acao histolitica, mudancas
patoldgicas na hemocele e bloqueio do aparelho digestivo (ALVES, 1998). No geral, o cadaver
fica em posicdo ereta, com aparéncia oca ou consisténcia emborrachada. Os fungos crescem e
emergem pelo corpo do inseto, espalhando seus esporos pelo vento, atingindo outros insetos
(VALICENTE, 2009).
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2.3.1 O género Fusarium

O género Fusarium apresenta cerca de 775 espécies com distribuicdo cosmopolita e
amplamente distribuidas nos mais diversos ambientes, habitando o solo, o ar, animais e plantas,
ocorrendo sobre plantas ou sobre insetos (ALVES, 1998). O grupo polifilético pertence a
familia Nectriaceae, ordem Hypocreales, classe Sordariomycetes e ao filo Ascomycota
(MACIEL, 2012). Seus representantes ndo seguem um padréo para sua classificagdo, pois
existem variagdes morfologicas (OLIVEIRA E COSTA, 2002). No geral, o método usado para
sua identificacdo morfolégica é com base em cultura monospdrica em meios de cultura
especificos, sendo avaliados a coloracdo das coldnias, o tamanho e a producdo de metabolitos
secundérios (THRANE, 1990).

Esse grupo cresce em meio de cultura apresentando coloracdo que varia do amarelo ao
vermelho (ALVES, 1998). Produzem macroconidios hialinos, geralmente septados, apresentam
celulas basal e apical distintas, e microconidios ovoides e cilindricos, produzidos sobre fialides.
Clamiddsporos podem estar presentes ou ausentes (ALVES, 1998; POLETTO et al., 2006). H&
algumas espécies de dificil classificacdo pela taxonomia classica, sendo necessario 0 uso da
biologia molecular.

Espécies desse género tém sido relatadas como patégenos de insetos. As principais
ordens atacadas sdo Hemiptera, Hymenoptera e Lepdoptera, como F. lateritium, que produz
uma toxina semelhante a beauvericina (ALVES, 1998) e é controlador de Phylloxera vitifolia
Fitch (Hemiptera: Phylloxeridae) (TEETOR-BARSCH e ROBERTS, 1983), Spodoptera litura
Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) (ANAND E TIWARY, 2009) e Lopholeucaspis japonica
Cockerell (Hemiptera: Diaspididae) (O’ DONNELL et al., 2012). Fusarium proliferatum,
patogénico ao Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae) (LAZO, 2012) e isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC 20-b) obtidos de D. opuntiae, mostrou ser um bom controlador do mesmo
(SANTOS et al, 2015). Isolados deste complexo de espécies (FIESC 25-b) também controlaram
a vespa da castanha, Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae)
(ADDARIO e TURCHETTI, 2011).

O’DONNELL et al. (2009) fizeram um estudo para organizar taxonomicamente
especies pertencentes ao complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti, obtendo dados
com base no sequenciamento do fator de alongamento 1o (TEF-1) (cujas maiores subunidades
continham 717 pb para o RNA ribossomal), subunidade maior do RNA ribossomal (LSU
rRNA) (1.135 pb), segunda maior subunidade da RNA-polimerase (RPB2) (1766 pb) e
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calmodulina (CAM) (704 pb). Das espécies em estudo trés receberam nomenclatura binomial
com seguranca: F. lacertarum, F. scirpi e F. equiseti, as demais precisam de estudos mais
detalhados para chegar a sua classificacdo binomial. Posteriormente, foi realizado um estudo
com 190 isolados de diferentes regides do planeta, sendo 31 deles distribuidos em 15 espécies
do complexo Fusarium incarnatum-equiseti isolados de espécies de insetos pertencentes a trés

ordens, a maioria proveniente da ordem Hemiptera (O’DONNELL et al., 2012).

2.4. Producédo de fungos entomopatogénicos em escala comercial

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos no controle biolégico acarreta vantagens
devido a sua especificidade ao hospedeiro, baixo custo, seguranca ambiental, saide humana,
menor frequéncia de resisténcia dos insetos alvo e grande possibilidade de se multiplicar no
ambiente, estendendo assim a sua permanéncia no campo (ALMEIDA, 2007).

Alguns cuidados sdo exigidos para a utilizacdo de um fungo no controle biolégico. A
primeira etapa exige o isolamento do inéculo, geralmente obtido do proprio artropode a ser
controlado, pois a maioria € um predador natural. Como o objetivo é eliminar uma grande
guantidade de insetos-praga, a segunda preocupacao seria a sua producdo em escala comercial.
E essa Ultima é um fator limitante no desenvolvimento de um programa de controle microbiano
(SENE et al., 2010).

Para a producdo de biomassa de fungos entomopatogénicos, o substrato mais utilizado
é o arroz, pela sua riqueza nutricional e facilidade de manipulacdo. Alguns estudos sdo
realizados na tentativa de substitui-lo por materiais, como o milho, farinha de arroz e soja, farelo
de trigo, batata, sorgo e milho, melago, entre outros, com a expectativa de baratear os custos de
producdo e aumentar a eficiéncia do processo (OLIVEIRA, 2000; WENZEL et al., 2006;
OTTATI-DE-LIMA et al., 2010; SENE et al., 2010).

