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RESUMO

A palma forrageira (Opuntiae ficus-indica), adaptada as condi¢Ges semiaridas da regido
Nordeste e utilizada na alimentacdo de animais, vem sofrendo com os danos ocasionados pela
acao da cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae), inseto-praga que se alimenta da seiva
vegetal acarretando a morte de plantages inteiras. Para o controle deste inseto os agricultores
fazem uso de agrotoxicos, porém devido aos riscos decorrentes da utilizacdo destes produtos,
buscam-se alternativas de controle eficientes, seguras e de baixo custo. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivo analisar a eficiéncia de extratos de Paubrasila echinata
(=Caesalpinia echinata) combinados a cinco isolados do complexo de espécies de Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC) no controle da cochonilha do carmim in vitro e em casa de
vegetacdo. Os extratos aquoso e hidroalcodlico foram preparados na concentracdo a 30% e
diluidos para as concentragdes de 5, 10 e 20%. A influéncia dos extratos sobre os isolados do
FIESC foi avaliada por meio da germinacdo, crescimento vegetativo e esporulacdo, seguindo-
se da analise de compatibilidade pelo calculo do indice Biol6gico. Foram selecionados os
seguintes tratamentos para os testes de patogenicidade contra o inseto: URMG6777 + extrato
aquoso 5%, URMG6779 + extrato aquoso 20%, URMG6776 e URMG6777 + extrato
hidroalcodlico 5% e URMG6779 + extrato hidroalcodlico 20%. Os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A combinacdo dos isolados do FIESC a extratos de P. echinata obtive valores
de mortalidade inferiores aos registrados pelo uso individual dos isolados. No bioensaio in
vitro com extrato aquoso os maiores valores de mortalidade corrigida foram obtidos pelo
emprego individual dos isolados URM6779 (89,26 %) e URM6777 (88,99%). O mesmo
ocorreu para o extrato hidroalcoolico, destacando-se o isolado URM6777 com mortalidade
corrigida de 86,77%. Em casa de vegetagéo, o isolado URM6779 apresentou o maior valor de
mortalidade corrigida (76,26%).

Palavras-chave: Cochonilha do carmim. Fungos entomopatogénicos. Pau-brasil. Controle

combinado.



ABSTRACT

The forage palm (Opuntiae ficus-indica), adapted to the semi-arid conditions of the Northeast
region and used in the feeding of animals, has been suffering from the damage caused by the
action of the cochineal scale (Dactylopius opuntiae), an insect-plague that feeds on vegetable
sap Resulting in the death of entire plantations. For the control of this insect the farmers make
use of agrochemicals, however due to the risks arising from the use of these products,
efficient, safe and low cost alternatives of control are sought. Thus, the present work aimed to
analyze the efficiency of extracts of Paubrasila echinata (= Caesalpinia echinata) combined
with five isolates of the Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) species complex in the
control of cochineal scale in vitro and at greenhouse. The aqueous and hydroalcoholic extracts
were prepared at the 30% concentration and diluted to the concentrations of 5, 10 and 20%.
The influence of the extracts on the FIESC isolates was evaluated through germination,
vegetative growth and sporulation, followed by the analysis of compatibility by calculation of
the Biological Index. The following treatments were selected for the pathogenicity tests
against the insect: URMG6777 + 5% aqueous extract, URM6779 + 20% aqueous extract,
URMG6776 and URMG6777 + 5% hydroalcoholic extract and URM6779 + 20% hydroalcoholic
extract. The results were submitted to analysis of variance and the means were compared by
the Tukey test at 5% of probability. The combination of the FIESC isolates with P. echinata
extracts obtained lower mortality values than those recorded by individual isolates. In the in
vitro bioassay with aqueous extract the highest values of corrected mortality were obtained by
the individual use of the isolates URMG6779 (89.26%) and URMG6777 (88.99%). The same
occurred for the hydroalcoholic extract, standing out the isolate URM6777 with corrected
mortality of 86.77%. In the greenhouse, isolate URMG6779 had the highest corrected mortality
(76.26%).

Keywords: Cochineal scale. Entomopathogenic fungi. Pau-brasil. Combined control.
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1 INTRODUCAO

A palma forrageira Opuntia ficus-indica (L. Miller) € uma espécie xerofila biologicamente
adaptada as variagdes de temperatura em ambientes aridos e semiéridos com grande potencial
de exploracdo, devido as suas multiplas utilidades (Barbera, 2001; Souza, 2012). Seus
cladodios sdo empregados na alimentacao animal na forma de racao, os frutos apresentam um
forte sabor adocicado, sdo suculentos e ricos em compostos nutricionais como 0 acido
ascorbico, polifendis, aminoécidos, sais minerais e vitaminas, sendo utilizados também na
alimentacdo humana (Barbera, 2001; Leo et al., 2010; Ozcan e Al Juhaimi , 2011).
Entretanto, os produtores de palma forrageira vém sofrendo prejuizos significativos, devido
aos ataques da cochonilha Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae).

Dactylopius opuntiae parasita os cladddios, agrupando-se em coldnias cobertas por um
material ceroso, mantendo-os protegidos do sol. Este inseto se fixa ao vegetal, inoculando
toxinas e sugando a seiva, resultando no enfragquecimento da planta, amarelecimento, queda
dos cladddios e, em ataques mais severos, na morte de toda a plantacdo (2001; Carvalho,
2005; Chiacchio, 2008). Como forma de controlar as cochonilhas, produtores de palma fazem
uso de inseticidas quimicos que, quando aplicados, provocam danos ao agroecossistema,
afetam espécies-pragas e organismos vivos, ocasionando a sele¢do de populages resistentes,
além da contaminacdo por residuos toxicos do ambiente e 0 comprometimento de lengois
freaticos (Gongalves, 1997; Oliveira et al., 1999; Roel, 2001; Silva, 2013).

A utilizagdo de extratos de plantas no controle de insetos-praga pode ser uma opgéo, tendo
em vista que mais de duas mil espécies destacam-se por apresentar substancias quimicas com
potencial inseticida altamente eficiente no controle de pragas, tornando-se uma alternativa
natural que pode ser empregada como um metodo de controle eficaz, sem causar danos ao
meio-ambiente (Chagas et al., 2016). Efeitos satisfatorios foram relatados por Lopes, (2013)
que, ao utilizar extratos de folhas e vagens de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) (= Caesalpinia
ferrea) contra D. opuntiae, demonstrou elevada eficiéncia na mortalidade desse inseto. Luna
et al. (2005) demonstraram significativa atividade larvicida do extrato etanélico das folhas de
Paubrasilia echinata (= Caesalpinia echinata) contra ovos do Aedes aegypti.

Dentre os agentes de controle biologico, os fungos entomopatogénicos se destacam, sendo
capazes de infestar um grande nimero de hospedeiros nos mais variados ambientes (Hajek e
St. Leger, 1994). Além de controlar vérios estagios de desenvolvimento do hospedeiro e
penetrar por diversas vias através do tegumento dispersando-se horizontalmente (Alves e

Lopes 2008), possuem grande variabilidade genética, sendo esta considerada uma das
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principais vantagens da utilizacdo de fungos entomopatogénicos no controle de insetos-praga
(Alves, 1998; Brito, 2011). Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) é um complexo de
espécies, 0 qual apresenta um grande numero de espécies parasitas de insetos, tendo como
hospedeiros insetos das ordens Hemiptera, Lepidoptera e Orthoptera (O’Donnell et al., 2012).

A combinacdo de extratos vegetais com fungos entomopatogénicos pode potencializar a
acao destes biocontroladores contra organismos praga (Landa e Bohata, 1999; Filotas et al.,
2005; Mohan et al., 2007; Islam et al., 2010; Bontempo et al., 2011; Nana et al., 2012;
Gomes, 2012; Silva, 2015; Santos et al., 2015; Santos, 2016). Extratos de folhas de mamona
combinados com alguns isolados do FIESC (Santos et al., 2015), assim como extratos de
folhas de mastruz (Velez, 2016) foram eficientes no controle da cochonilha do carmim. Na
busca de formas alternativas de controle que sejam de facil acesso e aplicabilidade a
agricultores da regido semiarida do Nordeste brasileiro, a combinacéo de isolados do FIESC e

extratos de pau-brasil podera ser mais uma opc¢éao de controle da cochonilha do carmim.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Acéo de Dactylopius opuntiae sobre a palma forrageira Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus-indica é uma planta de origem Mexicana que se encontra amplamente
distribuida pela América Central, América do Sul, Australia, Africa do Sul (Leo et al., 2010) e
paises mediterraneos (Santos, 2013). O género Opuntiae foi introduzido pela primeira vez no
Brasil pelos portugueses em meados do século XVIII, com o objetivo de criar Dactylopius
opuntiae, conhecido por cochonilha do carmim, para obtencdo do pigmento carmim, o qual
era empregado nas industrias de roupas, cosméticos, alimentos, bebidas, medicamentos e
pinturas. Entretanto, o objetivo ndo foi alcancado e a planta tornou-se ornamental, passando
posteriormente a ser utilizada como forragem animal, gracas as suas caracteristicas
nutricionais e morfofisioldgicas adaptadas ao clima semiarido (Alves et al., 2008).

A palma forrageira O. ficus-indica garante a alimentagdo e sobrevivéncia dos rebanhos de
bovinos, caprinos e ovinos nos longos periodos de estiagens da regido Nordeste do Brasil,
contribuindo com as atividades pecudrias de leite e de corte (Lopez et al., 2006; Santos et al.,
2006; Lima et al., 2011). Além da alimentacdo animal, a palma também é empregada na
alimentacdo humana como um tipo de verdura, na forma de farinha como suplemento
alimentar rico em fibras, bem como o fruto conhecido por figo da india, que pode ser
consumido in natura ou desidratado, ou ainda, na forma de polpa, suco concentrado ou em

bebidas lacteas coradas por betalainas, substancias extraidas do fruto (Saenz-Hernandez,
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2005). Esta cactacea pode também ser empregada na fabricacdo de xampus e sabonetes e
estudos farmacoldgicos indicam o seu uso no tratamento de Ulceras, distlrbios
gastrointestinais, diabetes mellitus, hiperlipidemia e obesidade (Garcia et al., 2004; Martins,
2011), blefarites, conjuntivites, psoriase, eczemas, edemas, dores musculares (Cunha, et al.,
2003), afecgOes cutaneas, inflamagfes do aparelho respiratorio, fadiga, dores reumaticas,
problemas no figado, fragilidade capilar (Agozzino et al., 2005; Martins, 2011), cistites
(Chaves, 2008) e cdlicas intestinais (Cunha, et al., 2003). Além das aplicacOes citadas, a
palma pode ser utilizada na producdo de biomassa destinada a fins energéticos (Almeida et
al., 2011) e na cobertura e protecdo do solo ou ainda, como cerca viva (Valdez, 2001).

