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RESUMO

SANTANA, Samuel Farias. Potencial de Beauveria bassiana no controle do acaro-da- necrose
Aceria guerreronis (Acari: Eriophyidae). Sdo Cristovdo: UFS, 2022. 30p. (Dissertacdo —
Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

O é&caro-da-necrose, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), € considerado praga-chave na
cultura do coqueiro. O controle quimico €, atualmente, uma das formas mais utilizadas para
controlar essa praga. Frente aos diversos problemas sociais, econdmicos e ambientais ocasionados
pelo uso de agrotoxicos, surge a necessidade de alternativas ambientalmente viaveis para o seu
controle como o uso de fungos entomopatogénicos. Assim, este trabalho objetivou estimar as
concentracdes letais da cepa cepa Bb 032 do fungo Beauveria bassiana (Bals) Vuill (Moniliales:
Moniliaceae) ao acaro-da-necrose e avaliar a seletividade do 6leo de nim, 6leo mineral e da calda
sulfocélcica no crescimento micelial do fungo in vitro. Esses 6leos e a calda sdo defensivos
alternativos usados no controle de pragas do coqueiro, no entanto ndo se conhece seus possiveis
efeitos deletérios sobre B. bassiana. Seis concentra¢bes do fungo foram pulverizadas em arenas com
acaros para determinar as concentracdes letais. Posteriormente, concentracfes do 6leo de nim, dleo
mineral e da calda sulfocéalcica foram micropipetadas em placas de Petri para determinar a sua
seletividade ao fungo. Os dados foram submetidos a analise de PROBIT para estimar as
concentracfes do fungo B. bassiana ao &caro-da-necrose e ANOVA para medidas repetidas para
estimar a seletividade dos 6leos e da calda ao fungo B. bassiana. A concentracdo letal média CLso
para a cepa Bb 032 foi de 1,31x10° conidios/mL e a CLgo foi de 2,04x108. Os dleos de nim e mineral
foram seletivos a B. bassiana (F = 79,6; p < 0,0001). Assim, conclui-se que o fungo B. bassiana
apresenta potencial de controle do acaro-da-necrose, bem como o leo de nim e mineral podem ser
empregados no manejo de pragas na cultura do cogueiro sem que interfiram no crescimento micelial
do fungo, e possivelmente em sua eficiéncia no controle do &caro.

Palavras-chave: bioinseticida, controle biologico, fungo entomopatogénico, MIP.

* Comité Orientador: Adenir Vieira Teodoro — EMBRAPA — UFS/PPGAGRI (Orientador).



ABSTRACT

SANTANA, Samuel Farias. Beauveria bassiana potential to control coconut mite Aceria
guerreronis (Acari: Eriophyidae ). Sdo Cristovao: UFS, 2022. 30p. (Thesis - Master of Science
in Agriculture and Biodiversity).*

The coconut mite, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), is a key pest in coconut
plantations. Chemical control is currently one of the most used strategies to control this pest. Faced
with the various social, economic, and environmental problems caused by the use of pesticides,
there is a need for environmentally viable alternatives for its control, such as entomopathogenic
fungi. Thus, this work aimed to estimate the lethal concentrations of the Bb 032 strain of fungus
Beauveria bassiana (Bals) Vuill (Moniliales: Moniliaceae) to the coconut mite and to evaluate the
selectivity of neem oil, mineral oil, and lime sulfur on the mycelial growth of the fungus in vitro.
These oils and lime sulfur are alternative pesticides used in the control of coconut pests, however
their side effects on B. bassiana are yet to be studied. Six concentrations of the fungus were sprayed
in arenas with mites to determine the lethal concentrations. Subsequently, concentrations of neem
and mineral oils, and lime sulfur were micro pipetted in Petri dishes to determine their selectivity to
the fungus. Data were subjected to PROBIT analysis to estimate the concentrations of the fungus B.
bassiana to the coconut mite and to ANOVA repeated measures to estimate the selectivity of oils
and lime sulfur to the fungus B. bassiana. The mean lethal concentration CLso was 1.31x107
conidia/mL, and the CLsgoo Was 2.04x10°. Neem oil and mineral oil were selective for B. bassiana (F
=79.6, p <0.0001). Thus, B. bassiana has the potential to control the coconut mite, as well as neem
and mineral oil can be used in the management of coconut pests without impairing micelial growth
of the fungus, and possibly not affecting its efficiency in the control of the mite

Key-words: bioinsecticide, biological control, entomopathogenic fungus, IPM.

* Supervising Committee: Adenir Vieira Teodoro — EMBRAPA — UFS/PPGAGRI (Orientador).



1. INTRODUCAO

O coqueiro, Cocos nucifera L., é considerado uma das espécies cultivadas de maior
valor comercial do mundo, tendo seus subprodutos utilizados em cerca de 90 paises, com
destaque para o Brasil que ocupa o quinto lugar na producdo mundial, além de apresentar
condicdes climaticas favoraveis para o seu desenvolvimento (ELEVITCH, 2006; ROSADO et
al., 2016; PATIL; BENJAKUL, 2018; FERREIRA et al., 2019; BRAINER, 2021: IGNACIO
AND MIGUEL, 2021).

O é&caro-da-necrose, Aceria guerreronis keifer (Acari: Eriophyidae), é considerado a
principal praga da cultura, causando perdas superiores a 80% em coqueirais do nordeste
brasileiro (KEIFER, 1975; MARIAU, 1977; LINS, 2002; MORAES; FLECHTMANN, 2008;
NAVIA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017).