Os fatores nutricionais dos substratos escolhidos devem ser levados em consideracao,
pois cada espécie de fungo necessita de niveis ideais de fontes de nitrogénio, fosforo e carbono
para o estabelecimento de condi¢des favoraveis de crescimento micelial e esporulagédo
(PENARIOL et al., 2008). Ao meio de cultura escolhido podem-se adicionar outros nutrientes,
visando aumentar o crescimento e a esporulagdo, como o extrato de levedura, uma étima fonte
de nitrogénio, aminoacidos e vitaminas do complexo B (WENZEL et al., 2006). Para um meio
balanceado, a relagdo entre a quantidade de carboidrato e nitrogénio presente deve ser levado
em consideragdo. De acordo com CARLILE E WATKINSON (1994), um meio adequado deve

ter uma relagé@o de dez vezes mais carbono do que nitrogénio.
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O arroz parboilizado tem sua eficiéncia comprovada em M. anisopliae e B. bassiana,
controladores de Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Pyrallidae), mostrando alta
esporulacdo (OTTATI-DE-LIMA et al., 2010). WENZEL et al. (2006), estudando a producao
de Lecanicillium lecanii, obtido da cochonilha verde, Coccus viridis Green (Hemiptera:
Coccidae), obtiveram boa esporulagdo em arroz agulhinha e arroz integral e em farinha de
milho. Outro substrato eficiente para producédo de fungos entomopatogénicos é o farelo de trigo,
LOUREIRO et. al., (2003a), obtiveram 6timos resultados em estudo com o Sporothrix
insectorum.

MACHADO et al. (2009) obtiveram resultados promissores na producao de L. lecanii
em milhocina 4%, enquanto que WENZEL et al. (2006) conseguiram bons resultados para
esporulacdo em meios de farelo de soja, farelo de trigo, trigo moido e lentilha em grdo. Visando
a producdo em larga escala de M. anisopliae e B. bassiana, OTTATI-DE-LIMA (2010)
observou que farinha de milho amarela, fuba e trigo moido foram os mais eficientes, contudo,
0 bagaco da cana-de-aglicar mostrou-se um fraco substrato quando comparado a testemunha
(arroz) objetivando a producdo dos mesmos fungos (GARCIA et al., 2010).

Sene et al. (2010) realizaram testes com M. anisopliae e encontraram resultados
satisfatorios ao testar um meio de cultivo composto por arroz + residuo da cervejaria (1:1).
OTTATI-DE-LIMA et al. (2010), estudando a mesma espécie comprovou que o arroz pode ser
substituido pelo fuba e o trigo moido, ambos superaram o arroz na producdo de conidios em
6,80% e 12,56%, respectivamente. LOUREIRO et. al. (2003a), cultivando o S. insectorum,
fungo usado no controle do percevejo Leptopharsa heveae Drake e Poor (Hemiptera: Tingidae),

em farelo de trigo enriquecido com extrato de levedura obtiveram excelente esporulagéo.

Na literatura ndo existem relatos sobre a producdo do género Fusarium em escala
comercial. Porém, como descrito acima, existem varios métodos de bioensaios com resultados
positivos para outras espécies, podendo ser adaptados. Para se verificar a eficiéncia dos
substratos na producgéo de fungos e garantir a durabilidade do produto, alguns fatores devem
ser levados em consideracao, tais como: isolados utilizados, unidade de producéo, resisténcia a
alteracOes climéticas, concentracdo e a viabilidade dos conidios e a mortalidade (total e
corrigida). Estes fatores indicardo a qualidade do produto e sua eficiéncia no controle de seus
inimigos naturais durante o periodo de aplicacéo e sua persisténcia no campo (ALVES 1998;
SANTORO et al., 2007). Além disso, estas etapas serdo importantes para o calculo final do

produto a ser comercializado (ALVES, 1998). Outros fatores que devem ser levados em
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consideracdo sdo a temperatura e o tempo de armazenamento do produto. LOUREIRO et al.
(2003b) observaram que ocorreu uma queda na viabilidade dos conidios de S. insectorum,

cultivado em arroz, apds 100 dias de armazenamento em diferentes temperaturas.
2.5. Substratos vegetais utilizados na producao de fungos
2.5.1 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um alimento bastante difundido na Asia, tendo sido trazido
para o Brasil durante o periodo de colonizacao por volta de 1540. De alto valor nutricional, esse
alimento é rico em proteinas (7,4%), lipideos (0,3%) e carboidratos (81,3%) (BASSINELLO e
CASTRO, 2004).

Pesquisas no Brasil visando a producdo massal de fungos entomopatogénicos tiveram
inicio na década de 60 do século passado e utilizava-se o arroz cozido para producdo dos
conidios. Apds a colonizacao e crescimento dos fungos a mistura € comercializada, podendo
ser vendida na forma de p6 molhavel (arroz e conidios séo triturados) ou sem trituracdo, nesse
caso é necessaria a lavagem do substrato com &gua para remoc¢do dos conidios, que sao
estruturas infectivas (DALZOTO e UHRY, 2009).

2.5.2. Quirela de Milho

O milho (Zea Mays L.) é um cereal largamente cultivado pelo mundo. Devido as suas
qualidades nutricionais é ultizado na dieta humana e animal. Rico em amido [principalmente
amilose (27%) e amilopectina (73%)], proteina, principalmente a zeina (50% do total existente
no grao) e o6leos (acidos graxos, como o palmitico, o estearico, o oleico, o linoleico e o
linolénico). Essa composicdo varia conforme o tipo de solo, a variedade da semente e o clima
da regido onde for cultivado (GOES et al, 2013).

Um dos produtos obtidos do milho € a quirela, que, além de milho quebrado, pode conter
palha e sabugo triturados, é obtida com teor de umidade préximo a do milho, por esse motivo
sdo feitas a secagem ou a adi¢do de conservantes com tratamentos quimicos para que ndo ocorra
perda deste material. O teor de proteina bruta da quirela varia entre 6 e 12% (PIRES et al.,
1999).