A partir dos anos 2000, plantacbes de palma vém sendo dizimadas pela cochonilha do
carmim, que surgiu como praga, tornando-se uma ameaca para a economia de agricultores e
pecuaristas do semiarido nordestino, especialmente nos Estados de Pernambuco, Paraiba,
Ceard, Rio Grande do Norte e Alagoas, alcancando até 100% de perda na producéo (Santos, et
al., 2006; Chiacchio, 2008). A origem da cochonilha como praga é controversa, ha relatos de
que este inseto foi introduzido no Nordeste por pesquisadores do IPA (Instituto Agrondmico
de Pernambuco) para realizacdo de estudos no municipio de Sertania, onde 0 mesmo se
disseminou por plantacGes vizinhas, fugindo ao controle dos pesquisadores (Pinto, 2015).
Entretanto, para alguns o género Dactylopius era nativo da Caatinga, constituindo-se como
praga ao tornar a palma sua planta hospedeira (Santos, 2009). O fato é que o inseto é
responsavel por grandes prejuizos econdémicos no Nordeste brasileiro, com perdas de até 100
mil hectares cultivados de cactaceas (Lopes et al., 2009; Petter, 2010).

A cochonilha do carmim é um inseto fit6fago de facil disseminagdo que se instala nos
cladddios da palma forrageira O. ficus-indica atuando como parasita (Flores e Tekelenburg,
2001; Falcdo, 2012), o mesmo possui metamorfose completa, tendo como uma de suas
principais fases de desenvolvimento as ninfas migrantes que se locomovem rapidamente para
as bordas dos claddodios onde sdo facilmente disseminadas por agentes dispersores. Ao se
fixarem, as ninfas passam por varios estagios (instares), originando fémeas e machos adultos
capazes de copular (Chiacchio, 2008). As fémeas sdo apteras, de aspecto ovalado, medindo
cerca de 2,81mm de comprimento por 1,81mm de largura, o aparelho bucal é do tipo picador
sugador, sua coloracdo é marrom avermelhada (Figura 1) devido a presenca do acido
carminico, o qual da origem ao corante natural de cor vermelha e alto valor comercial.
Diferente das fémeas, os machos sdo alados e medem cerca de 2,2 a 4,8mm de comprimento e
1,3 a 1,5 mm de largura, com asas longas e delicadas, os mesmos ndo possuem aparelho bucal

e vivem apenas quatro dias, morrendo logo apos a copula (Longo e Rapisarda, 2001; Falcéo,
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2012) (Figura 1). No ambiente natural possuem um ciclo de vida de cerca de 90 dias, porém
de acordo com observacdes feitas por Warumby et al., (1998), em laboratorio o ciclo de vida
destes insetos € de 35 dias no verao e 45 dias no periodo de inverno. A oviposic¢do tem uma
duracdo de 15 dias, ja a duracdo das formas migrantes ou ninfas de primeiro instar é de 24

horas, periodo que corresponde a disseminacao da praga no campo.

Figura 1. A: Fémeas adultas da cochonilha do carmim (apteras) e B: Macho alado.

a '&. a4

Fonte: Diniz A. G., 2016.

Mediante mecanismos de succdo, as cochonilhas se alimentam da seiva da planta e
inoculam toxinas nas raquetes de palmas sadias, causando-lhes danos como a clorose que é o
amarelecimento da planta, bem como o apodrecimento, tombamento e por fim a morte do
vegetal. Além disso, em associacdo com os insetos, € comum observar a presenca de agentes
patogénicos, como fungos e bactérias, que atuam sinergicamente com o inseto-praga causando
podriddes (Falcdo, 2012). Quando ndo tratada, a agdo da cochonilha sobre O. ficus-indica é
devastadora, acarretando na morte de toda uma é&rea cultivada. Como medida de controle,
produtos quimicos sdo empregados visando frear a acdo das cochonilhas sobre a palma
forrageira, porém o uso sem orientacdo e de forma desordenada acarreta em prejuizos maiores
para o produtor de palma, bem como para a satde dos animais e humanos, além de afetar o
agroecossistema devido as contaminacdes por residuos tdxicos liberados no ambiente (Silva,
2013).

2.2 Controle bioldgico de pragas

O termo controle bioldgico foi utilizado pela primeira vez no ano de 1919 pelo

pesquisador Harry S. Smith, para se referir ao uso de inimigos naturais no controle de insetos-
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praga (Berti Filho e Ciociola, 2002; Silva e Brito, 2015). Logo, o controle biolégico é
definido como sendo um evento natural onde inimigos naturais regulam populacbes de
organismos tidos como pragas, atacando os varios estagios do ciclo de desenvolvimento
destes organismos (Lopes, 2013). Dessa forma, a presenca de controladores naturais €
determinada pela regulacdo de uma populagdo sob certos limites, e em certos periodos de
tempo, por meio da combinacdo de fatores adequados (Debach e Rosen, 1991; Chagas et al.,
2016 ). Dentre os fatores que influenciam na ocorréncia de inimigos naturais destacam-se a
abundancia e a qualidade das presas (Oliveira et al., 2002), assim como os fatores ecoldgicos,
como por exemplo, a temperatura e umidade relativa que possuem acédo direta sobre o
desenvolvimento e comportamento dos insetos (Castro, 2011).

Os inimigos naturais de insetos sdo os agentes de controle biologico, derivados de classes
de organismos que incluem predadores, parasitas e patdgenos, onde os predadores e parasitas
sdo tidos como entomdéfagos, enquanto que os patdgenos sdo os entomopatdgenos (Costa et
al., 2006). Todas as espécies vivas sofrem acao de inimigos naturais, que se alimentam delas,
e consequentemente, regulam sua densidade populacional, fato observado por Linnaeus em
1760, o qual afirmava que todo organismo vivo tem um inimigo natural (Silva e Brito, 2015).
Os primeiros relatos da existéncia de inimigos naturais como biocontroladores ocorreram no
século I pelos chineses, quando estes utilizaram formigas predadoras sobre inimigos naturais
dos citros. A partir de 1830, micro-organismos como fungos, bactérias e protozoarios foram
identificados como sendo 0s agentes causais de doengas em insetos, no entanto, a primeira
tentativa de controle de insetos utilizando estes patdgenos ocorreu somente no ano de 1870
(Gallo et al., 2002; Onofre et al., 2001; Lazzarini, 2005). Os grupos de micro-organismos
mais importantes para o controle bioldgico de insetos sdo os fungos, virus e nematoides,
sendo que, dentre esses grupos de organismos, os fungos sdo 0s responsaveis por
aproximadamente 80% das enfermidades nos insetos (Alves, 1998; Rheinheimer, 2010).

Price etal., (2011) abordaram o controle biologico de pragas como sendo de trés maneiras
distintas: controle biologico cléssico, controle biolégico aumentativo ou aplicado e controle
biolodgico natural ou conservativo. No controle biologico cléssico é realizada a importacao e
colonizacdo de parasitoides ou predadores, objetivando-se controlar pragas eventualmente
nativas, esperando-se que o inimigo natural introduzido se estabeleca na area e controle as
populacbes de insetos-praga (Silva e Brito 2015). O controle biolégico aumentativo ou
aplicado tem por objetivo principal possibilitar o aumento na populagdo de inimigos naturais
nativos ou introduzidos (produzidos em laboratdrio), visando a redugdo rapida da praga para o

seu nivel de equilibrio (Parra et al., 2002; Price et al., 2011). Enquanto que o controle
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bioldgico natural ocorre naturalmente nos diferentes ecossistemas naturais ou ambientes ainda
ndo modificados pelo homem. O mesmo pode ocorrer por meio da manipulacdo do ambiente
para criar condicdes que favorecam o estabelecimento de inimigos naturais nos
agroecossistemas, seja pela remocédo de fatores adversos ou pelo fornecimento de requisitos
para os inimigos naturais (Barbosa, 1998; Fraga, 2016).

Alves (1998) descreve diversas vantagens do controle bioldgico contra pragas agricolas,
tais como: a diminui¢do nos riscos a saude do homem e outros animais; a producdo de efeitos
secundarios contra os insetos, como a reducdo da oviposicdo, perda de viabilidade dos ovos
ou ainda, o aumento da sensibilidade a outros agentes de controle; a especificidade ao inseto
praga ndo acarretando em danos aos inimigos naturais; o estabelecimento de um controle
constante de modo que as populacdes de pragas se mantenham sob controle apds continuas
aplicacdes; a possibilidade de combinacdo com inseticidas quimicos ou naturais permitindo
uma acdo sinérgica; a diminuicdo de resisténcia; e os métodos de producdo por meio de
processos fermentativos simples e com matérias primas de baixo custo.

O destaque da utilizacdo do controle bioldgico no Manejo integrado de pragas (MIP) se
deve a crescente preocupacdo em diminuir os efeitos do controle quimico sobre o meio
ambiente, homem e animais visando o restabelecimento do equilibrio natural (Ballal e
Verghese, 2015). O desenvolvimento de pesquisas na area do controle bioldgico, juntamente
com a mudanca na mentalidade dos produtores agricolas, tem demonstrado o quanto é
possivel o emprego de inimigos naturais contra insetos-praga (Scopel e Roza-Gomes, 2011),
sendo esta uma pratica vantajosa em termos de custo-beneficio (Bale et al., 2008). Desta
forma, a producdo agricola vem tomando um novo direcionamento ao tentar desenvolver
préaticas exequiveis de menor impacto ambiental no combate a pragas, utilizando métodos
alternativos que proporcionem a substituicdo ou, pelo menos, a reducdo de defensivos

guimicos prejudiciais ao meio ambiente e a satde humana.

2.2.1 Controle de insetos-praga por fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo micro-organismos naturalmente encontrados em
diversos ambientes, incluindo lavouras de producdo agricola e ecossistemas naturais. Estes
organismos sdo capazes de infestar um grande niumero de insetos-praga mantendo os niveis de
insetos em equilibrio por meio de epizootias naturais, o que possibilita 0 seu uso no controle

bioldgico de pragas (Alves, 1998). Entretanto, a ocorréncia natural e a permanéncia de fungos
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entomopatogénicos em um determinado ambiente depende de diversos fatores, como a
localizacdo geogréfica, clima, habitat, altitude, pH do solo e a presenca de hospedeiros
primarios ou alternativos (Inglis et al., 2001; Medo e Cagan, 2011). Além destes fatores, a
utilizacdo de agrotoxicos pode alterar as condi¢des do ambiente e limitar a acdo de fungos que
naturalmente conseguem manter as populagbes de insetos-praga em equilibrio com o
ambiente (Uemura, 2016).