Os danos causados pelo &caro caracterizam-se por lesdes de coloracdo branco
amarelada de formato triangular na epiderme proxima as bracteas que evoluem para lesdes em
forma de fendas longitudinais e necrosadas, acarretando em perdas significativas devido a
reducdo no tamanho do fruto, peso e volume de agua, e reducdo do valor comercial
(MOORE; HOWARD, 1996; MONTEIRO et al., 2012: NAVIA et al., 2013; TEODORO et
al., 2017).

Atualmente, o controle quimico com acaricidas sintéticos € a principal forma de manejo
deste acaro, reduzindo populagfes de inimigos naturais e entomopatdgenos presentes nos
agroecossistemas, além de contaminar solos, pessoas e selecionar individuos resistentes a
esses produtos (RAMARAJU et al., 2002; GUEDES et al., 2016; ISMAN et al., 2020).

O fungo Beauveria bassiana (Moniliales: Moniliaceae) ocorre naturalmente em
agroecossistemas, reduzindo densidades populacionais de artrépodes fitdfagos. Este fungo é
considerado um importante agente regulador em programas de manejo integrado de pragas
(MIP) (ALMEIDA,2005; MONTEIRO et al., 1998; MORA et al., 2017), e apresenta
potencial de controle sobre diversos acaros fitofagos (BARRETO et al., 2004; LEKIMME et
al., 2006; UHRY, 2007; GATARAYIHA; LAING; MILLER, 2012; FREITAS et al., 2019;
ROBLES- ACOSTA et al., 2019; YUCEL, 2021; MINGUELY et al., 2021).

Com base no exposto, surge a necessidade de alternativas ecoldgicas e ambientalmente
viaveis, como a utilizacdo do fungo Beauveria bassiana, através de pulverizagdes sinérgicas
com oOleos vegetais e calda sulfocalcica para o controle de A. guerreronis (ALVES et al.,
1998; MORAES; FLECHTMANN, 2008; LIN et al., 2017; TEODORO et al., 2020)

Por exemplo, os 6leos de nim e mineral, e a calda sulfocélcica sdo defensivos
alternativos usados no controle de pragas do coqueiro, no entanto ndo se conhece seus
possiveis efeitos deletérios sobre B. bassiana. Assim, o objetivo do trabalho foi estimar as
concentracdes letais do fungo B. bassiana (Bals) Vuill ao &caro-da-necrose e avaliar a
seletividade do 6leo de nim, 6leo mineral e da calda sulfocalcica comerciais no crescimento
micelial do fungo in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do coqueiro: aspectos socioecondmicos

O coqueiro, Cocos nucifera L., faz parte da familia Arecaceae, é originario do sudeste
asiatico e distribuido por regides tropicais do globo terrestre com exploracdo comercial em
cerca de 90 paises (SIQUEIRA; ARAGAO; TUPINAMBA, 2002; ROSADO02016 et al.,
2016).

O coqueiro é adaptado a regides tropicais predominante em solos arenosos, altas temperaturas
e alta umidade, além de tolerar curtos periodos climaticos abaixo de 21 °C (ELEVITCH,
2006; FERREIRA et al., 2019).

O coqueiro apresenta potencial agricola devido aos elevados nimeros de empregos
diretos e indiretos gerados em toda cadeia produtiva (DEBMANDAL; MANDAL, 2011,
MACHADO et al.,, 2020). Os frutos sdo mais consumidos devido as caracteristicas
organolépticas e alto valor nutricional (GUNN; BAUDOUIN; OLSEN, 2011). O consumo dos
frutos do coqueiro pode ser de forma in natura ou industrializados, aléem de suas raizes,
estipes, inflorescéncias, folhas e palmitos através de mais de 100 subprodutos (MIRISOLA
FILHO, 2002; PATIL; BENJAKUL, 2018).

A produgdo de coco vem se intensificando nos Gltimos anos com uma &rea mundial
plantada de 11,8 milhdes de hectares, produzindo 62,9 milhdes de toneladas. O continente
Asidtico registra a maior producdo mundial de coco, com 84%, seguido do continente
Americano, Oceania e Africa. O Brasil ocupa a 5° posi¢do no ranking mundial entre os
maiores produtores da cultura no mundo, com producgdo de coco no pais em 2021 estimada em
2.447,000 toneladas, tendo a regido nordeste com uma concentracao de 80,9% da area colhida
de coco do pais e 73,5% de sua producgédo (FAO, 2021; BRAINER, 2021).

A cultura do coco no Brasil tem sua evolucdo devido a grandes areas implantadas no
pais ao longo dos anos, através de sistemas altamente tecnificados de manejo como adubacéo
equilibrada e variedades melhoradas, 0 que garantem altos desempenhos produtivos da cultura
(MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011). A cultura sofre perdas econdmicas consideraveis
devido ao ataque de acaros fito6fagos, com destaque para os acaros Aceria guerreronis Keifer
(Acari: Eriophyidae), Steneotarsonemus furcatus De Leon (Acari: Tarsonemidae),
Tetranychus mexicanus Mc Gregor (Acari: Tetranychidae) e, mais recentemente, Raoiella
indica Hirst (Acari; Tenuipalpidae) (NAVIA et al., 2011, 2013).

2.2 Acaro-da-necrose (Aceria guerreronis)

O acaro-da-necrose, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae) (Figura 1), foi
descrito pela primeira vez no estado de Guerrero, no México, e relatado em seguida em outros
paises da América, Africa e Asia (KEIFER, 1975; MARIAU, 1977; FERNANDO et al., 2002;
MORAES; FLECHTMANN, 2008; NAVIA et al., 2013). Robbs e Peracchi (1965) relataram
a presenca do acaro em cultivos brasileiros no estado do Rio de Janeiro em 1964 e, em
seguida, no estado de Pernambuco, em frutos com sintomas de necrose meristematica,
rachaduras superficiais e queda prematura (AQUINO; ARRUDA, 1967; HAQ;
SUMANGALA; RAMANI, 2002). Atualmente, o acaro é considerado praga-chave em
coqueirais brasileiros, sobretudo na regido Nordeste (FERREIRA; MICHEREFF FILHO;
LINS, 2002; ISMAN et al., 2020).
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Figura 1. Coldnia do acaro-da-necrose Aceria guerreronis. Foto: Teodoro, A. (2022).