2.5.3 Farinha de Palma gigante
A palma forrageira (O. ficus-indica) (BEZERRA et al, 2014), cactacea originaria do

México, estd bem adaptada ao semiarido brasileiro por ser resistente a longos periodos de seca.
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Os cladddios armazenam grande quantidade de agua e um bom valor nutritivo com 8,41% de
matéria seca, 6,23% de proteina bruta, 3,74% de célcio e 0,14% de fosforo, importante para a
alimentac&o animal (CANDIDO et al., 2005)

A palma pode ser usada como substrato para a producdo do carmim ou pode ser
processada para ser introduzida na dieta humana por meio de gordura e farinhas, e para
producdo de biocombustiveis, de adesivos, cosméticos e para fins medicinais (BEZERRA et al,
2014; GALVAO et al., 2014).

2.5.4 Torta de mamona

A mamona (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa largamente produzida no Brasil,
que depois de industrializada origina a torta e 0 6leo de mamona (OLIVEIRA, 2005), desse
processamento o Oleo é destinado a producao de biodiesel (BUENO, 2014).

Depois de processada, a torta de mamona é desintoxicada, e esta possui elevada
quantidade de proteina bruta, em torno de 42,5% (CANGEMI et al., 2010). Esses teores
permitem que a torta seja usada como componentes na manipulagéo de ragdes animal e como
biofertilizantes. Com relacdo ao teor de minerais, ela possui 37,7% de nitrogénio, 16,2% de
fosforo, 11,2% de potéssio e 64,1% de calcio (CANGEMI et al., 2010).

Foi observado que o extrato das folhas da mamona (nas concentragdes de 5%, 10% e
20%) estimulou a producéo de conidios de isolados de F. incarnatum-equiseti (SANTOS et al.
2015) sendo a torta de mamona uma possivel fonte para a producdo de biomassa de isolados

desse grupo.

2.5.5 Farelo de trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma graminea usada como alimento devido ao seu alto
valor nutricional, apresentando teores de proteina bruta que varia entre 6 e 22%, de 1-2% de
teor lipidico, sendo rico em acidos graxos insaturados (50% acido linoléico e 11% acido oléico).
Além disso, o trigo é formado por amido (60-70%), dextrinas, acUcares, celuloses,
hemiceluloses e pentosanas (5 a 8%) (ARAUJO, 2007).

Do processo de industrializagdo forma-se a farinha de trigo (pela moagem do
endosperma) e o farelo de trigo (quando a casca e o embrido sdo submetidos a pressao
transformam-se em particulas menores que posteriormente séo peneirados) (WESENDONCK,
2012). Do beneficiamento de uma tonelada de gréos sao produzidos 770 kg de farinha e 230 kg
de farelo (WESENDONCK, 2012).
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2.6 Marcador molecular ISRR (Inter Simple Sequence Repeats)

As técnicas de biologia molecular surgiram ha cerca de 30 anos e a cada dia estdo sendo
mais aprimoradas. Uma das mais usadas é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR —
Polimerase Chain Reaction), uma metodologia simples da replicacdo exponencial de
fragmentos especificos de DNA por meio da amplificacdo em ciclos (FUNGARO, 2000).
Baseado na técnica de PCR, o ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), com custo relativamente
baixo, &€ uma técnica rapida e eficiente, pela qual é possivel analisar fragmentos que existem
entre duas regides repetitivas (microssatélites) sem a utilizacdo de sequenciamento do DNA
(Matioli e Passos-Bueno, 2001). Permite conhecer a diversidade genética a nivel inter e
intraespecifico (BORNET e BRANCHARD; 2001; REDY et al., 2002).

Dentro de uma mesma espécie, essa técnica permite mostrar a variabilidade genética
entre os isolados. CUNHA (2014), analisando a variabilidade genética de Fusarium oxysporum,
isolados de bananeira utilizou de 14 primes, setes deles (UBC834, UBC849, UBC862,
UBCB864, UBC866, UBC868, UBC881) exibiram bandas de polimorfismo, com cerca de
88,60% de diferenciacdo entre elas.

Os primes (GTG)s e (GACA)4 geraram fingerprinting para isolados de B. bassiana e M.
anisopliae (Paz, 2006; Tiago 2011). Poucos sdo os estudos desses marcadores para monitorar
os fungos entomopatogénicos que estdo sendo aplicados em campo para o controle bioldgico,
porém é possivel tracar um perfil modelo de monitoramento de determinada espécie para

verificar a eficiéncia do seu controle e persisténcia no campo.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Selecionar substratos potenciais para producdo de biomassa e conidios de isolados do
complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) e caracterizar esses isolados por

meio de marcadores moleculares.

3.2. Especificos

e Verificar a producdo e taxa de germinagdo de conidios de isolados do FIESC ap6s
crescimento nos substratos de arroz, farinha de milho, farinha de palma e torta de

mamona enriquecida e ndo enriquecidas com extrato de levedura (1%) e peptona (1%);
e Selecionar o substrato mais adequado para producdo massal dos isolados FIESC;

e Auvaliar a producdo e a viabilidade de conidios desses isolados no(s) substrato(s)

selecionado(s) apos diferentes tempos de estocagem e temperaturas.



25

4. PROCEDIMENTO METODOLOGICO

4.1. Procedéncia dos isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC)

Foram utilizados cinco isolados do FIESC 20-b obtidos de adultos de D. opuntiae,
coletados em diferentes municipios de Pernambuco e preliminarmente selecionados como
potenciais agentes de controle bioldgico da cochonilha do carmim (TIAGO et al., 2012). Os

isolados depositados na Micoteca URM possuem 0s seguintes nimeros de acesso (Tabela 1):

Tabela 1: Numero de acesso de isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-
equiseti depositados na Micoteca URM e seu respectivo local de coleta.