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos no controle de insetos-praga € uma pratica
viavel, segura e vem se consolidando ao longo dos anos no Brasil e no mundo. Ao contrario
dos inseticidas quimicos, o controle biol6gico por fungos mantém as populacbes de
parasitoides, predadores e polinizadores presentes no ambiente, sem interferir no equilibrio
bioldgico do mesmo (Pereira et al., 1998; Neves et al., 2001; Rheinheimer, 2010). Estes
agentes de biocontrole apresentam um grande potencial contra populacdes de insetos e acaros,
com uma vasta gama de hospedeiros e fécil cultivo em laboratorio (Leite et al., 2003).
Segundo Alves (1998), devido ao seu amplo espectro de a¢do, podem atacar insetos nos mais
diferentes habitats, ocasionando epizootias gracas a sua capacidade de viruléncia, sendo a
grande maioria especializada na penetracdo via tegumento do hospedeiro, podendo atuar
igualmente por varias outras vias.

A infeccdo de fungos entomopatogénicos nos insetos ocorre por meio de um mecanismo
préprio de penetracdo, que se inicia quando 0s conidios entram em contato com a cuticula do
inseto e germinam, dando origem a um tubo germinativo e estruturas como o apressorio que,
ao penetrarem na cuticula do inseto por pressdo mecanica, quimica e acdo de enzimas
degradam os componentes cuticulares, chegando a hemolinfa, onde o fungo se nutre e produz
toxinas que causam danos a célula do hospedeiro, levando-o a morte (Alves 1998; Tiago e
Furlaneto, 2003; Brito, 2011). Apds matar o inseto, os fungos produzem micélio sobre o
cadaver, dando origem a um grande numero de conidios, 0s quais se dispersam rapidamente
no ambiente por meio do vento, da agua, dos animais e infectam novos insetos hospedeiros
(Meyling e Eilenberh, 2007). Entretanto, o modo de a¢do dos fungos entomopatogénicos
varia de acordo com a sua viruléncia e a capacidade de adesdo e penetracdo no inseto
hospedeiro, assim como a quantidade de enzimas produzidas durante o processo de
degradacédo do tegumento do hospedeiro (Shahid et al., 2012).

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos contra insetos-praga deve ocorrer de forma
harmonica com o ambiente, onde eles possam ser capazes de controlar as populagdes de
pragas agricolas mantendo-as em niveis que ndo acarretem danos econémicos para o setor

agricola (Gallo et al., 2002). Quando empregado de forma correta, o controle biologico
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utilizando fungos apresenta diversas vantagens quando comparado aos produtos quimicos,
uma vez que oferecem grande eficiéncia tanto em relacdo ao custo quanto & seguranga para 0
homem e o meio ambiente, com reducéo significativa dos residuos toxicos nos alimentos e a
preservacdo dos inimigos naturais sobre as culturas agricolas (Farias e Magalhdes, 2001).

A eficiéncia e aplicabilidade de fungos entomopatogénicos vém sendo demonstradas
em estudos no controle de pragas agricolas, como Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin, utilizado nas décadas de 60 e 70 no Estado de Pernambuco para o controle da
cigarrinha da cana-de-acucar (Alves e Faria, 2005). Assim como, produtos a base de M.
anisopliae empregados no controle da broca dos citrus e da cigarrinha—das—pastagens;
Sporothrix insectorum (Hoog e Evans) usado para controlar o percevejo da renda,
Leptopharsa heveae Drake e Poor (Heteroptera: Tingidae), uma das pragas que mais trazem
prejuizos para os produtores da seringueira (Finkler, 2012). Além destes fungos, 0s géneros
Beauveria, Isaria  (=Paecilomyces), Lecanicillium  (=Verticillium),  Nomuraea,
Entomophthora e Aschersonia sdo constantemente utilizados em programas de controle
bioldgico de pragas (Lacey et al., 2001; Finkler, 2012).

O género Fusarium vem se destacando pela sua aplicabilidade no controle de insetos-
praga. Este género foi relatado na literatura como sendo o responsavel por casos de epizootias
naturais em populacdes de cochonilha do carmim, em é&reas afetadas na Paraiba e em
Pernambuco (Longo e Rapisarda, 2001; Santos, 2009). Fusarium lateritium (Nees) é umas
das espécies do género gue tem se mostrado altamente patogénico contra cigarrinhas e certos
dipteros, assim como o Fusarium verticillioides (Sacc.) encontrado causando epizootias em
Tropidacris collaris Stoll (Orthoptera: Romaleidae) (Pelizza et al., 2011). A possibilidade de
uso do género Fusarium no controle de insetos parte do fato que este é produtor de
micotoxinas, tais como a beauvericina, fusaproliferina, &cido fusarico, fusarinas e
moniliformina, substancias que estdo relacionadas com a capacidade de fungos
entomopatogénicos em causar a morte de insetos (Leslie e Summerell, 2006).

No Brasil, 0o emprego de fungos entomopatogénicos é feito por meio da producdo massal
utilizando arroz como substrato, onde o produto final é comercializado na forma de um p6
molhavel ou suspensdo oleosa, sendo que algumas usinas de cana-de-agucar produzem o seu
proprio estoque de fungos para utilizacdo em suas lavouras (Faria e Magalhdes, 2001, Chagas
et al., 2016). Os produtos bioinseticidas a partir de fungos representam uma boa alternativa no
controle de insetos sugadores, principalmente nos casos em que o0 uso de agrotdxicos nao €
permitido como, por exemplo, em cultivos organicos ou, ainda, nos casos em que ndo ha o

registro de inseticidas quimicos especificos para o controle de uma de determinada praga
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(Alves e Lopes, 2008). Os bioinseticidas a base de fungos mais utilizados no Brasil pertencem
aos géneros Metarhizium, Beauveria, Lecanicillium, Sporothrix (Barros et al., 2010). Em
escala mundial os inseticidas fungicos mais comuns sdo a base de B. bassiana (33,9%), M.
anisopliae (33,9%), Lecanicillium spp. (9,4%), lIsaria fumosorosea Wise (5,8%) e B.
brongniartii (Sacc.) Petch (4,1%) (Faria e Wraight, 2007). De uma maneira geral estes dados
mostram o quanto os fungos podem ser eficientes no controle bioldgico, com resultados
extremamente benéficos, demonstrando o potencial de controle para as mais variadas pragas

que trazem riscos para a producéo agricola (Martins et al., 2014).

2.2.2 Complexo de espécies de Fusarium incarnatum-equiseti como entomopatogenos

O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) é estudado devido a sua
possivel aplicabilidade no controle de pragas agricolas. O mesmo €é considerado um dos mais
ricos em espécies inseticolas, tendo como alguns de seus hospedeiros a maioria dos insetos da
ordem Hemiptera (26 em 31 isolados) (O’Donnell et al., 2012). Resultados promissores do
seu uso no controle da vespa do castanheiro, Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu
(Hymenoptera: Cynipidae), foram observados apds a inoculacéo de isolados do FIESC, sendo
registrado um efeito letal de 60 a 70% contra esse inseto (Addario e Turchetti, 2011). Jun Wu
et al. (2014) ao utilizarem isolados do FIESC no controle de Matsucoccus matsumurae
Kuwana (Hemiptera: Coccoidea: Matsucoccidae), praga destrutiva de dois pinheiros nativos
chineses, Pinus tabulaeformis Carr. e P. massoniana Lamb., demonstraram uma mortalidade
de 83% para fémeas adultas ap6s oito dias da inoculacdo do isolado HEBO1.

Resultados promissores também foram registrados para o controle da cochonilha do
carmim (Hemiptera), conhecido pelos danos causados a palma forrageira O. ficus-indica,
assim como 0s prejuizos aos agricultores que cultivam este vegetal. Desta forma, Santos et al.
(2015) ao utilizarem isolados do FIESC contra a cochonilha do carmim, apds testes de
patogenicidade em laboratério, registraram 76,27% de mortalidade total. Enquanto Velez
(2016), ap6s avaliagdo da patogenicidade de isolados do FIESC contra 0 mesmo inseto,
tambem em laboratorio, obteve 55,33% como o maior valor de mortalidade confirmada.

Entretanto, apesar do FIESC ter um numero consideravel de hospedeiros inseticolas,
estudos relacionados a sua patogenicidade e possivel aplicabilidade no controle biol6gico de
insetos-praga ainda sao muito escassos, ressaltando a importancia de estudos para este grupo
de fungos que possibilitardo um maior conhecimento sobre a acdo e o comportamento de

isolados entomopatogénicos sobre diferentes ordens de insetos.
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2.2.3 Uso de extratos vegetais no controle de insetos-praga

Os insetos-praga estdo entre os organismos que mais limitam o rendimento no setor
agricola, chegando a ocasionar perdas de 25 a 40% no total da producéo de alimentos (Sobhy
et al., 2014). Os prejuizos sdo em decorréncia do ataque de insetos em diferentes partes do
vegetal, o que ocasiona a diminuicdo no valor comercial, reducdo na producdo e
posteriormente a morte da planta (Imenes e Ide, 2002). Para controlar estes organismos, na
maioria das vezes, sdo utilizados inseticidas quimicos, sendo que 0 uso continuo destes
agroguimicos acarreta consequéncias ndo desejadas, como a ressurgéncia da praga,
ocasionada pelo desenvolvimento de resisténcia, 0 surgimento de pragas secundarias devido
aos efeitos tdxicos sobre inimigos naturais da praga alvo, a acumulacdo de residios toxicos
nos alimentos, além de sérios impactos ambientais, intoxicagdo por manipulacdo do produto e
elevados custos relacionados a esse tipo de controle (Ribeiro et al., 2014).

A grande diversidade de substancias produzidas pelas plantas possibilita a sua aplicacao
no controle de insetos (Schmaltz et al., 2005), sendo esta uma préatica antiga que é utilizada ha
aproximadamente 5.000 anos, com mais de 2000 espécies vegetais conhecidas pela sua acdo
inseticida (Viegas Junior, 2003). Na india, desde o ano 2.000 a.C. os inseticidas botanicos
eram utilizados no controle de pragas agricolas; no Egito, na época dos Farads e na China ha
1.200 anos a.C., os inseticidas vegetais faziam parte das estratégias de controle de pragas de
grdos armazenados. Assim como na Europa no século XVI, onde o controle de pragas
também era realizado a partir da utilizacdo de extratos de plantas. Entretanto, ao longo dos
anos, com o aparecimento dos inseticidas organo-sintéticos, o uso de inseticidas botanicos
reduziu grandemente (Flint e Van Den Bosch, 1981; Casida e Quistad, 1998; Thacker, 2002;
Moreira et al., 2005).