O é&caro possui corpo alongado e vermiforme, de coloracdo branco-leitoso com
tamanho de aproximadamente 255 pm de comprimento, € dois pares de pernas articuladas
(MOORE; HOWARD, 1996; MORAES; FLECHTMANN, 2008). As fémeas ovipositam em
média 66 ovos de coloragdo hialino com formato oval durante 15 dias, com desenvolvimento
médio de ovo a adulto entre 8 e 10 dias (ANSALONI; PERRING, 2004). O acaro passa por
trés estagios de desenvolvimento antes de atingir a idade adulta, a saber: ovo (2,5 a 3,5 dias),
larva (1,5 a 2,5 dias) e ninfa com duracdo de 2,0 dias, respectivamente (a 28 = 2 °C de
temperatura e 80% de umidade relativa), e entre as fases de ninfa a adulto (1,0 a 1,5 dias)
(SOBHA; HAQ, 2011).

As coldnias de A. guerreronis encontram-se dispersas no perianto dos frutos, que fica

entre a superficie abaxial das bracteas e a superficie dos frutos, sendo os tecidos
meristematicos a regido de facil insercdo do aparelho bucal do &caro, facilitando sua
alimentacdo (MORAES; FLECHTMANN, 2008). A dispersdo do acaro entre os cultivos
ocorre através de sua locomocao entre frutos e/ou pela acdo do vento (GALVAO et al.,
2012). O artropode ataca frutos de todas as idades, com aumento da populacdo em frutos das
folhas 13 e 14, com trés e quatro meses de idade (NEGLOH; HANNA; SCHAUSBERGER,
2011; SOUZA et al., 2012).

Os danos causados nos frutos sdo oriundos da alimentacdo do &caro que se da através
do contetdo celular meristematico, provocando a morte do tecido vegetal da area afetada,
caracterizada por uma mancha branco-amarelada de formato triangular na epiderme proxima
as bréacteas, se expandindo para lesbes com formato de fendas longitudinais e necrosadas
(MARIAU, 1977; MORAES; FLECHTMANN, 2008; NAVIA et al., 2013) (Figura 2). Perdas
significativas sdo relatadas por Moore e Howard (1996) e Monteiro et al. (2012) em regides
produtoras de coco no mundo, entre elas estdo a reducdo no tamanho do fruto, reducdo de
peso e volume de agua, e valor comercial.



Figura 2. Danos em frutos causados pelo &caro-da-necrose Aceria guerreronis. Foto: Samuel
Farias Santana (2022).

Devido ao habito que este acaro tem em se desenvolver no perianto, as estratégias de

controle atuais nem sempre sdo suficientes para a reducdo das populagdes para abaixo do
nivel de dano econdémico (FERREIRA; MICHEREFF FILHO; LINS, 2002; MONTEIRO
et al.,
2012). O controle quimico é a principal forma de manjeo utilizados pelos cocoicultores para a
reducdo dos niveis populacionais da praga, 0 que o torna um método oneroso, especialmente
por serem necessarias varias aplica¢fes ao longo do ciclo da cultura, e como consequéncia do
uso indiscriminado, solos e pessoas s d0 contaminados além de selecionar individuos
resistentes a esses produtos. Sob estas circunstancias, medidas de controle alternativo séo
altamente desejaveis (PERSLEY, 1992; RAMARAJU et al, 2002; MORAES;
FLECHTMANN, 2008; MONTEIRO et al., 2012; GUEDES et al., 2016; LIMA et al., 2017;
LIN etal., 2017; TEODORO et al., 2020).

2.3 Controle bioldgico

O controle biol6gico consiste no uso de inimigos naturais para a regulacdo de pragas,
patdgenos e plantas espontaneas (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Esses organismos tém
sido utilizados no manejo de artrépodes ha séculos, porém nos ultimos 100 anos houve um
grande aumento no seu uso, bem como na compreensdo de como manipula-los, sendo estes
parte efetiva e segura nos sistemas de manejo de pragas (CARVALHO et al., 2009).

Entre os agentes de controle biol6gico existem grupos bastante variados, como
insetos, virus, fungos, bactérias, nematoides, protozoarios, micoplasmas, &caros, aranhas,
peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos (PARRA et al., 2002). Predadores, parasitas,
parasitoides e patdgenos sao terminologias utilizadas para classificar inimigos naturais.
Muitos esquemas de controle bioldgico usam predadores de insetos e &caros, insetos que
parasitam outros insetos (parasitoides) e também varios agentes microbianos (bactérias, virus
e fungos) que foram desenvolvidos e aplicados no controle biol6gico de insetos e &caros-
praga (BALE; VAN LENTEREN; BIGLER, 2008).

Por estar localizado em uma regido tropical onde o nimero de espécies de fungos
entomopatogénicos é bastante grande, o Brasil tem grande potencial para utilizacdo desse
método de controle (PARRA et al., 2002). No entanto, 0 maior uso desses microrganismos
dependera do interesse de um maior nimero de empresas em produzir organismos eficientes
no controle de pragas, e também € necessario diminuir as lacunas ainda existentes entre o
conhecimento bésico dos pesquisadores sobre controle biolégico e seu uso préatico pelos
agricultores (MORAES et al., 2008). O controle de pragas por meio de fungos
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entomopatogénicos é uma opcao desejavel para evitar aplicacbes quimicas e aumentar a
protecdo ambiental (AHMED; LEATHER, 2011).