NuUmero de acesso Local de coleta
URMG6776 Sertania
URMG6777 Sertania
URMG6778 Tuparetama
URMG6779 Ibimirim
URM6782 Arcoverde

4.2 Producao dos substratos para a producdo de biomassa de isolados do complexo de
espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)

Foram utilizados gréos de arroz, grdo de arroz + peptona 1%, quirela de milho, quirela
de milho + peptona 1%, quirela de milho + extrato de levedura 1%, farinha de palma forrageira,
farinha de palma forrageira + peptona 1%, farelo de trigo, farelo de trigo + peptona 1%, torta
de mamona e torta de mamona + peptona 1% como substratos para a producao de biomassa dos
isolados do FIESC 20-b. As palmas foram coletadas em municipios do Agreste Central e
processadas no laboratério de Controle Bioldgico do Instituto Agronémico de Pernambuco -
IPA. Foi feita uma desinfestacdo com detergente neutro e lavadas com &gua, em seguida foram
cortadas em pequenos pedacos e colocadas para secar em estufa a 65°C por 144 horas e moidas
para a obtencdo da farinha. Os demais substratos foram obtidos no comércio. Todos 0S
substratos foram preparados em frascos Erlenmeyer de 250mL, onde foram depositados 50 g
de cada substrato / 25 mL de dgua destilada. Em alguns tratamentos foi adicionado 0,5g peptona
ou de extrato de levedura. Em seguida, foram esterilizados em vapor fluente, por 30 minutos, e

autoclavados na temperatura de 121°C por 30 minutos.
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4.3 Producao e quantificacao do inéculo fangico

Os isolados do FIESC 20-b foram cultivados em meio Batata Dextrose liquido (BD) e
incubados durante dez dias, em BOD (28 * 1°C), visando o crescimento vegetativo e a
esporulacdo. Em seguida, os conidios foram contados em camara de Neubauer para a obtengédo
de uma suspensdo de 1 x 107 conidios/mL, conforme metodologia utilizada por Alves e Morais
(1998).

4.4 Efeito dos substratos sobre a germinacao e a esporulacédo de isolados do complexo de
espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)

Foram adicionados 5 mL da supenséo de 1 x 107 conidios/mL nos frascos Erlenmeyer
contendo os substratos esterilizados. Ap6s 20 dias de crescimento foi realizada a avaliagdo da
esporulacdo, tomando-se 1g de substrato+fungo ressuspendido em 5mL de &gua + Tween
(0,01%) de acordo com Alves (1998). O numero de conidios foi quantificado em camara de
Neubauer e os resultados foram expressos em nimero de conidios/g de substrato.

Para a determinacdo da taxa de germinacdo, conidios foram semeados em meio Batata
Dextrose Agar (BDA) e, apos 13 horas de incubacéo, foi realizada a contagem de conidios
germinados e ndo germinados, a fim de se verificar a porcentagem de germinacao.

Foram realizados cinco bioensaios separadamente, cada um contendo um isolado. O

delineamento foi inteiramente casualizado, com onze tratamentos (substratos) e trés repeticdes.

4.5 Efeito do substrato selecionado sobre a esporulacdo e germinacdo do isolado
selecionado do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) apds
estocagem em diferentes temperaturas e periodos

O isolado URM6779 do FIESC 20-b foi cultivado em arroz conforme item 4.4. Ap6s 20
dias, o substrato selecionado foi estocado a 28°C e 4°C, por 0, 15, 30, 60 e 90 dias. Ap6s cada
periodo, foram avaliadas a germinagdo e a esporula¢do do isolado, conforme metodologia
descrita no item 4.4. O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2 x 5),

sendo duas temperaturas e cinco tempos de estocagem, com trés repeticoes.
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4.6 Avaliacdo da viruléncia do isolado selecionado do complexo de espécies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC)

4.6.1 Criacéo de Dactylopius opuntiae

A criacdo do inseto ocorreu em casa de vegetacdo no Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA). Cladddios de palma sadios, conduzidos periodicamente do Agreste Central
(PE) para a sede do IPA, foram lavados com detergente neutro, secos e infestados com ninfas
de D. opuntiae. Apo6s 20 dias, os cladodios infestados por fémeas adultas de D. opuntiae foram

utilizados nos experimentos.

4.6.2. Avaliacao da eficiéncia do isolado selecionado no controle de Dactylopius opuntiae

As palmas infestadas com D. opuntiae foram conduzidas ao Laboratério de Fungos
Fitopatogénicos do Departamento de Micologia da UFPE, as quais foram pulverizadas com
uma solucdo detergente (0,02%) com o intuito de diminuir a quantidade de cera e aumentar a
superficie de contato do inseto com o fungo. Apds a secagem, os cladddios foram pulverizados
com 4 mL de uma suspenséo de 1 x 107 conidios/mL do isolado URM6779 do FIESC 20-b e o
controle foi pulverizada com agua destilada esterilizada + Tween 80 (0,01%). Apds, 0s
cladddios foram armazenados em recipientes de plastico com tampa vedada por tecido e
mantidos a 28°C + 1°C por dez dias. Este procedimento foi realizado apds cada temperatura
(28°C e 4C°) e tempo de estocagem (0, 15, 30, 60 e 90 dias).