Buscando diminuir a dependéncia de produtos quimicos, juntamente com a necessidade de
métodos mais seguros, ecologicos e eficientes (Calmasur et al., 2006), o uso de produtos
naturais a base de extratos vegetais vem sendo retomado como forma de controle alternativo.
Isso se deve ao fato de que, grande parte das plantas produz substéncias bioldgicas, como 0s
metabolitos secundarios, que funcionam como um mecanismo de defesa, garantindo a
sobrevivéncia dos vegetais, uma vez que possuem ac¢es medicinais, inseticidas, repelentes,
antimicrobianas, entre outras (Saito, 2004; Souza, 2012).

Muitos dos vegetais com acédo inseticida tém algumas de suas substancias conhecidas, tais
como as piretrinas, rotenona, nicotina, cevadina, veratridina, rianodina, quassinoides,

azadiractina, comumente encontrados em plantas aromaticas (Isman, 2000). Quanto ao modo
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de acdo destas substancias certos efeitos sobre os insetos podem ser observados, como
repeléncia, inibicdo de oviposic¢do, reducdo na alimentagéo, alteragcdes no sistema hormonal,
levando a consequéncias como disturbios no desenvolvimento e comportamento; além de
deformacdes e mortalidade em diferentes fases de desenvolvimento do inseto (Gonzaga et al.,
2007; Rodrigues et al., 2014). A utilizacdo destes compostos apresenta algumas vantagens
como custo reduzido, facil utilizacdo e obtencdo do material vegetal, podendo ser produzidos
nas formas de pos, extratos e Oleos, e quando comparados aos inseticidas quimicos 0s
impactos causados a0 meio ambiente e a0 homem sdo praticamente nulos (Mazzonetto e
Vendramim, 2003; Melo et al., 2011). Neste sentido, 0 uso de extratos vegetais como
inseticida alternativo é uma maneira de promover o cotrole sem que haja o desencadeamento
de problemas decorrentes da utilizacdo dos inseticidas sintéticos (Goergen, 2016).

Devido a vasta gama de metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, pesquisas
voltadas para o uso de extratos vegetais demonstraram resultados satisfatorios no controle das
mais variadas pragas agricolas. Segundo Jacobson (1989), as familias botanicas mais
estudadas como fonte de metabdlitos secundarios ou produtos naturais com potencial para o
controle de pragas agricolas sdo: Achantaceae, Anacardiaceae, Annonaceae, Apocynaceae,
Araceae, Asteraceae, Canelaceae, Celastraceae, Chenopodiaceae, Clusiaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Liliaceae, Meliaceae, Moraceae, Piperaceae, Pteridaceae,
Ranunculaceae, Rutaceae, Salicaceae, Sapotaceae, Simaroubaceae, Solanaceae, Verbenaceae
e Zingiberaceae. Entre as espécies mais utilizadas como inseticidas botanicos o nim
(Azadirachta indica A. Juss.), planta de origem Asidtica, destaca-se pelo seu efeito repelente,
anti-alimentar, além da sua influéncia no crescimento e na fecundidade de varias espécies de
insetos (Soares et al., 2006). Resultados promissores de A. indica foram demonstrados por
Viana e Prates (2003) contra larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) e de Ascia monuste orseis Godart (Lepidoptera: Pieridae) conhecida por lagarta da
couve (Medeiros e Boica Junior, 2005). Efeitos positivos também foram relatados por Sabino
(2014), que demonstrou uma mortalidade superior a 90% para adultos de Rhynchophorus
palmarum Linnaeus (Coleoptera: Curculionidae) ao utilizar um inseticida botanico a base de
6leo de nim a uma concentracdo de 5%. Assim como Costa et al. (2016) que, ao avaliarem
diferentes concentracGes do extrato aquoso de sementes de nim (A. indica) sobre a mosca
minadora Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae), verificaram uma eficiéncia
no controle de 89,7 e 90,6%, respectivamente, para as concentracdo de 15 e 20 g 100 mL-1.

Outra planta com acdo inseticida de grande destaque é Nicotiana tabacum L. (fumo),

pertencente a familia Solanaceae, que possui a nicotina como principio ativo e age por contato
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ao ser absorvida pelo tegumento do inseto (Ribeiro et al., 2016). E comumente empregada no
controle de artropodes sugadores como pulgdes, moscas-brancas, cigarrinhas, tripes e acaros
principalmente em casas de vegetacdo e jardins (Reigart e Roberts, 1999; Cox, 2002). Ao
utilizar o extrato aquoso, obtido do p6 proveniente do processamento industrial das folhas de
fumo Dequech et al. (2009) observaram elevada mortalidade para larvas de Plutella xylostella
Linnaeus (Lepidoptera: Yponomeutidae) conhecida popularmente como traga-das-cruciferas.
Quintela e Pinheiro (2009) relataram que o extrato de fumo testado sobre a oviposicao
de Bemisia tabaci (Gennadius) biétipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) demonstrou-se promissor,
apresentando uma reducdo significativa na oviposicdo em relacdo a testemunha. Os efeitos do
tabaco também foram testados contra Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera:
Tenebrionidae) em quatro tempos de contato, sendo o de dez minutos o de maior

sensibilidade, exercendo grande influéncia na mortalidade do inseto (Jacomini et. al., 2016).

Além do nim e do fumo, outras plantas também tém acdo eficiente devido as suas
caracteristicas inseticidas, provocando os mais diversos efeitos aos insetos. Extratos
etandlicos de Chrysanthemum cinerariaefolium Vis. e Persea americana Mill.
proporcionaram elevadas taxas de mortalidade da traca-das-cruciferas (P. xylostella) (Stein e
Klingauf, 1990). Efeitos satisfatorios foram obtidos utilizando extratos organicos de Melia
azedaracha Linnaeus que reduziram a oviposicao de P. xylostella (93,5%) (Chen et al., 1996)
e causaram eficiente mortalidade contra ninfas de a B. tabaci Genn. biétipo B (Sousa e
Vendramim, 2000). O extrato de raizes de Derris rariflora Benth., conhecida por timbo,
apresentou efeitos satisfatorios ao ser avaliado contra o gorgulho-do-milho Sitophilus zeamais
Mots (Coleoptera: Curculionidae) (Alécio et al., 2005). Os extratos hexanicos das sementes de
Annona muricata Linnaeus (Annonaceae), nas concentragdes de 0,5 e 1,0%, causaram 98,9 e
92,2% de mortalidade do pulgdo preto Aphis craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae),
respectivamente (Rodrigues et al., 2014).

Entretanto, embora a maioria das plantas medicinais possuam acdo eficaz no controle de
insetos-praga, muitos agricultores desconhecem esta informagdo (Almeida et al., 1999). Desta
forma, as inumeras plantas com atividades inseticidas precisam ser estudadas e, quando
possivel, utilizadas nas propriedades agricolas, na forma de controle alternativo (Menezes,
2005). Estes estudos possibilitardo o desenvolvimento de novas classes de agentes de controle
mais seguros (Kim et al., 2003), de forma a oferecer, principalmente ao pequeno agricultor,
um namero de opg¢des maiores, que muitas vezes podem estar presentes no agroecossistema
local (Ribeiro et al., 2016).
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2.2.4 Pau-brasil

O pau-brasil, Caesalpinia echinata Lam. reclassificada em Paubrasilia echinata Lam.
E. Gagnon, H. C. Lima e G. P. Lewis (2016), pertence a Familia Fabaceae, Subfamilia
Caesalpinioideae e género Paubrasilia. E uma espécie arbdrea nativa da Mata Atlantica, com
grande importancia cultural, econdbmica e ambiental (Xavier et al., 1995; Silva, 2001). A
mesma foi amplamente explorada como primeira riqueza econdmica do pais na época do
Brasil colbnia, por produzir um corante de tonalidade avermelhada (brasileina) (Rocha, 2004).
Devido a sua intensa exploracdo para atender a industria tintorial, o pau-brasil tornou-se uma
espécie rara, condicdo que durou até o final século XX. Entretanto, o plantio do pau-brasil é
bastante difundido no pais, integrando projetos de regeneracdo de areas degradas (Rezende et
al., 2004).

A maioria dos exemplares vegetais da Familia Fabaceae apresenta um grande valor
econémico, sendo utilizada como produto medicinal e veterinario, forragem animal e
combustivel, além de ser empregada em processos tecnoldgicos e na construcdo civil (Lopes,
2013). Estudos relacionados a sua atividade inseticida demonstram que algumas espécies
apresentam ac0es contra insetos, o0 que pode estar relacionado ao fato de que algumas plantas
da familia Fabacea apresentam inibidores de tripisina e proteinas hemaglutinantes, as quais
atuam sobre enzimas proteoliticas e carboidratos da superficie celular, considerados
metabdlitos importantes, podendo atuar no mecanismo de defesa da planta contra insetos e
patdgenos (Chevreuil et al., 2009).

Extratos de Gliricidia sepium (Jacg.) (Fabaceae) mostraram atividade inseticida sobre
ovos, larvas e pupas de Anopheles stephensi Liston (Diptera: Culicidae) (Krishnappa, et al.
2012). Assim como o extrato de folhas e das vagens de Libidibia ferrea (=Caesalpinia ferrea)
(Fabaceae), ao ocasionar elevada mortalidade contra a cochonilha do carmim (D. opuntiae) e
do cupim Nasutitermes corniger (Motschulsky) (Isoptera: Termitidae), com mortalidade de
97% das fémeas adultas da cochonilha do carmim pelo extrato das folhas, e 82% de
mortalidade das ninfas pelo extrato das vagens. Ja para N. corniger, o extrato das folhas
ocasionou uma mortalidade de 100%, tanto para operarios quanto para os soldados (Lopes,
2013). Resultados satisfatorios também foram demonstrados para os extratos da semente e de
folhas de Pithecellobium dulce (Roxb.) (Fabaceae), apresentando um excelente potencial no
controle do mosquito vetor da dengue Aedes aegypti Linnaeus (Diptera: Culicidae) em testes

realizados em laboratério (Rajeswary e Govindarajan, 2014).
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Ao avaliar o extrato etanélico das folhas do pau-brasil, Luna (2006) relatou a presenca
de fendis, flavononas, flavonas, esteroides, terpenos, antraquinonas, antrobas e principalmente
os flavonoides. Segundo Harbone (1998), os flavonoides fazem parte de um grupo de
substancias naturais originadas nos vegetais por meio dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e
malonato. Estas substancias possuem atividades bioquimicas comprovadas, como agdo
antibacteriana, antifingica, antiviral, anti-inflamatoria, antialérgica e anticancerigena
(Middleton, 1998).