2.4 Fungos entomopatogénicos e acaropatogénicos

Os fungos entomopatogénicos compreendem cerca de 1000 espécies distribuidas em

100 géneros (LEGER; WANG, 2010; VEGA; KAYA; TANADA, 2012). Os primeiros

estudos com estes organismos ocorreram no inicio do século XVIII com foco no
desenvolvimento de formas de manejar doencas que estavam prejudicando a inddstria do
bicho-da-seda na Franga (VEGA et al., 2009). Os fungos entomopatogénicos sdo capazes de
infectar insetos e acaros fitofagos, por isso séo de extrema importancia no controle dessas
pragas (KHAN et al., 2012). Os principais fungos entomopatogénicos encontrados em
agrossistemas séo Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, M. majus, M. acridum, M
flavoviride, Nomuraea rileyi, Aspergillus ochraceus, entre outros (ALVES, 1998). Esses
fungos possuem como principal mecanismo de infecgédo a penetracdo através da cuticula,
diferentemente de outros patdgenos que tém o mecanismo de infeccéo por via oral. A invasdo
parenteral garante a esse grupo a possibilidade de infectar diversos estagios dos insetos, como
0VOS e pupas, ou infectar larvas e adultos somente por contato (ALVES, 1998; LIU et al.,
2009; GABARTY etal., 2014; MORA

atal.,, 2017).

Estes fungos apresentam vantagens em rela¢do aos outros microrganismos (bactérias,
protozoarios, virus e nematoides), por exemplo: uma ampla gama de hospedeiros, melhor
dispersdo de um hospedeiro infectado para outro ndo infectado, ndo sdo patogénicos para
humanos ou qualquer outro animal vertebrado, e facil manipulacdo e armazenamento
(MILNER, 2000; GINDIN et al., 2002; KAMP; BIDOCHKA, 2002).

O uso desses fungos torna-se uma alternativa viavel, como bioinseticidas, uma vez que
0S mesmos ndo causam danos ao meio ambiente, 0 que o torna biologicamente e
economicamente vantajoso no manejo de acaros-praga (SUN; FUXA; HENDERSON, 2003;
WANG; HU; LEGER, 2005).

2.5 Beauveria bassiana

O fungo Beauveria bassiana foi identificado pela primeira vez através do italiano
Agostino Bass no inicio do século XVIII, quando lagartas do bicho-da-seda de uma producéo
doméstica estavam sendo infectadas por uma doenca denominada de muscardina,
caracterizada por uma massa branca que causava mortalidade nos insetos (SVEDESE, 2007;
UHRY, 2007).

B. bassiana pertence a ordem Ascomycota, classe Hyphomicete e familia Monilaceae
com distribuicdo cosmopolita facultativa (ALMEIDA, 2005). Monteiro et al. (1998)
consideram a especie do fungo como generalista no controle de varias ordens de insetos e
acaros.

A capacidade que o fungo tem em se adaptar a varios nichos ambientais, apresentar
alta taxa de crescimento e produzir altos niveis de conidios, € revelada através de estudos de
sequenciamento de RNA e taxas de germinacdo, o que favorece a fécil penetracdo das
estruturas infectivas no tegumento de insetos e acaros (SINGH et al., 2004; XIAO et al.,
2012).

B. bassiana produz conidios uninucleados e/ou multinucleados, arredondados e
hialinos, com tamanhos que medem entre 1,5 e 2,0 um e conidioforos stnicos ou agrupados
(ALVES, 1998). A temperatura 6tima para o seu crescimento é entre 20 °C e 30 °C, porém o
fungo é capaz de crescer em temperaturas entre 6 °C e 35 °C (FARGUES et al., 1997;
ALVES, 1998).

Desde o primeiro relato, B. bassiana é utilizado como bioinseticida no controle de
insetos e &caros-praga como a broca-do-café Hypothenemus hampei (FERRARI, 1867)
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(Coleoptera: Scolytidae), moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus Germar, acaro-da-
falsa-ferrugem Phyllocoptruta oleivora (ASHMEAD, 1879), (Acari, Eriophyidae), broca-do-
olho Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Curculionidae), broca-da-cana-de-agucar
Diatraea saccharalis (FABRICIUS, 1794) (Lepidoptera, Pyralidae) e mosca-branca Bemisia
tabaci (GENN, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) (UHRY, 2007).

Barreto et al. (2004) relataram em trabalho realizado que isolados de B. bassiana
causaram elevados indices de mortalidade (91,0%) ao &caro-verde-da-mandioca
Mononychellus tanajoa (BONDAR, 1938) (Acari, Tetranychidae) semelhante a resultados
encontrados por Lekimme et al. (2006), em testes de patogenicidade ao acaro parasita de
coelhos Psoroptes spp. (Acari: Psoroptidae).

B. bassiana apresenta excelente potencial como agente biocontrolador do acaro rajado
Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) em folhas de feijoeiros em casa de vegetagcdo com
mortalidade variando entre 92,5 e 95% (GATARAYIHA; LAING; MILLER, 2012; ULLAH,
LIM, 2014). Freitas et al. (2021) também comprovam a eficiéncia do fungo ao &caro-
vermelho- das-palmeiras Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidade), sob baixas
concentragdes de esporos. Testes de patogenicidade utilizando B. Bassiana sobre o acaro da
ferrugem-dos-citros familia do A. guerreronis (Acari: Eriophyidae), apresentam resultados
promissores no controle desse microacaro (ALVES et al., 2005; MINGUELY et al., 2021,
ROBLES-ACOSTA et al., 2019).