A avaliacéo da mortalidade total foi realizada no décimo dia de instalagéo do bioensaio,
por meio da contagem de 50 insetos para cada repeticdo. O delineamento foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial (2 x 5), sendo duas temperaturas e cinco tempos de
estocagem, com trés repeticBes. A partir da mortalidade total foi calculada a mortalidade
corrigida com o uso da seguinte formula:

Numero de insetos vivos no controle — nimero de instos vivos no tratamento % 100

Numero de insetos vivo no controle

4.7 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e para a comparacao das
médias utilizou-se o Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.5
beta (SILVA E AZEVEDO 2009).
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4.8 Analises de ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) dos Isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)

As reacoes de amplificacdo foram feitas utilizando os seguintes componentes de reacao
em um volume final de 25 pL: tampé&o de reacdo (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM),
MgCly, 1,5 mM, dNTP 0,25 mM, primers (tabela 2), 0,25 mM, Tag DNA polimerase 0,04 U/uL
(Invitrogen Life Technologies) e 25 ng de DNA. A amplificacdo foi conduzida utilizando-se
um termociclador (Techne®) com a seguinte ciclagem: desnaturacédo inicial a 93°C por 5
minutos (1 ciclo), 93°C por 20 segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por um minuto 30
segundos (40 ciclos) e extens&o final a 72°C por seis minutos (1 ciclo). Para o iniciador M13,
as reacdes foram feitas utilizando os seguintes componentes em um volume final de 25 pL:
tampdo de reacdo (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), MgCly, 2,0 mM, dNTP 0,25 mM,
iniciador M13 0,5 mM, Taq DNA polimerase 0,04 U/uL (Invitrogen Life Technologies) e 25
ng de DNA. A amplificagdo foi conduzida utilizando a ciclagem: desnaturagdo inicial a 94°C
por 4 minutos (1 ciclo), 94°C por 1 minuto, 45°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto 30 segundos

(35 ciclos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos (1 ciclo).

Tabela 2 - Primers ISSR usados na analise da variabilidade genética dos isolados do complexo
de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b)

Primers UBC Sequéncia (5’ 3°)
817 CAC ACACAC ACACACAA
820 GTGTGT GTG TGT GTG TC
849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA
851 GTGTGT GTG TGT GTG TYG
885 BHB GAG AGA GAG AGA GA
888 BDB CAC ACA CAC ACACA
GACA4 GACA GACA GACA GACA
GTG5 GTG GTG GTG GTG GTG
M13 GTAAAACGACGGCCAGT

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose (1%),
a trés V/cm de distancia entre os eletrodos, em tampéo de corrida 1X TAE (pH 8,0), utilizando
marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen Life Technologies). O gel foi corado com gel red,
visualizado em transiluminador de ultravioleta e fotografado utilizando maquina digital.

Os dados obtidos com o0 marcador ISSR foram analisados pelo programa NTSYSpc 2.1
(Numerical Taxonomy System of Multivariate Programs) segundo ROHLF (2000) e foram
introduzidos na forma de varidveis binarias para construcdo de uma matriz de similaridade,

utilizando o coeficiente de Jaccard. A partir da construgdo da matriz de similaridade foi gerado
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um dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetical Average), quando também foi calculada a matriz cofenética.



30

5. ANALISE DOS RESULTADOS
5.1. Esporulagdo e germinacéo de isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC 20-b) em diferentes substratos vegetais.

Para o isolado URMG6776 o melhor substrato foi a quirela de milho, acrescida de peptona
(1%) (8,16x107 conidios/g substrato) e para o isolado URMG6777 foi a quirela de milho,
acrescida de extrato de levedura (1%) (61,66 x 107 conidios/g substrato). Estes dois substratos
foram eficientes na producao de conidios do isolado URM6778 (13,33x107 e 22x10 conidios/g
substrato, respectivamente), assim como o farelo de trigo acrescido de peptona (1%) (17x10°
conidios/g substrato). O isolado URM6779 teve resultados expressivos em arroz (363x10°
conidios/g substrato), arroz com peptona (1%) (260x107 conidios/g substrato), quirela de milho
(289x107 conidios/g substrato), quirela de milho com peptona (1%) (245,66x10’ conidios/g
substrato) e farelo de trigo (239x10’ conidios/g substrato). Os maiores valores de esporulagéo
do isolado URMG6782 foram em quirela de milho (286,66x107 conidios/g substrato), quirela de
milho com peptona (1%) (176,66x10’ conidios/g substrato) e farelo de trigo com peptona (1%)
(281,33x10 conidios/g substrato). A diferenca estatistica entre os tratamentos utilizados para a
producdo de conidios dos isolados do FIESC 20-b pode ser acompanhado na tabela 3.

Estudos realizados com Bipolaris euphorbiae (Hansf.) J.J. Muchovej & A.O. Carvalho,
um fungo controlador do amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla), mostrou boa esporulacao
em arroz (2,9x20° conidios/g substrato), quirela de milho (3,5x10° conidios/g substrato) e farelo
de trigo (8,1x10° conidios/g substrato), os quais nao diferiram entre si (PENARIOL et al.,2008).

WENZEL (2006) estudando a producéo de dois isolados de L. lecanii (JABO2 e JAB45),
observou que a melhor esporulagdo foi em farelo de trigo com 19,30x107 conidios/g substrato
e 13,16x10’ conidios/g substrato, respectivamente. No estudo realizado por MACHADO et al.
(2009) foi observado um aumento na esporulagdo de L. lecanii quando adicionado milhocina
4% na quirela de milho. LOUREIRO et. al. (2003a), produzindo S. insectorum em farelo de
trigo enriquecido com extrato de levedura obtiverem esporulagdo 1,0x10® conidios/g. Os
adicionais usados fornecem uma boa quantidade de nitrogénio que perfazem as necessidades
desses isolados, uma vez que o meio adequado deve conter uma relagcdo de dez vezes mais
carbono do que nitrogénio (CARLILE e WATKINSON, 1994).