Na medicina popular, o extrato do lenho do pau-brasil € utilizado como adstringente,
cicatrizante e tonico (Xavier et al., 1995; Silva, 2001). Sua casca cozida é utilizada contra
diarreias e disenterias, e quando reduzida a p6 é utilizada no fortalecimento das gengivas
(Bastos, 2011). Na busca por produtos naturais que pudessem ser utilizados no controle de
vetores de doencas tropicais, Luna et al. (2005) ao trabalharem com o extrato etandlico das
folhas de P. echinata (= C. echinata), relataram significativa atividade larvicida frente a ovos
do A. aegypti e Artemia salina Linnaeus (Anostraca: Artemiidae). O extrato etandlico do
caule do pau-brasil apresentou uma atividade muito potente contra os ovos do molusco
Biomphalaria glabrata Say, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni Sambon,
causador da esquistossomose.

Partindo das observacdes feitas na literatura a respeito do pau-brasil, planta que possui
potenciais terapéuticos e aplicabilidade na medicina popular, investigagdes relacionadas a
outras atividades bioldgicas podem ser interessantes, uma vez que podem vir a evidenciar
novas aplicacdes para esta planta, tais como o seu possivel uso contra pragas agricolas ainda

nao relatados na literatura.

2.2.4 Combinacéo de fungos e extratos vegetais no controle de insetos-praga

Na busca por novas formas de controle que possam diminuir o uso do controle quimico,
constantemente empregado contra insetos-praga, uma alternativa bastante promissora é a
utilizacdo do uso combinado de fungos entomopatogénicos e extratos vegetais. O emprego de
produtos compativeis aos fungos entomopatogénicos pode possibilitar uma maior eficiéncia
na conservacgdo do entomopatdgeno, potencializando o controle bioldgico (Silva et al., 2005).

O efeito de extratos vegetais sobre entomopatdgenos pode apresentar certas variagoes, a
depender da espécie e linhagem do patégeno, da natureza quimica dos produtos e das
concentragOes utilizadas. Os produtos fitossanitarios naturais podem atuar inibindo o

crescimento vegetativo, a conidiogénese e a esporulacdo dos micro-organismos, chegando a
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causar mutacGes genéticas, fatores que podem levar a diminuicdo da viruléncia a
determinadas pragas (Roel, 2001). No entanto, € interessante que estes produtos apresentem
efeito sinérgico ou neutro para que ndo haja o0 comprometimento da acdo do patdégeno. Desta
forma € importante que o0s extratos de plantas sejam seletivos, tanto aos fungos
entomopatogénicos que ocorrem naturalmente, quanto aos que sdo introduzidos, a fim de
conservar sua viabilidade para o controle de insetos (Hirose et al., 2001, Oliveira et al., 2003).

O extrato aquoso de folhas de nim combinado com M. anisopliae apresentou efeito
positivo no controle de Heterotermes tenuis Hagen (Isoptera: Rhinotermitidae) (Castiglioni et
al., 2003). Diferentes concentragdes do 6leo de nim em meio BDA ndo afetaram a viabilidade
dos conidios de M. anisopliae, Beauveria bassiana Bals. e Paecilomyces farinosus (Wise)
Brown e Smith, contudo o crescimento vegetativo e a esporulacdo foram afetados (Marques et
al., 2004). Uma diminuicdo no crescimento vegetativo de B. bassiana foi observado por
Santos e Lima (2011) ao utilizarem 6leo de nim, ndo interferindo na esporulacéo e viabilidade
dos conidios. Nana et al. (2012) demonstraram que todas as concentracdes testadas do extrato
de folhas de Calpurnia aurea Benth foram compativeis ao fungo M. anisopliae.

Além do nim outros exemplares vegetais tém demonstrado atividades satisfatorias quando
em combinagdo com fungos entomopatogénicos. Visando o controle de Galleria
mellonella Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae), o crescimento vegetativo, produtividade e
germinacao de conidios e a viruléncia do fungo, B. bassiana foi avaliado nas concentraces
de 1; 5; 10; 15 e 20% frente aos extratos de curcuma (Curcuma longa
Linnaeus) (Zingiberaceae), capim-limao (Cymbopogon citratus Stapf) (Poaceae) e citronela
[Cymbopogon nardus L. (Rendle)]. Os extratos vegetais testados reduziram a viabilidade do
fungo em no minimo 50% comparados a testemunha. A circuma foi compativel na
concentracdo a 1%, o capim limé&o foi compativel até 15%, enquanto que a citronela, até 10%,
ndo havendo infléncia dos extratos sobre a viruléncia do fungo (Mertz et al., 2010).

Ao avaliar a compatibilidade de extratos de Indigofera suffruticosa Mill. e de Myrciaria
cauliflora Mart. com isolados de M. anisopliae e B. bassiana no controle de Diatraea
saccharalis Fabr. (Lepdoptera: Pyralidae), Silva (2015), demonstrou a compatibilidade dos
extratos aos fungos testados, relatando o maior nimero de insetos mortos para os isolados de
M. anisopliae IBCB425 (96%) e PL43 (94%) combinados ao extrato das sementes de I.
suffruticosa. O extrato dos frutos de M. cauliflora associado a B. bassiana ESALQ447 matou
84% das larvas D. saccharalis.

O extrato etandlico de sementes de Annona mucosa Jacg. (Magnoliales: Annonaceae)

testado sobre trés espécies fungicas entomopatogénicas, demonstrou-se compativel aos fungos
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B. bassiana (ESALQ-PL63), I. fumosorosea (ESALQ-1296) e moderadamente toxico para M.
anisopliae (Ribeiro et al., 2014). Na tentativa de controle de A. diaperinus, Martins et al.
(2016) avaliaram a compatibilidade do extrato das folhas de jabuticabeira [Myrciaria
cauliflora (Mart.)], goiabeira [Psidium guajava (L.)], jamboleiro [Syzygium cumini (L.)], a B.
bassiana, relatando a compatilibidade de todos os extratos ao fungo utilizado no estudo.

Estudos relacionados ao uso de fungos entomopatogénicos associados a extratos vegetais
no controle da cochonilha do carmim tém sido realizados.

Ao avaliar a a¢do conjunta de isolados do FIESC a extratos de fumo (Nicotiana tabacum
Linnaeus) e tamboril [Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong], Barbosa, (2016)
relatou elevada mortalidade para cochonilha do carmim decorrente da combinacao do isolado
URMG6779 ao extrato aquoso de fumo a 10% (96,83%) e do isolado URM6777 combinado ao
extrato aquoso de tamboril a 5% (70,34%).

Santos et al. (2015) verificaram o efeito dos extratos aquoso e hidroalcodlico de Ricinus
communis Linnaeus (mamona) e [Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz] (catingueira)
combinados a isolados do FIESC no controle D. opuntiae. O extrato aquoso de R. communis
(5%) e a combinacgdo deste com URMG6778 foram indicados para testes no campo, sendo que
0 Ultimo tratamento apresentou mortalidade confirmada de 100%.

Outro estudo foi realizado com os extratos aquoso e hidroalcodlico de
Chenopodium ambrosioides Linnaeus (mastruz) em combinacdo com isolados do
FIESC, também no controle da cochonilha do carmim. Os tratamentos envolvendo o extrato
aquoso (10%) e o isolado URMG6779 apresentaram os melhores resultados de mortalidade
(66,25 e 44,5%, respectivamente) para estudos no campo (Velez, 2016).

Como observado nos trabalhos de Santos, et al. (2015), Velez, (2016) e Barbosa,
(2016) a utilizagdo conjunta de fungo e extrato vegetal no controle da cochonilha do carmim

é uma alternativa viavel, porém ainda requer estudos em casa de vegetacdo e no campo.

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Analisar a eficiéncia do extrato de pau-brasil combinado a cinco isolados do FIESC no

controle de D. opuntiae.

3.2 Especificos
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e Avaliar o efeito dos extratosaquoso e hidroalcodlico de pau-brasil sobre o
crescimento vegetativo, germinacao e esporulacédo de cinco isolados do FIESC;

e Selecionar os isolados compativeis quanto ao tipo e a concentragdo do extrato de pau-
brasil;

e Avaliar a mortalidade de D. opuntiae pelos extratos aquoso e hidroalcoolico do pau-
brasil e fungos selecionados separadamente e em combinagdo fungos-extratos in vitro

e em casa de vegetacao.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fungos

Cinco isolados do complexo de espéecies F. incarnatum-equiseti (FIESC) foram
utilizados no seguinte estudo, obtidos a partir de adultos de D. opuntiae, coletados em
diferentes municipios de Pernambuco e preliminarmente selecionados como potenciais
agentes de controle do D. opuntiae (Carneiro-Ledo et al., 2017). Os isolados foram
depositados na Micoteca URM, da Universidade Federal de Pernambuco sob o0s seguintes
nameros de acesso: URMG6776 (Sertania), URM6777 (Sertania), URM6778 (Tuparetama),
URMG6779 (Ibimirim) e URM6782 (Arcoverde).

4.2 Obtencao do extrato de pau-brasil

Para a obtencdo do extrato, folhas de pau-brasil foram coletadas no Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), passaram por uma lavagem com agua e detergente neutro,
em seguida foram secas a temperatura ambiente. As folhas secas foram colocadas em estufa
por 48 horas a uma temperatura de 40°C até que ficassem quebradicas, seguindo-se da
trituracio em um moedor tipo willey. Dois extratos foram preparados: aquoso e
hidroalcodlico. Para a preparagdo do extrato aquoso, o material vegetal triturado foi
suspendido em &gua destilada na concentracdo de 30%, permanecendo em repouso por 48
horas e posteriormente foi filtrado. Para a confec¢do do extrato hidroalcodlico, o material
vegetal triturado foi suspendido em alcool a 70%, originando uma suspensdo na concentragdo
a 30%, que permaneceu em repouso por duas horas, seguido de filtracdo. Para evitar a
interferéncia do alcool, este foi evaporado em Banho-Maria a temperatura de 45°C por 16
horas e ap0Os acrescentou-se agua destilada até o volume inicial (Celoto et al., 2008). As
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solugdes foram esterilizadas em vapor fluente por 15 minutos, seguindo-se da diluigdo de
cada extrato em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) ainda liquido (45°C) nas

concentracdes de 5%, 10% e 20%.
4.3 Obtencéo e manutencao de Dactylopius opuntiae em casa de vegetacao

Cladddios de palma sadis foram coletados no interior do Estado de Pernambuco e
levados ao IPA, onde foram infestados com D. opuntiae pertencentes a criacdo do Instituto
(Figura 2). Apo6s vinte dias de infestacdo, as col6nias de cochonilhas foram utilizadas na

montagem dos bioensaios em laboratério.

Figura 2. Criacédo de Dactylopius opuntiae sobre cladédios da palma forrageira Opuntiae ficus-
indica em casa de vegetacdo, no Instituto Agrondmico de Pernambuco.

Fonte: Diniz A. G., 2016.

4.4 Producao e quantificacdo do inéculo fungico

Os cinco isolados do FIESC foram cultivados em 50g de Arroz e incubados durante
oito dias em BOD (26 + 1°C), visando o crescimento vegetativo e a esporulacdo. Em seguida,
os conidios foram contados em camara de Neubauer, sendo obtida uma suspenséo de 1 x 10’
conidios/mL, conforme a metodologia de Alves e Morais (1998).