Com base no exposto, surge a necessidade de alternativas ecoldgicas e ambientalmente
viaveis, como a utilizacdo do fungo Beauveria bassiana, através de pulverizagcdes sinérgicas
com Gleos vegetais e calda sulfocélcica para o controle de A. guerreronis (PENTEADO et al.,
2000; TEODORO et al., 2017; LIMA et al., 2017; FREITAS et al., 2019).

Por exemplo, os 6leos de nim e mineral, e a calda sulfocélcica sdo defensivos
alternativos usados no controle de pragas do coqueiro, no entanto ndo se conhece seus
possiveis efeitos deletérios sobre B. bassiana.

O oleo bruto vegetal de nim, 6leo mineral e calda sulfocalcica apresentaram toxicidade
letal ao acaro P. oleivora (ASHMEAD, 1879) em experimento anterior feito pelo autor do
trabalho (dados ndo publicados) (6leo de nim Clso = 0,6%, Clgo = 1,0%, 6leo mineral Clso =
1,0%, Clgo = 2,0% e calda sulfocélcica 0,3 Bé) além de serem defensivos alternativos usados
no controle do pragas de coqueiro, no entanto ndo se conhece seus possiveis efeitos deletérios
sobre B. bassiana.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi estimar as concentracfes letais do fungo B.
bassiana ao acaro-da-necrose e avaliar a seletividade do 6leo de nim, 6leo mineral e da calda
sulfocalcica comerciais no crescimento micelial do fungo IN VITRO,



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta de A. guerreronis e cepa de B. bassiana

Frutos de coco infestados com A. guerreronis foram coletados em coqueiros da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju - SE (10° 57' 03” S; 37° 03' 07” O), Brasil.
Colbnias de acaros foram isoladas para utilizacdo nos testes de letalidade de B. bassiana ao
acaro-da-necrose. A cepa de B. bassiana utilizada neste experimento foi escolhida com base
no trabalho de FREITAS et al. (2021) , no qual a cepa do Bb 032 foi a mais patogénica ao
acaro-vermelho-das-palmeiras Raoiella indica (Acari: Tenuipalpidae). Esta cepa pertence a
Embrapa Tabuleiros Costeiros e foi isolada em 1991 através de extrusdo de hifas do
exoesqueleto da praga de coqueiro Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae)
coletados em coqueirais de Aracaju — SE (Figura 3).

Figura 3. Cepa Bb 032 do fungo Beauveria bassiana. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

3.2 Reativacao da viruléncia da cepa de B. bassiana e preparacéo de suspensao de conidios

Para a reativacao da viruléncia da cepa Bb 032 de B. bassiana, uma suspenséo flngica de 108
conidios/ml foi pulverizada por meio de torre de Potter em bracteas de frutos colonizadas por A.
guerreronis. As bracteas foram mantidas em cdmara climatizada a 25 + 1°C, umidade relativa de 70
+ 10% e fotofase de 12 horas. Acaros mortos foram transferidos para camara imida para a extrusio
de hifas dos cadaveres e ap0s a reativacdo da viruléncia, a cepa foi inoculada em placas de Petri (9
cm @) contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA) e incubadas em camara climatizada a 25 + 1°C,
fotofase de 12 horas e umidade relativa de 70 = 10%, por 12 dias, até plena esporulacao.

Para a preparacdo das suspensdes do fungo, esporos foram raspados das placas de Petri, com
auxilio de uma espatula de ferro previamente flambada e, em seguida, transferidos para tubos de
ensaio para as diluicbes sucessivas para contagem e quantificagdo de esporos em camara de
Neubauer (Figura 4).



Figura 4. Quantificacdo de conidios de Beauveria bassiana através da cAmara de Neubauer.
Foto: Samuel Farias Santana (2022).

3.3 Determinacdo das concentracdes letais (CL) da cepa de B. bassiana ao acaro A.
guerreronis

Os procedimentos utilizados neste bioensaio foram descritos por SANTOS et al.,
(2019). Experimentos de concentracdo-mortalidade foram realizados no laboratério de
entomologia da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju SE. Para determinar as concentragdes
letais da cepa Bb 032 do fungo a adultos do acaro-da-necrose, cinco concentracdes do fungo
foram utilizadas: 6,5 x10?, 6,5 x103, 6,5 x10%, 6,5 x10° e 6,5 x10° conidios/mL e quantificadas
através de camara de Neubauer + espalhante adesivo Tween 80 (5mL/L) (Figura 5). Essas
concentracOes foram selecionadas por meio de bioensaios iniciais, situando-se entre os limites
inferior (0%) e o superior (100%) de mortalidade ao &caro-da-necrose.

Figura 5. Concentragdes do fungo Beuveria bassiana. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

As suspensdes foram pulverizadas por meio de uma torre de Potter a uma pressao de 34
Kpa, usando uma aliquota de 1,7 mL em arenas de perianto de frutos (disco de 2 cm de diametro).
Arenas do tratamento controle foram pulverizadas com agua destilada [35]. Apds as pulverizacgdes,
as arenas foram expostas ao ambiente natural por 30 minutos para secagem e em seguida transferidos
20 acaros adultos através de um pincel de cerdas macias. Em seguida, as placas foram transferidas
para camara climatizada BOD a 26 + 1°C, fotofase de 12 horas e umidade relativa de 70 + 10%. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado e para cada concentracdo e controle foram
utilizadas doze repeticbes (arenas), com 20 adultos cada, totalizando 120 &caros por concentracdo



Figura 6. Arenas confeccionadas com agar bacteriolégico sobre pedacos de perianto do fruto.
Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Figura 7. Camara climatizada tipo BOD. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

A mortalidade dos acaros foi avaliada apds 24 horas com auxilio de um microscopio
estereoscopico e considerados mortos pelo fungo quando mumificados e em seguida
submetidos a camara Umida para a extrusdo de hifas e confirmacdo de morte pela acdo do
fungo (Figura 8).
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Figura 8. Acaros infectados pelo fungo Beauveria bassiana com extrusdo de hifas. Foto:
Samuel Farias Santana (2022).