OTTATI-DE-LIMA et al. (2010), testando substratos para produgdo de fungos
entomopatogénicos, como M. anisopliae, IBCB 425, observou que os melhores substratos
foram o arroz e a canjiquinha, com valores de esporulagio de 2,4x108 conidios/g substrato e

1,34x108 conidios/g de substrato, respectivamente.
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SENE et al. (2010) ao realizarem testes com M. anisopliae, obtiveram 11,3x108
conidios/g em meio de arroz + residuo de cervejaria (1:1) e em arroz polido, 9,6x108 conidios/g
de substrato. LOUREIRO et al (2005) estudando os diferentes isolados de M. anisopliae
cultivados em arroz durante 10 dias sob fotofase de 12 horas, observaram rendimentos de
2,08x108%; 1,75x108; 2,22x10°8 e 2,30x108 conidios/grama de arroz, respectivamente.

Os substratos tortos de mamona e farinha de palma, com e sem o acréscimo de peptona

(1%), ndo estimularam a producao de conidios dos isolados estudados.
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Tabela 3: Esporulacao (n x 107 conidios/g de substrato) de isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) em diferentes substratos

Isolado Arroz Arrozt Quirela Quirela Quirela Torta Torta Farinha Farinha de Farelo de Farelo de
de milho | de milho! de milho2 | de mamona | de mamonal de Palma Palmat trigo trigo?
URM 6776 079 ¢ 1.25bc 0.20c 8.16 a 0.30c+0,24 | 0.00 c (+0) 0.00c (x0) 0.00c (x0) 0.00 c (+0) 221b 0.00 c (x0)
(£0,14) (£0,22) (£0,07) (£1,28) (+0,49)

URM 6777 0.90Db 1.19Db 342D 4.03b 61.66 a 0.00 b (0) 0.00 b (0) 0.00 b (£0) 061 b 0.90 b 24.26 b
(0,15) (£0,25) (£1,83) (£1,67) (£28,11) (+0,39) (+0,15) (£20,55)
URM 6778 8.50bcd | 5.33cd | 9.33bcd | 13.33abc 22.00 a 0.00d (x0) | 0.00d(x0) | 0.00d (x0) | 0.00d (+0) 11.33 bc 17.00 ab
(+2,14) | (¥1,15) | (#5,13) (+2,88) (+4,58) (+1,15) (+4,35)
URM 6779 363.00a 260.00a 289.0a 245.66 ab 65.66 bc 0.00 ¢ (+0) 0.00 ¢ (+0) 0.00 ¢ (+0) 0.00c (+x0) | 239.00ab (+ 4133 ¢
(+27,83) | (+58,92) | (+84,03) | (£58,65 (+18,20) 46,89) (+12,20)
URM 6782 10.00 cd 2.80cd 286,66a | 176.66 ab 139.33 bc 0.00d (+0) 0.00d (+0) 0.00 d (+0) 0.00d 170.33 bc 281.33a
(1) (£0,4) (£43,09) (£28,55) (£27,50) (£31,65) (43,09)

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

1- Peptona (1%)
2- Extrato de levedura (1%)
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Os conidios produzidos pelos isolados do FIESC 20-b nos substratos em estudo
mostraram-se vidveis, com excecdo para a torta de mamona e farinha de palma com e sem
peptona (1%) (Tabela 4). Os conidios dos isolado URMG6776 apresentou alta taxa de
germinacdo dos conidios em arroz (100%) e em arroz acrescido de peptona (1%) (97,8%). Os
substratos quirela de milho acrescido de peptona (1%), e farelo de trigo foram os substratos de
destaque para a germinacgéo dos conidios dos isolados URM6777 e URM6782, com valores que
variaram entre 96,3 e 100%. O arroz, com e sem peptona, quirela de milho com peptona (1%)
e farelo de trigo, com e sem peptona (1%), foram os substratos em que foram observados valores
de germinacéo entre 96,1 e 100% para os isolados URM6778 e URM6779.

Além da producdo de conidios, os substratos utilizados para a produgdo massal de
fungos deverdo garantir a viabilidade dos mesmos para que o produto obtido seja eficiente no
controle do inseto alvo. Os substratos utilizados neste estudo, como o arroz, quirela de milho e
farelo de trigo, também foram apresentados por outros autores como eficientes na manutencao
da viabilidade de conidios de véarias espécies de fungos utilizados no controle bioldgico
(LOUREIRO et al.,2005; OTTATI-DE-LIMA, 2010; PENARIOL et al.,2008; WENZEL,
2006). Os valores de viabilidade podem variar conforme a espécie fungica e substratos
utilizados. OTTATI-DE-LIMA et al. (2010) e LOUREIRO et al. (2005) observaram altas taxas
de germinacéo de conidios (acima de 94%) de M. anisopliae ap6s cultivado em arroz, enquanto
WENZEL (2006) em pesquisa realizada com L. lecanii encontrou germinagdo de 85% em
quirela de milho. Testes realizados com canjica de milho e &cido citrico mostraram uma
viabilidade de 94% de conidios germinados para M. anisopliae, 87% para Isaria fumosorosea
Wize, 72% para S. insectorum e 64% para B. bassiana (SILVA et al, 2012). Essa varia¢do nos
valores de viabilidade dos conidios também foi observada para L. lecanii em que 73% dos
conidios estavam viaveis (WENZEL, 2006) e para M. anisopliae e B. bassiana que
apresentaram valores de viabilidade de 99,08% e 95,5%, respectivamente, ap0s cultivo em
farelo de milho (OTTATI-DE-LIMA et al, 2010).