45 Efeito do extrato de pau-brasil sobre a germinacdo, crescimento vegetativo e

esporulacgéo de isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti

A taxa de germinagdo, crescimento vegetativo e a esporulagdo dos isolados do FIESC
foram avaliados em BDA, acrescido de extrato aquoso e hidroalcodlico de pau-brasil nas
concentracdes de 5, 10 e 20%, tendo como testemunha o BDA sem o0s extratos. Para a

determinacéo da taxa de germinagdo, um mL das suspensdes de 10’ conidios/ml dos isolados
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fangicos foi adcionado a nove mL de cada concentragdo dos extratos e em agua destilada
esterilizada (controle), permanecendo por trés horas. Em seguida 50 ul das suspensdes de
conidios foram semeados em BDA e ap6s 14 horas de incubacéo foi realizada a contagem de
200 conidios por repeticdo, verificando-se a quantidade de conidios germinados e ndo
germinados, em microscopio Optico. Para avaliagdo do crescimento vegetativo, discos de 0,12
cm2 das coldnias fangicas, com oito dias de crescimento, foram transferidos para o centro de
placas de Petri contendo BDA (controle) e BDA acrescido das concentra¢@es de cada extrato.
Apbs oito dias de incubacdo a 28°C, as coldnias foram medidas em didmetros opostos. A
esporulacdo foi determinada a partir da transferéncia de trés blocos cilindricos de 0,28 cm2
das colbnias fungicas para tubos de ensaio contendo 5 ml de Tween 80 (0,01%), seguido da

contagem de conidios em camara de Neubauer (Alves, 1998).

Para a variavel taxa de germinacdo, o delineamento foi inteiramente casualizado com
quatro tratamentos (trés concentracOes do extrato vegetal, mais controle) e trés repeticdes.
Para as varidveis crescimento vegetativo e esporulacdo, o delineamento foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5 x 4, sendo cinco isolados do FIESC e trés concentracGes
do extrato vegetal, mais o controle (auséncia de extrato), totalizando 20 tratamentos, com trés
repeticbes. Os resultados obtidos 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 e Azevedo, 2009).

4.6 Selecdo dos isolados e concentracdes dos extratos de pau-brasil para os testes de

patogenicidade

A selecdo dos isolados testados sobre a cochonilha, tanto de forma individual quanto
em combinacdo aos extratos aquoso e hidroalcodlico, e a sua melhor concentracdo, foi
realizada com base no modelo IB (indice Bioldgico) desenvolvido por Rossi-Zalaf et al.
(2008) para caracterizar a compatibilidade de fungos entomopatogénicos com produtos
inseticidas in vitro. Logo, os valores percentuais médios de esporulacdo (ESP), crescimento
vegetativo (CV) das coldnias dos fungos e germinagdo (GERM) foram calculados com
relacdo ao controle, sendo aplicada para cada concentragdo do produto, a seguinte formula: 1B
= [47 (CV) + 43 (ESP) + 10 (GERM)] / 100. O IB classifica os produtos quanto a
compatibilidade com entomopatdgenos, podendo ser considerado téxico valores de 0 a 41,
moderadamente toxico de 42 a 66 e compativel > 66.
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4.7 Avaliacdo da associacdo do extrato de pau-brasil e isolados do complexo de espécies

Fusarium incarnatum-equiseti no controle de Dactylopius opuntiae

Para a avaliacdo da patogenicidade, palmas contendo fémeas adultas de D. opuntiae
com 20 dias de infestacdo foram pulverizadas com detergente neutro (2%), a fim de reduzir a
quantidade de cera na superficie das cochonilhas, sendo mantidas em repouso a temperatura
ambiente por cerca de 40 minutos para secagem dos cladodios. Em seguida, as palmas foram
pulverizadas de maneira uniforme com quatro mL da suspensdo de conidios dos fungos +
extrato vegetal (aquoso e/ou hidroalcodlico) na concentragdo compativel com o fungo,
utilizando-se pulverizador manual. Em cada ensaio, 0s extratos vegetais e os isolados do
FIESC foram testados individualmente. No tratamento controle, os insetos foram pulverizados
com &gua destilada esterilizada, mais Tween 80 (0,01%). Apds a aplicacdo, as palmas foram
mantidas em sala climatizada a 28°C + 3°C. A avaliacdo da mortalidade foi realizada 10 dias
apos a aplicacdo das suspens@es flungicas e/ou extratos e para isso trés areas de 8 x 8 cm
(lado) foram delimitadas em cada palma e 50 insetos foram avaliados por area, totalizando
150 insetos para cada isolado e extrato estudado.

A mortalidade total foi avaliada em estereomicroscépio, observando-se a quantidade
de insetos mortos e vivos os quais foram diferenciados por caracteristicas como a coloragdo e
turgidez. A mortalidade corrigida foi calculada a partir dos dados de mortalidade total por
meio da férmula de Abbott (1925), na qual, a porcentagem de eficiéncia no tratamento =
(nimero de insetos vivos no controle — numero de insetos vivos no tratamento) / niamero de

insetos vivos no controle X 100.

4.8 Eficiéncia dos fungos e extratos no controle de Dactylopius opuntiae em casa de

vegetacao

Para avaliacdo da eficiéncia dos fungos e extratos no controle da cochonilha do
carmim em casa de vegetacdo, cladddios de palma sadis foram plantados em recipientes de
plasticos e mantidos por dois meses em casa de vegetacdo até o crescimento de novos

cladddios, seguindo-se da infestacdo das palmas pela cochonilha do carmim (Figura 3).
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Figura 3. Cladddios de Opuntiae ficus-indica plantados em vasos para experimento em casa de
vegetacdo, no inicio da infestacdo por Dactylopius opuntiae.

Testes in vivo foram conduzidos com base na selecdo dos tratamentos a partir dos
testes de patogenicidade in vitro. Os isolados do FIESC e extratos vegetais aquoso e
hidroalcodlico selecionados foram testados tanto individualmente quanto em combinacdo,
utilizando-se a metodologia citada no item 4.7. As suspensfes do extrato vegetal, fungo,
fungo + extrato e controle foram aplicados com pulverizador manual nos cladodios de O.
ficus-indica, e permaneceram em casa de vegetacdo por um periodo de 10 dias, seguindo-se
da retirada destes cladddios para posterior analise da mortalidade total.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do extrato de pau-brasil sobre a germinacdo, crescimento vegetativo e

esporulacéo de isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti

O extrato aquoso de pau-brasil, nas concentracOes testadas, ndo interferiu na
viabilidade dos conidios da maioria dos isolados, com excecdo do isolado URMG6776
(80,83%) que apresentou uma reducdo na taxa de germinacdo, na concentracdo a 5%, quando
comparado aos demais isolados que obtiveram valores superiores a 90% (Tabelal). O extrato
etandlico de sementes de A. mucosa (Ribeiro et al., 2014) e o 6leo de nim (Marques et al.,
2004) n&o influenciaram na germinacdo dos conidios de B. bassiana, I. fumosorosea e M.

anisopliae. Enquanto uma formulacdo comercial do extrato de nim (Nimkol) afetou a
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germinacdo dos isolados testados na concentracdo a 5% (Rosales, 2001). Ao verificar a
influéncia do dleo de nim nas concentragdes 1, 0,1 e 0,01% sobre o fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae Santos (2016), relatou que nenhuma das concentracGes do extrato

interferiu de forma negativa na germinacao do fungo testado.

O conhecimento a respeito da acdo de extratos vegetais sobre a germinagdo de
isolados fungicos é extremamente importante quando se quer utilizd-los em conjunto no
controle bioldgico de insetos-praga, uma vez que a germinacéo € a primeira etapa na infeccéo
do fungo, a qual tem inicio a partir da adesdo dos conidios ao tegumento do inseto (Alves,
1998; Neves et al., 2001). Desta forma, quando o extrato reduz ou inibe a germinacdo dos
conidios, provavelmente reduzira a eficiéncia dos fungos no controle de pragas, bem como o
estabelecimento de epizootias em campo (Ribeiro et al., 2014).

Para a variavel crescimento vegetativo, o extrato aquoso do pau-brasil nas
concentracdes de 10 e 20% ocasionou a reducdo no crescimento do isolado URMG6778. Os
demais isolados ndo sofreram influéncia das concentracGes do extrato (Tabela 1). Extratos de
capim-limdo e de citronela também causaram uma reducdo do crescimento vegetativo do
isolado Unioeste 4 de B. bassiana (Mertz et al., 2010). Silva, (2015) avaliou o potencial de
extratos de folhas de anileira, Indigofera suffruticosa Mill, em associagcdo com fungos
entomopatogénicos no controle de D. saccharalis e verificou a ndo interferéncia do extrato
sobre o0 crescimento vegetativo para a maioria dos isolados, exceto para M. anisopliae
IBCB425 que teve o didmetro da coldnia reduzido a medida que a concentracdo do extrato foi
aumentada.

As diferentes concentracbes do extrato aquoso de pau-brasil ndo interferiram na
producdo de conidios da maioria dos isolados (Tabelal). Duas exce¢fes ocorreram, uma para
URMG6776, cuja esporulacdo foi aumentada na concentracdo do extrato a 20%, e outra para
URMG6778 que teve sua esporulacdo reduzida na concentracdo a 10%, em relacdo ao controle.
Araujo Jr. et al. (2009), ao avaliarem a agdo do 6leo de nim sobre B. bassiana, observaram
uma reducdo significativa na producdo de conidios para o isoado CG001 a 0,5%, maior
concentragdo do 6leo de nim utilizada no estudo. Mamprim et al. (2013) relataram que para o
isolado M. anisopliae, testado frente a acdo dos extratos aquoso de capim cidreira, arruda,
canela, alecrim e orelha de pau, a producgéo de conidios diferiu do controle, com uma reducgéo
de 24 a 39%. No entanto, para o extrato de eucalipto houve o aumento na producdo de
conidios. Em um estudo realizado por Lopes, (2013) os extratos de folhas e vagens de

Libidibia ferrea (= Caesalpinia ferrea) foram compativeis com os isolados de I. farinosa
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(ESALQ1355), de Isaria javanica (Frieder. e Bally) (URMA4993) e de I. fumosorosea
(ESALQ1297) testados nas concentracGes de 10 mg/mL, 25 mg/mL e 50 mg/mL, néo
havendo diferencas das médias de esporulacdo em relacdo ao controle. De acordo com Alves
(1998), o fator esporulacdo é considerado mais influente que o crescimento vegetativo, isso
porque os conidios sdo as estruturas responsaveis pela disseminacdo do fungo no ambiente
além de proporcionar o inicio da infec¢do no campo.