Os resultados de mortalidade obtidos por meio dos bioensaios de concentracdo-mortalidade
foram submetidos a analise de Probit por intermédio do procedimento PROC PROBIT do programa
SAS.

3.4 Inibigéo de crescimento micelial de B. bassiana

O experimento de seletividade foi conduzido no laboratério de fitossanidade da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, Aracaju - SE. Foram utilizados no bioensaio o 6leo de nim (Original Nim,
da empresa Base Fértil, composto por 0,12% p/p de azadiractina), 6leo mineral (Agefix E8, da
empresa Energis Brasil, composto por hidrocarbonetos parafinicos) e calda sufolcacica (oriunda de
producdo caseira, composta por agua, enxofre e cal virgem submetidos a fervura) (Figuras 9, 10 e
11).
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Figura 9. Oleo de nim comercial utilizado no experimento de seletividade ao fungo Beauveria
bassiana. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Figura 10. Oleo mineral comercial utilizado no experimento de seletividade ao fungo Beauveria
bassiana. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Figura 11. Calda sulfocélcica utilizada no experimento de seletividade ao fungo Beauveria
bassiana. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Placas de Petri (40 mm de diametro) foram vertidas com 20 mL de meio de cultura BDA e
apos o processo de solidificacdo do meio a temperatura ambiente, as concentracdes dos 6leos
CLso = 0,6%, CLgo = 1,6% do 6leo de nim, CLso = 0,6%, CLgo = 1,6% do 6leo mineral e 0,3°
Baumé da calda sulfocélcica foram aplicadas através de micropipeta (10 pl por placa) e
espalhadas com auxilio de alca de drigalski de vidro com base na metodologia adaptada de
QUEIROZ et al. (2020) (Figura 12). As concentragOes utilizadas baseiam-se em estimativas de
mortalidade desses 0Oleos e calda a outro acaro da mesma familia que A. guerreronis, o acaro-da-
falsa-ferrugem-dos-citros Phyllocoptrutura oleivora (Acari: Eriophyidae) (SANTANA, dados
ndo publicados).
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Figura 12. Placas de Petri vertidas com meio BDA. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Apbs as aliquotas dos 6leos e calda secarem, suspensdes fangicas obtidas de placas
repicadas da cepa Bb032, lidas e corrigidas a 6,0 x 107 esporos/mL, foram inoculadas através
de micropipeta (3 ul por placa) no centro de cada placa e, apds secagem, incubadas em
camara de crescimento (BOD) a 26 °C e fotoperiodo de 12 horas (Figura 13).

Figura 13. A e B —Suspensdo fungo Beauveria bassiana micropipetada em placas com éleo de
nim, 6leo mineral e calda sulfocélcica. C — Placas apds a inoculacdo de Beauveria bassiana.
Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Com auxilio de um paquimetro mensurou-se o crescimento micelial a partir de duas
medidas opostas da coldnia fungica, a cada dois dias, totalizando 4 avalia¢des (tempo) (Figura
14). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em que cada
unidade experimental foi constituida de uma placa de Petri, com 10 repeti¢cbes cada,
totalizando 60 placas com o controle. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas através do programa estatistico Statistica 7.0.
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Figura 14. Paquimetro utilizado para medicdo do crescimento micelial de Beauveria bassiana.
Foto: Samuel Farias Santana (2022).

4. RESULTADOS

4.1 Determinacdo das concentracdes letais (CL) da cepa Bb 032 ao acaro A. guerreronis

De acordo com a andlise de Probit, a concentracdo letal média estimada (CLso) foi de
1,31x105 conidios/mL e a CLgo em 2,04x106 conidios/mL para a cepa Bb 032 (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdes letais (CL) do fungo B. bassiana (Cepa Bb 032) a adultos de A.
guerreronis

(n = 720).

CLso (90% IC) CLsgo (90% IC) Inclinacédo X2 p gl
(xSE)

1,31x10° 2,04x10° 0,706+ 6,2 0,1022 3

(8,91x10% — 1,95x19°  (1,22x106 —3,83x10¢

4.2 Efeito da CLso e CLgo dos 6leos e calda sulfocélcica no crescimento do fungo

Os resultados indicam que os tratamentos tanto na CLso quanto na CLgo afetaram o
crescimento do fungo. O tempo também influenciou o crescimento micelial. Similarmente,
houve interacdo entre os tratamentos e o tempo (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2. Resumo da Anova para medidas repetidas para a CLso dos 6leos e da calda
sulfocalcica ao acaro A. guerreronis.

SS gl MS F p
Intercept 1041,135 1 1041,135 5513,130 0,000000
Tratamentos 44,796 3 14,932 79,069 0,000000
Erro 6,610 35 0,189 793,301  0,000000
Tempo 177,440 3 59,147 5,131 0,000009
Tempo x tratamentos 3,443 9 0,383
Erro 7,829 105 0,075

Tabela 3. Resumo da Anova para medidas repetidas para a CLgo dos 6leos e da calda
sulfocalcica ao acaro A. guerreronis.