O isolado URMG6779 apresentou altas taxas de esporulacdo e germinacdo em arroz e
tanto o isolado quanto o substrato foram selecionados para o estudo relacionado a temperatura

e ao tempo de armazenamento do fungo.
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Tabela 4: Taxa de germinacédo (%) de conidios de isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) em
diferentes substratos vegetais

Isolado Arroz Arrozt Quirela | Quirela Quirela de | Torta de | Torta de | Farinha de | Farinha Farelo Farelo

de Milho | de milho! | milho? mamona mamonat Palma de Palmat de trigo de trigot!
URM 1000 a[978 a[453 <¢c[195 e|s50p(x1) | 0.0F(*0) | 0.0f(x0) 0.0  (0) 0.0 f (x0) 376 d [ 0.0 f (x0)
6776 (+0) (+2,56) | (¥1,04) | (+1,80) (+2,56)
URM 69.0 c|225 e|641 c|996 a|318 d | 0.0 f (z0) 0.0 f (x0) 0.0 f (x0) 88.3 b | 98.8 al| 988 a
6777 (+1,80) | (#2,5) (+3,81) | (#0,57) | (¥2,75) (+2,08) (+1,25) (+1,25)
URM 1000 a|983 a|931 b|1000 a|97.8 a|0.0c(x0) [0.0c(x0) 0.0c (+0) 0.0 ¢ (+0) 100.0 a (+0) | 100.0 a (0)
6778 (+0) (+2,08) | (0,57) | (20) (+1,04)
URM 100.0a | 96.1ab(+ | 98.0 ab|100.0 a|94.8 c | 0.0d (z0) 0.0d (z0) 0.0d (z0) 0.0d (+0) 100.0a (+t0) | 99.6 a
6779 (x0) 0,28) (£2,64) (x0) (+0,28) (£0,57)
URM 283 e|673 <c¢|318 e|100.0 a|38.6 d[00f(0) |[0.0f(x0) 0.0 f (£0) 0.0 f (x0) 96.3 ab [ 92.0 b
6782 (£3,81) | (x2,46) (£3,05) (x0) (£3,21) (£1,52) (£1,00)

Meédias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
1- Peptona (1%)
2- Extrato de levedura (1%)
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5.2. Esporulagdo e germinacdo do isolado URMG6779 do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC-20b) em arroz em diferentes temperaturas e
tempo de armazenamento.

O isolado URM®6779 foi inoculado em arroz e incubado em temperatura ambiente
(28°C * 2°C) durante 20 dias. Apos esse periodo, os frascos contendo grdos de arroz +
fungo foram armazenados a 4 a 28°C durante um periodo de 90 dias, em diferentes
espagos temporais.

No tempo zero de armazenamento, o isolado apresentou esporulagio de 63,92x10’
conidios/g de substrato e 100% de germinacéo (Tabela 5). Foi observada uma reducéo na
esporulagcdo conforme o aumento de dias de armazenamento nas duas temperaturas
estudadas, sendo que a 4°C a reducdo foi mais drastica apds 60 dias enquanto que a 28°C
essa reducdo ocorreu apés 30 dias. N&o foi observada a producéo de conidios do isolado
apos 60 e 90 dias de armazenamento a 28°C. Aos 15 e 30 dias de armazenamento ocorreu
reducdo no ndmero de conidios nos frascos armazenados a 4°C e a 28°C, sendo 4°C a
melhor temperatura. Quanto a viabilidade dos conidios, estes apresentaram altas taxas de
germinacdo na temperatura de 4°C apo6s 60 dias de armazenamento, 0 mesmo sendo
observado a 28°C, porém s até 30 dias, reduzindo em seguida. Ap6s 60 dias os conidios
estocados a 28°C néo apresentaram viabilidade. O isolado URM6779 armazenado a 4°C
apresentou melhor esporulacéo e viabilidade ao longo do tempo.

LOUREIRO et a.l (2003b), realizando testes de armazenamento em duas
temperaturas (4°C e 26°C) e tempo de armazenamento com S. insectorum cultivados em
arroz, também observaram que 4°C foi a temperatura que garantiu maior viabilidade dos
conidios apés 80 dias de armazenamento (69%). Outro estudo com o isolado ESALQ447
de B. bassiana, cultivado em arroz, demonstrou que o processo de armazenamento do
fungo em freezer (-7 + 1°C) garantiu 100% de viabilidade dos conidios durante 80 meses
(Marques et al., 2000).
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Tabela 5: Esporulagdo (n x 107 conidios/g de substrato) e germinacio (%) do isolado URM6779
do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC-20b) em arroz em diferentes

temperaturas e tempo de armazenamento.

Temperatura Esporulagéo Germinacéo
Tempo 40 28°C 40 28°C
0 63,92Aa (+4,80) 63,92aA(+4,80) 100 aA (z0) 100 aA (+0)
15 49,58 bA (+4,01) | 33,33 Bb (£3,60) 100 aA(z0) 100 aA (+0)
30 25,87 Ca (+4,01) 7,3 cB(20,79) 100 aA (z0) 98,66 aB(+1,15)
60 1,75 dA (z0,15) 0,0 cA (£0) 99 aA(+1) 0 bB (+0)
90 0,05 dA (£0,003) 0,0 cA (z0) 95,33 bA(£1,15) 0 bB (+0)

M¢édias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

5.3. Mortalidade de Dactylopius opuntiae frente ao isolado selecionado do complexo
de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b)

O isolado URM6779 mostrou ser um bom controlador de D. opuntiae apés o
armazenamento, principalmente a 4°C (Tabela 6). O armazenamento por 15 dias a 4°C
apresentou a maior taxa de mortalidade corrigida (89,06%), ocorrendo uma diminui¢do
dessas taxas nos demais tempos analisados, ndo sendo observadas diferencas entre as
taxas de mortalidade ap6s 30 (77,38%) e 60 dias (74,37%). Quanto ao armazenamento a
28°C, foram observadas diferengas nas taxas de mortalidade corrigida apds 15 (92,45%)
e 30 dias (76,66%). Apds 60 dias de estocagem, os ensaios de mortalidade a 28°C foram
encerrados devido a ndo esporulacdo do isolado nessas condi¢es. Ndo ocorreu diferenca
entre a mortalidade corrigida do isolado URM6779 apds 15 e 30 dias de estocagem a 4 e
28°C.