Em relacdo a influéncia do extrato hidroalcodlico de pau-brasil sobre os isolados
FIESC testados, houve uma reducdo significativa na viabilidade dos esporos do isolado
URMG6777 nas concentracOes de 10 e 20%. Para os demais isolados ndo foram observadas
diferencas entre as concentragdes do extrato estudadas (Tabela 2). Resultados semelhantes
foram observados por Mamprim et al. (2013), em que os extratos alcodlicos de capim-
cidreira, eucalipto, alecrim e arruda obtiveram reducdo na viabilidade dos conidios de M.
anisopliae de 75, 72, 27 e 35%, respectivamente, quando comparados ao controle.

A maioria dos isolados apresentou uma redugdo significativa do crescimento
vegetativo @ medida que a concentracdo do extrato hidroalcoolico de pau-brasil aumentou,
exceto para os isolados URM6779 e URM6782 na concentracdo de 5%, 0s quais obtiveram o
crescimento semelhante ao controle (Tabela 2). Ao avaliar o crescimento vegetativo de B.
bassiana sobre os extratos etandlicos de Momordica charantia Linnaeus e Piper tuberculatum
Jacg. na concentracdo de 25 mg/ml Sallet, (2006) observou que seu crescimento foi reduzido
em relacdo ao controle ao ser exposto ao extrato de P. tuberculatum, mas ndo o foi pelo
extrato de M. charantia. Santos et al. (2015) avaliaram a acdo dos extratos de mamona e
catingueira sobre os mesmos isolados utilizados no presente estudo e relataram uma redugéo
significativa do crescimento vegetativo para todos os isolados expostos ao extrato de
mamona, assim como para a maioria dos isolados expostos ao extrato de catingueira, com
excecdo do isolado URMG6776 na concentragdo a 5%. Enquanto que para este mesmo isolado,
Velez (2016) relatou a reducdo do crescimento vegetativo nas concentragdes do extrato de
mastruz de 10 e 20% e para isolado URMG6779 na concentragao a 20%.

A inibic&o do crescimento micelial por extrato aquoso ou alcodlico é uma indicagéo da
fungitoxicidade dos componentes presentes no extrato, entretanto esta agdo sobre o
crescimento ndo limita totalmente o seu uso no controle combinado, a ndo ser que 0s outros
indicadores (germinacédo e producao de conidios) também sejam influenciados (Alves, 1998;
Mamprim et al., 2013).

A producdo de esporos dos isolados URM6778 na concentracdo do extrato

hidroalcodlico a 10% e URMG6782, nas concentracfes de 10 e 20%, foi reduzida em
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comparacdo ao controle, enquanto que para os isolados URM6776, URM6777 e URM6779 as
concentragOes do extrato hidroalcodlico ndo interferiram na producéo de esporos, uma vez
que estes ndo diferiram do controle (Tabela 2).

A influéncia de extratos vegetais hidroalcodlicos sobre a esporulacdo de conidios de
isolados do FIESC também foi observada por Santos et al. (2015), em que apenas o isolado
URMG6779 apresentou uma reducgdo da producdo de esporos nas concentragdes de 5% e 20%.
Influéncia positiva do extrato hidroetandlico de mastruz foi observada na producdo de
conidios do isolado URMG6779 na concentracdo a 20% e do isolado URMG6782 na
concentragdo a 5% (Velez, 2016). Trabalhos que avaliem a influéncia de extratos
hidroalco6licos sobre a esporulacdo de isolados fungicos ndo tém sido encontrados com
frequéncia na literatura, o que reforca a importancia de novos estudos a respeito da utilizacdo

deste tipo de extrato para o controle combinado de insetos.
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Tabela 1. Viabilidade dos esporos (%) (média), crescimento vegetativo (cm) e nimero de esporos/cm?, produzidos por isolados do complexo de espécies Fusarium

incarnatum-equiseti (FIESC) em meio BDA + diferentes concentragdes do extrato aquoso de pau-brasil. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si

(mintsculas para colunas e maitsculas para linhas) pelo teste de Tukey (P < 0,05). * Dados originais. Para a analise estatistica os dados foram transformados em x=Vx.
Viabilidade dos esporos (%) CV = 3,33 Crescimento vegetativo (cm) CV = 7,90 *Numero de esporos/cm? (x10°) CV = 25,71

Isolados 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20%

URM 6776 93,67aA 80,83bB 90,67 bA 9500 aA 6,33bA  543cA 572bA 587DbA 1,67 bB 1,69bcB  195bAB 3,25 abA
URM 6777 96,33aA 94,33aA 94,83abA 94,83 aA 8,15aA 8,00abA 7,63aA 8,03aA 7,01 aA 9,43 aA 6,56aA 7,80aA
URM 6778 9550aA 98,00aA 97,17 abA 98,83 aA 7,25abA  6,73bcA 550bB 4,60 bB 8,32aA 392abAB 354bB 5,31 abcAB
URM 6779 98,50aA 98,67aA 98,83aA 97,17 aA 7,08abA 8,17aA 7,73aA 7,97aA 1,71 bA 0,54 cA 0,72bA 241cA
URM6782 97,83aA 98,33aA 98,33aA  98,83aA 7,28 abA  8,20aA 8,18aA 8,45aA 5,24 abA  356DbcA  4,60bA 2,71 bcA

Fonte: Diniz, A. G. 2016.

Tabela 2. Viabilidade dos esporos (%) (média), crescimento vegetativo (cm) e nimero de esporos/cmz, produzidos por isolados do complexo de espécies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC) em meio BDA + diferentes concentragfes do extrato hidroalcodlico de pau-brasil. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
(minGsculas para colunas e maiusculas para linhas) pelo teste de Tukey (P < 0,05). *Dados originais. Para a analise estatistica os dados foram transformados em x=Vx.

Viabilidade dos esporos (%) CV =5,34 Crescimento vegetativo (cm) CV = 14,17 * NGmero de esporos/cm? (x10°) CV = 52,19
Isolados 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20% 0% 5% 10% 20%
URM 6776 90,33aA 80,67aA 86,00aA 82,17 aA 575bA 335¢cB 1,93bC 1,10bC 7,15 bAB 10,19abA 0,29 aB 0,14 bB

URM 6777 43,33 bA 38,67bA 21,17bB 26,67 bB 7,20abA 5,02bB 2,72abC 2,06 abC 11,73abAB  16,13aA  7,62aAB 3,66 abB

URM 6778 90,17aA 84,00aA 86,50aA 86,67 aA 790aA 518bB 390aBC 2,73aC 13,19abA  6,17bhcAB  3,65aB 4,78 abAB
URM 6779 94,50aA 91,67aA 87,83aA 88,50aA 8,03aA 7,68aA 3,60aB 3,10aB 6,67 bAB 0,85¢cB 161aB  11,63aA
URM6782 96,50aA 95,67aA 9550aA 97,50 aA 582bA 522bA 345aB 2,90aB 20,01aA 14,16 abAB 6,54 aB 6,44 abB

Fonte: Diniz, A. G. 2016.
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Os valores do indice Bioldgico (IB) variaram conforme o isolado, o tipo de extrato e as
concentracOes testadas. Desta forma, o maior nimero de tratamentos compativeis foi registrado para o
extrato aquoso, o0 qual obteve 13 combinacdes (fungo + extrato) compativeis e apenas duas
moderadamente tdxicas. J& o extrato hidroalcoodlico obteve cinco combinagbes compativeis, cinco
moderadamente tdxicas e cinco toxicas (Tabela 3). A selecdo dos tratamentos para os testes de
patogenicidade contra a cochonilha do carmim foi baseada nos maiores valores do IB, logo, 0s
tratamentos selecionados para o extrato aquoso foram URMG6777, na concentracdo de 5%, e URMG6779,
na concentracao de 20%. Para o extrato hidroalcoolico os tratamentos selecionados foram URMG6776 e
URMG6777, na concentracao de 5%, e URM6779, na concentracdo de 20%.

Ao comparar a atuacdo dos extratos aquoso e hidroalcodlico do pau-brasil em relacdo aos
indicadores avaliados, é perceptivel a maior influéncia do extrato hidroalcodlico sobre os isolados
testados. Fato que pode estar associado a solubilidade de certos compostos possivelmente presentes nos
extratos, variando de acordo com os respectivos solventes (agua e alcool), sendo possivel que no extrato

alcoolico existam compostos de acdo toxica, ausentes ao extrato aquoso (Mamprim et al., 2013).
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Tabela 3. Classificacdo da compatibilidade dos isolados do Complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) com os extratos aquoso e hidroalco6lico de pau-brasil, em diferentes
concentragdes (valor 1B, segundo Rossi-Zalaf et al., 2008).

Extrato _ Extrato
Isolado % Extrato aquoso de pau-brail Classificacédo Isolado %Extrato hldrggtlﬁg(r)ells(i:lo de Classificacdo
Valor 1B Valor 1B
0% 100 0% 100
URM 6776 5% 92,46 Compativel URM 6776 5% 97,13 Compativel
10% 102,28 Compativel 10% 26,54 Téxico
20% 63,81 Moderadamente toxico 20% 18,45 Toxico
0% 100 0% 100
URM 6777 5% 113,77 Compativel URM 6777 5% 101,05 Compativel
10% 94,08 Compativel 10% 50,58 Moderadamente toxico
20% 104,00 Compativel 20% 33,08 Téxico
0% 100 0% 100
URM 6778 5% 74,15 Compativel URM 6778 5% 60,25 Moderadamente toxico
10% 64,13 Moderadamente toxico 10% 4470 Moderadamente toxico
20% 68,08 Compativel 20% 41,44 Toxico
0% 100 0% 100
URM 6779 5% 77,83 Compativel URM 6779 5% 60,13 Compativel
10% 79,45 Compativel 10% 40,74 Toxico
20% 123,37 Compativel 20% 102,48 Compativel
0% 100 0% 100
URM 6782 5% 92,21 Compativel URM 6782 5% 82,50 Compativel
10% 100,61 Compativel 10% 51,81 Moderadamente toxico
20% 86,89 Compativel 20% 47,36 Moderadamente toxico

Fonte: Diniz, A. G. 2016.
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5.2 Avaliacdo da associacdo do extrato de pau-brasil e isolados do complexo de espécies Fusarium

incarnatum-equiseti no controle de Dactylopius opuntiae em laboratério

A mortalidade corrigida da cochonilha do carmim variou de 32,19 a 89,26% para o0s testes em
laboratdrio (Tabela 4). Os isolados URM6777 (88,99%) e URM6779 (89,26%) diferiram dos extratos de
pau-brasil a 5 (32,19%) e 20% (53,44%), mostrando que os fungos foram mais eficientes no controle da
cochonilha. Nao foram observadas diferencas entre o uso individual dos fungos e uso combinado com o
extrato aquoso. Ao trabalhar com o isolado URM6777, Santos et al. (2015) demonstraram mortalidade
corrigida para a cochonilha de 88,98%, resultado semelhante ao encontrado nesse estudo (88,99%). Estes
mesmos autores avaliaram a combinacéo deste isolado ao extrato aquoso de catigueira a 10% e relataram
uma mortalidade corrigida de 73,80%. Enquanto Velez (2016), ao utilizar o isolado URM®6779 relatou
uma mortalidade corrigida de 46,71% e ao combiné-lo ao extrato aquoso de mastruz a 10% a mortalidade
registrada para a cochonilha foi de 51,64%, potencializando a acdo de controle sobre estes insetos.