Effect SS gl MS F p
Intercept 861,8860 1 861,8860  3538,774  0,000000
Tratamentos 31,3516 3 10,4505 42,908 0,000000
Erro 8,5244 35 0,2436

Tempo 116,9949 3 38,9983 520,308 0,000000
Tempo X 5,8664 9 0,6518 8,696 0,000000
Tratamentos

Erro 7,8700 105 0,0750

Os Oleos de nim e mineral, aplicados em suas respectivas CLsg, ndo diferiram
estatisticamente no crescimento do fungo em comparagéo ao controle, e para a CLgg foram diferentes
do controle e da calda sulfocalcica e semelhantes entre si no crescimento do fungo, ndo sendo
observados diferencas significativas de inibicdo nas placas de Petri ao final das avaliagcdes, em
relacdo ao controle. Ja calda sulfocélcica diferiu estatisticamente de todos os tratamentos, inibindo o
crescimento de B. bassiana com média de 1,7 cm (Figuras 15, 16, 17 e 18).
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Figura 15. Avaliacéo final do crescimento micelial de Beauveria bassiana submetido a CLsg
do 6leo de nim. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Figura 16. Avaliacéo final do crescimento micelial de Beauveria bassiana submetido
a CLso do 6leo mineral. Foto: Samuel Farias Santana (2022).
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Figura 17. Avaliacdo final do crescimento micelial de Beauveria bassiana submetido a 0,3°
Bé da calda sulfocalcica. Foto: Samuel Farias Santana (2022).
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Figura 18. Crescimento micelial (cm) do fungo B. bassiana submetido & CLso dos 6leos de
nim, mineral e 0,3°Bé da calda sulfocalcica.

Os 6leos de nim e mineral foram diferentes do controle e da calda sulfocélcica e semelhantes
entre si no crescimento do fungo, ndo sendo observados diferencas significativas de inibicao
nas placas de Petri ao final das avaliagdes, em relagdo ao controle (Figura 19, 20 e 21).
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Figura 19. Avaliacdo final do crescimento micelial de Beauveria bassiana submetido a CLgo
do 6leo de nim. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Figura 20. Avaliacdo final do crescimento micelial de Beauveria bassiana submetido a CLgg
do 6leo mineral. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Os 0leos em suas respectivas CLso e CLgo € a calda, interagiram ao longo do tempo
com o crescimento micelial apds 2, 4, 6 e 8 dias da aplicacdo com crescimento final com

média de 3,9 cm para CLso e 3,5 cm para a CLgo (Figuras 22 e 23).
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Figura 21. Crescirﬁento micelial (cm)nm&o fungo B. bassiana submetido a CLgo dos 0leos de
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Figura 22 - Crescimento micelial (cm) do fungo B. bassiana submetido a CLso dos 6leos de nim,
mineral, e da calda sulfocalcica ap6s 2, 4, 6, e 8 dias da aplicacao.
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Figura 23 - Crescimento micelial (cm) do fungo B. bassiana submetido a CLgo dos 6leos de nim,
mineral, e da calda sulfocalcica apos 2, 4, 6, e 8 dias da aplicacao.
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Na interacdo entre tempo/tratamento, a CLso dos 0leos de nim e mineral interferiram
de forma leve no desenvolvimento fungico apenas no primeira avaliacdo, apresentando
semelhanca entre o controle a partir da segunda avaliacdo até o final do experimento sendo
que a calda afetou o crescimento do fungo desde o primeiro dia (Figura 24).
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Figura 24. Interacdo entre os tratamentos e o tempo no crescimento micelial de B. bassiana
(cm) submetido a CLso dos 0leos de nim, mineral, e da calda sulfocalcica ao longo dos dias.

Para a mesma interacdo tempo x tratamento na a ClLgo, a calda sulfolcécica afetou
drasticamente o crescimento do fungo ao longo do tempo e que a partir do sexto dia, o 6leo de
nim apresentou inibicdo semelhante a calda até o final das avaliagbes (Figura 25).
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Figura 25. Interacdo entre os tratamentos e o0 tempo no crescimento micelial de B. bassiana
(cm) submetido a CLgg dos 6leos de nim, mineral, e da calda sulfocéalcica ao longo dos dias.

5. DISCUSSAO
5.1 Determinacdo das concentracdes letais (CL) da cepa Bb 032 ao &caro A. guerreronis

A CLso é a concentragdo media estimada em laboratdrio capaz de matar 50% da populagdo
de A. guerreronis. Ja a CLgo indica uma possivel concentragdo que poderia ser utilizada em
condigdes de campo, pois causa mortalidade de 80% da populacdo da praga. As concentracGes
encontradas apontam alta viruléncia ao acaro A. guerreronis.

O processo que permite aos conidios produzidos pelo fungo fixarem-se a cuticula dos &caros
é desempenhado por moléculas sintetizadas pela espécie, sendo denominadas de adesinas MAD1, e
a penetragdo das hifas através da degradagdo da cuticula ocorre através de enzimas como proteases,
quitinases e lipases (MORA, et al., 2017). Apds a penetracdo, as hifas se disseminam na hemocele
do acaro com consequente extrusdo de hifas de coloracdo branca sobre o exoesqueleto, formando
novos conidios (JUNGES, 2010).

A ClLgo estimada in vitro é a concentracdo ideal para a multiplicacdo massal das estruturas
reprodutivas do fungo para posterior pulverizacdo em condicdes de campo, as pulverizacdes devem
ser executadas de forma favordvel ao crescimento do fungo, preferencialmente ao final da tarde
onde os indices UV estdo baixos e umidade relativa favoravel.