Testes realizados com isolados B. bassiana, I. fumosorosea e M. anisopliae,
cultivados em canjica e armazenados a 26°C durante 15 dias, com 12 horas de fotofase,
mostraram um controle de praticamente 100% do percevejo-de-renda (L. hevea) (SILVA
et al, 2012). Para o mesmo inseto, Isaria farinosa Holmskiold foi testada como agente
controlador e obteve 98% de mortalidade confirmada e S. insectorum foi testado e

mostrou uma mortalidade confirmada de aproximadamente 90% (SILVA et al, 2012).

MARQUES et al (2000), testaram a viruléncia de B. bassiana contra Diatraea

saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae), cultivado em arroz e armazenadas em
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freezer (-7 = 1°C) e obtiveram inicialmente 92% de mortalidade e, apds 80 dias foi

observado 94% de mortalidade.

Tabela 6: Mortalidade total corrigida (percentual médio + E.P.) de Dactylopius opuntiae
pelo isolado URMG6779 do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC

20-b) em diferentes tempos de armazenamento e temperaturas.

Temperatura Mortalidade corrigida
Tempo 40 28°C
15 89,06 +2,24 aA 92,45 +1,22aA
30 77,38 £3,14 bA 76,66 +3,81bA
60 74,37 £3,15 bA 0+0cB
90 63,92+ 1,73 cA 0+0cB

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

5.4. Analise molecular com o marcador ISRR

Dentre os primers utilizados (M13 e UBC849) foram capazes de diferenciaram os
cinco isolados estudados (Figuras 1 e 2). Os primers UBC817, UBC820, UBC885,
UBC888 e GACA4 diferenciaram trés dos cinco isolados (figuras 3, 4, 5, 6 e 7), enquanto
UBCB851 e o GTG5 diferenciaram apenas dois isolados (Figuras 8 e 9). Embora estes
ultimos primers ndo tenham diferenciado todos os isolados, para aqueles em que foram
obtidos um perfil de bandas especificas, estas apresentaram pequena ou nenhuma
similaridade genética com relacdo aos demais isolados. Nenhuma similaridade genética
foi observada para os isolados URM6776, URM 6777 e URM 6778, utilizando o primer
UBCB885; para URMG6779 utilizando UBC817; e URM6776 com o primer UBC888.

O monitoramento do controle bioldgico de insetos no campo pode ser realizado
por meio de marcadores moleculares que sejam capazes de diferenciar os isolados da
mesma espécie fungica (DNA fingerprints). Alguns estudos foram realizados a fim de se
detectar o polimorfismo em fungos (TIAGO et al., 2011; VELASQUEZ et al., 2007)
utilizando ISSR, porém, ndo existem relatos da utilizacdo deste marcador para

monitoramento de fungos no campo.
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Figura 1: Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificacdo a partir dos produtos

de amplificagdo utilizando o primer M13.
M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782

URM_6776

—— URM_6777

L — URM 6782
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Figura 2: Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificacdo a partir dos produtos
de amplificacdo utilizando o primer UBC849.

M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782



40

URM_E776
URM_ETTT
URM 6782
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Figura 3: Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificacéo a partir dos produtos

de amplificacdo utilizando o primer UBC817.
M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782
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Figura 4: Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificacéo a partir dos produtos

de amplificacéo utilizando o primer UBC885.
M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782
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Figura 5 - Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificacédo a partir dos produtos

de amplificacéo utilizando o primer UBC888.
M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782
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Figura 6 - Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificacdo a partir dos produtos

de amplificacéo utilizando o primer GACA4.
M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782
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Figura 7 - Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificacdo a partir dos produtos

de amplificagdo utilizando o primer UBC820.
1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782
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Figura 8 - Dendrograma de similaridade genética de isolados do complexo de espécies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC 20-b) e perfis de amplificagdo a partir dos produtos de

amplifica¢édo utilizando o primer UBC851.
M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782
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Figura 9 - Dendrograma baseado em ISSR de cinco isolados do complexo de espécies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC) e perfis de amplificacdo a partir dos produtos de amplificagcdo

utilizando o primer GTGS.
M=marcador; 1= URM 6776; 2= URM 6777; 3= URM 6778; 4= URM 6779; 5= URM 6782
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6. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados desse estudo permitiram concluir que:

e Os melhores isolados para a producéo massal séo 0 URM6779 e 0 URM6782;

e Arroz, quirela de milho e farelo de trigo, com ou sem peptona (1%), sdo bons
substratos para a producdo massal de isolados FIESC 20-b;

e A melhor temperatura de armazenamento foi de 4°C, mantendo a esporulacao,
viabilidade dos conidios do isolado URM6779 e sua eficiéncia no controle da
cochonilha até 90 dias;

e Os primer M13 e UBC849 podem ser utilizados para 0 monitoramento da
eficiéncia de controle dos isolados FIESC 20-b no campo.
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