Foi verificado que a combinacdo de URMG6777 + extrato aquoso de pau-brasil 5% diferiu do
extrato a 5%, sendo a combinag@o mais eficiente do que o extrato vegetal isoladamente. Silva (2015), ao
combinar o extrato dos frutos de jabuticaba aos isolados de M. anisopliae PL43 e IBCB425 relatou uma
mortalidade de 84% e 76% respectivamente, para D. saccharalis, sendo superior a obtida pelo extrato, o
qual ocasionou apenas 20% de mortalidade dos insetos. Sachet (2015), ao associar o 6leo de nim com M.
anisopliae obteve um resultado satisfatério contra Atta sexdens Forel (Hymenoptera: Formicidae),
diferindo do 6leo de nim e o fungo empregados individualmente.

Tabela 4. Percentual médio + erro padrdo (E. P.) da mortalidade corrigida de Dactylopius opuntiae pelo extrato
aquoso de pau-brasil, isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) e combinacao extrato
aquoso de pau-brasil + isolados do FIESC em laboratoério.

Tratamentos Mortalidade corrigida (%) + E.P.
Extrato aquoso de pau-brasil a 5% 32,19+884 ¢
Extrato aquoso de pau-brasil a 20% 53,44 + 6,28 bc
Isolado URM6777 88,99+ 742a
Isolado URMG6777 + Extrato aquoso de pau-brasil a 5% 84,38+ 4,33ab
Isolado URM6779 89,26 + 1,57 a
Isolado URMG6779 + Extrato aquoso de pau-brasil 20% 75,42 £ 10,97 ab
CV% 17,76%

Fonte: Diniz, A. G. 2016.

Os extratos hidroalcoolicos do pau-brasil a 5 e 20% ndo foram eficientes no controle da
cochonilha do carmim. Os tratamentos URM6776 e URMG6776 + extrato hidroalcoolico de pau-brasil a
5% ndo diferiram entre si e quando comparados as demais combina¢Ges com o uso individual dos

isolados flungicos, estes ultimos foram mais eficientes no controle da cochonilha do carmim, sendo
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possivel inferir que os extratos nao exerceram acao sobre estes insetos. Comportamente semelhate foi
observado por Rosales, (2001), o mesmo relatou que a associa¢do de B. bassiana e M. anisopliae com
6leo de nim e com extrato aquoso de folhas de Melia azedarach Linnaeus ndo foi eficiente porque para
todos os casos a mortalidade de H. tenuis provocada pelos isolados utilizados de forma independente foi
igual ou maior que a provocada pela associacdo destes com o0s vegetais. Ao utilizar a combinacéo de
isolados fungicos a extrato vegetal hidroetandlico no controle da cochonilha do carmim, Santos et al.
(2015) relataram uma mortalidade de 75,34% para o isolado URM6777 e de 80,57% para a combinacéo
deste isolado ao extrato hidroetanolico de catingueira, ndo diferindo entre si. O mesmo foi observado por
Velez, (2016) ao testar o isolado URM®6779 contra a cochonilha do carmim, demonstrando uma
mortalidade de 71,92 e de 72,73% ao combinar este isolado ao extrato hidroetandlico de mastruz, ndo
sendo verificada influéncia do extrato sobre a potencializa¢cdo do fungo na mortalidade dos insetos. Em
um estudo realizado por Martins, et al., (2016), B. bassiana ocasionou uma mortalidade de 88,6% nos
insetos adultos de Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae). Estes mesmos autores, ao
utilizarem este isolado exposto aos extratos alcodlico e aquoso de folhas de jabuticabeira [Myrciaria
cauliflora (Mart.)], goiabeira [Psidium guajava (Linnaeus)] e jamboleiro [Syzygium cumini (Linnaeus)],
na concentracdo de 10%, relataram uma mortalidade dos insetos de (82,2% e 88,8%), (80,0% e 97,7%) e

(82,2% e 88,8) respectivamente, destacando-se 0s tratamentos com extrato aquoso.

Tabela 5. Mortalidade corrigida (percentual médio + E. P.) de Dactylopius opuntiae pelo extrato hidroalcodlico de
pau-brasil, isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) e combina¢do do extrato
hidroalcoolico de pau-brasil + isolados do FIESC em laboratorio.

Tratamentos Mortalidade corrigida (%) + E.P.
Extrato hidroalcodlico de pau-brasil a 5% 2,27+1,28d
Extrato hidroalcodlico de pau-brasil a 20% 0,00+ 0,00d
Isolado URMG6776 77,51 +6,23 ab
Isolado URMG6776 + Extrato hidroalcodlico de pau-brasil a 5% 77,77 £5,96 ab
Isolado URMG6777 86,77 +£5,32a
Isolado URMG6777 + Extrato hidroalcodlico de pau-brasil 5% 52,43 £ 4,62 bc
Isolado URMG6779 65,09 + 7,33 ab
Isolado URM6779 + Extrato hidroalcoolico de pau-brasil a 20% 36,81 +8,21¢c
CV% 19,31

Fonte: Diniz, A. G. 2016.

Para os testes de mortalidade em casa de vegetagéo utilizou-se o isolado URM6779 e a sua
combinacdo ao extrato aquoso de pau-brasil a 20%, uma vez que estes tratamentos também apresentaram

0 maior valor de IB.
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5.3 Eficiéncia dos fungos e extratos no controle de Dactylopius opuntiae em casa de
vegetacao

Dentre os tratamentos avaliados em casa de vegetacdo o isolado URM6779 destacou-
se por apresentar o maior valor de mortalidade corrigida (76,25%), enquanto os demais
tratamentos nédo diferiram entre si (Tabela 6). Desta forma, a combinagéo do extrato aquoso
de pau-brasil com o isolado fungico ndo provocou um aumento na mortalidade dos insetos em
condicdes de casa de vegetacdo. Também ndo foram observadas diferencas entre a
mortalidade corrigida da cochonilha do carmim quando testados este mesmo isolado
(URMG6779) e sua combinagdo com o extrato hidroetandlico de mastruz a 10% em casa de
vegetacdo (Velez, 2016). Rondelli et al. (2013), ao testarem separadamento o 6leo de mamona
a 2%, o isolado ESALQ-447 de B. bassiana, uma formulacdo comercial (Boveril® WP) e
uma mistura de éleo de mamona com o isolado e a formulacdo do produto de B. bassiana
contra larvas de segundo instar de P. xylostella, em relacdo a mortalidade larval, viabilidade
larval e pupal em casa de vegetacdo, relataram que todos os tratamentos reduziram a
viabilidade larval em relacdo ao controle. Apenas o isolado ESALQ-447 ou uma mistura do
isolado com dleo de mamona reduziu a viabilidade pupal, enquanto que o 6leo de mamona
combinado com B. bassiana ndo aumentou a mortalidade da praga. Enquanto Dunkel et al.
(2010), ao avaliarem o efeito do extrato de Tagetes minuta L. em associagdo com B. bassiana
e M. anisopliae no controle de Tetanops myopae (Roder) (Diptera: Ulidiidae), ndo
observaram efeitos adversos do extrato sobre os fungos, todavia efeitos sinérgicos também

nao foram observados.

Tabela 6. Mortalidade corrigida (percentual médio + E. P.) de Dactylopius opuntiae pelo extrato aquoso de pau-
brasil, isolado URM6779 do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) e combina¢do do
extrato aquoso de pau-brasil + isolado URM6779 em casa de vegetagéo.

Tratamentos Mortalidade corrigida (%) * E.P.
Extrato aquoso de pau-brasil a 20% 5327+1,37hb
Isolado URM6779 76,25+ 3,86 a
Isolado URMG6779 + Extrato aquoso de pau-brasil 20% 51,91+1,63b
CV% 10,30

Fonte: Diniz, A. G. 2016.

Os resultados obtidos em casa de vegetacdo foram satisfatorios uma vez que a
temperatura média registrada foi de 39,5°C e a umidade relativa foi de 45,0%, valores que
poderdo ser encontrados no Sertdo do Nordeste brasileiro. Portanto, foi observado um

indicativo de que o isolado podera ser eficiente em condic¢des de campo.


https://en.wikipedia.org/wiki/Fly
https://en.wikipedia.org/wiki/Ulidiidae
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Segungo Ferreira (2011), a interacdo entre plantas com potencial inseticida e fungos
entomopatogénicos, visando o controle de insetos-praga, pode ocasionar uma eficiéncia maior
no controle do que a observada para a utilizacdo de plantas e fungos separados, uma vez que 0
extrato vegetal, além do seu efeito inseticida, exerceria uma funcgéo estressora sobre a praga, o
que afetaria a resisténcia comportamental e imunolégica dos insetos, favorecendo o
desenvolvimento da doenca. Entretanto, os extratos de pau-brasil utilizados nesse estudo
parecem nao ter apresentado essa acao estressora sobre 0 inseto, uma vez ap6s combinacao do

extrato com os isolados testados os indices de mortalidade dos insetos ndo se elevaram.

Outro fato que pode ter interferido para 0 ndo desencadeamento da acao estressora
dos extratos de pau-brasil sobre a cochonilha do carmim pode estar relacionada ao inseto e a
parte da planta utilizada. Logo, o efeito toxico de extratos de plantas depende da espécie de
artropode sobre o qual estdo atuando, assim como o 6rgdo da planta, a partir do qual se obteve
0 extrato, uma vez que a concentragdo de substancias inseticidas difere de acordo com a parte
da planta utilizada para a confeccdo do extrato (Costa et al., 2004; Menezes, 2005; Santiago,
2008).

6 CONCLUSOES

- O extrato aquoso de pau-brasil foi compativel com a maioria dos isolados do Complexo de
Espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC);

- O extrato hidroalcodlico de pau-brasil foi compativel apenas com alguns dos isolados do
FIESC;

- Os extratos de pau-brasil apresentam pouca ou nenhuma agéo bioiseticida contra insetos da
cochonilha do carmim;

- O tratamento utilizando apenas o isolado URMG6779 é o mais indicado para testes futuros
contra a cochonilha do carmim em campo.
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