Quanto menor as CL, mais agressivo 0 entomopatégeno e menores serdo 0S custos com a
producdo massal. A cepa Bb 032 apresentou uma uma baixa concentracdo para a ClLso em
comparagdo a outros trabalhos que apontam concentracdes superiores utilizando B.bassiana no
controle de &caros

Por exemplo, em estudo de letalidade de B. bassiana a P. oleivora, ALVES et al. (2005)
relataram que foram encontrados em toda a superficie corporal do acaro, conidios do fungo, bem
como foi observada a formagdo de cristais pequenos dentro do corpo do &caro, configurando a
colonizacdo da cavidade corporal deste, com a CLso estimada em 4,23 x 10° conidios/mL, superior a
estimada na presente pesquisa (Tabela 1).

LEKIMME et al. (2006) [23] mostraram que B. bassiana causou alta mortalidade ao acaro
Psoroptes ovis (Acari: Psoroptidae) in vitro, com CLsgo estimada em 4,26 x x10° conidios/MI,
superior a CLego estimada no presente trabalho. Outros bioensaios semelhantes foram feitos para
determinar as concentracdes letais de B. Bassiana ao acaro rajado Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae), determinando o potencial da espécie no controle da familia Tetranychidae.

ROBLES-ACOSTA et al. (2019) comprovaram a eficiéncia de B. bassiana no controle de P.
oleivora, com concentracfes do fungo aplicadas em casa de vegetacdo causando mortalidade ao
longo dos dias avaliados. MINGUELY et al. (2021) [29] avaliaram a mortalidade do acaro
Phyllocoptes gracilis Nalepa (Acari: Eriophyidae) submetido a duas espécies de entomopatdgenos
em uma concentracdo de 1 x 107 conidios/mL e encontrou maior letalidade do acaro para a cepa Bb
1.1 de B. bassiana (80% de mortalidade).
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5.2 Efeito da CLso e CLgo dos Gleos e calda sulfocalcica no crescimento do fungo

No entanto, o 6leo de nim pode ser aplicado para controle do &caro em sinergia com B.
bassiana, na CLgo uma vez que s interferiu o crescimento micelial a partir do sexto dia apés a
aplicacdo.

As propriedades antiflngicas do 6leo de nim séo atribuidas a moléculas bioativas encontradas
em sua composicdo como azadiractina, azadiradione, nibin e salannin, e do 6leo mineral sdo os
acidos graxos (COVENTRY et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2015). Porém a atividade antifingica
desses Oleos podem variar em fungdo do tipo de solo cultivado, estagdo do ano, bem como
propriedades singulares que cada espécie de fungo tem em resistir a penetracdo micelial através
de cuticula de artropodes praga (LINS et al., 2015).

O oleo mineral diferiu do controle em todas as concentracdes testadas (CLso € CLgo), 0 que
corrobora resultsados de AKBAR (2005), que demonstrou da CLsp de B. bassiana na presenca de
0leo mineral (CLso na presenca de 6leo mineral = 17,6 mg/ml, e CLso sem 6leo mineral = 29,9
mg/ml).

A calda sulfocélcica mostrou-se ndo seletiva a B. bassiana em todas as avaliaces. Essa
calda é formada através de uma reacdo balanceada entre o célcio e o enxofre dissolvidos em agua
e submetidos a fervura, e sua toxicidade esta relacionada a liberacdo dos gases toxicos, sulfeto de
hidrogénio (H.S) e dioxido de enxofre (SO2) (PATTARO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2004,
ANDRADE; PATTARO; OLIVEIRA, 2011).

Em estudos testando 6leos essenciais de nim, uma menor inibigdo foi encontrada (23,22%)
para o fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides (BURGUTE et al., 2019). Silva et al.
(2021) demonstraram em seu experimento que o 6leo de nim também n&o inibiu o crescimento
fangico de Fusarium sp e Aspergillus sp, isolados de feijdo.

J& em outras pesquisas realizadas por Dubey et al. (2009), foram testadas diferentes fontes
de Oleos vegetais de nim sobre a mortalidade do fungo fitopatogénico Macrophomina phaseolina,
encontrando 85% de inibicdo a 10 % do extrato de sementes.

De todos os tratamentos a calda sulfocalcica foi a que mais interferiu negativamente no
desenvolvimento do fungo, corroborando trabalhos na qual esta controlou doengas flngicas,
como em experimento feito por Junior et al. (2021) que constatou que a calda sulfocélcica pode
agir como método profilatico ao atrasar o inicio de epidemias causadas pelo fungo Erysiphe
necator em gemas dormentes de videiras.

Foi observado em estudo por MONTAG et al. (2005) que a calda sulfocélcica a 1,5%, 16
horas apds a infeccdo por sarna da macieira (Venturia inaequalis), agiu como fungicida nas
estruturas iniciais da infec¢do, ocasionando também interrupcdo do desenvolvimento, além de
reduzir o percentual de penetracdo mesmo 40 horas apos a infeccao.

Outro estudo avaliando nove agromateriais contendo em sua composigéo enxofre e cobre,
constatou que estes inibiram a germinacdo dos esporos do fungo Venturia nashicola, com
destaque para a calda sulfocélcica e o sulfato cuprico, que apresentaram acao antifingica sob o
fungo G. asiaticum, também testado no experimento (SONG; SEO, 2018), o que comprova a
maior inibicdo de B. bassiana pela calda sulfocélcica testada neste experimento.

1. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que o fungo B. bassiana apresenta acdo letal contra o
acaro-da-necrose A. guerreronis, sendo assim uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de um bioacaricida para o controle desta praga em coqueirais.
Adicionalmente, 0 seu uso pode ser associado aos 6leos de nim e mineral por serem seletivos
ao fungo, ou seja, ndo interferem no desenvolvimento do patégeno.
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