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RESUMO

PEREIRA, Raquel Moraes Costa. Tecnologia de aplicacédo de Beauveria bassiana (Hypocreales:
Cordycipitaceae) no controle de Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae) 2020. 116
f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdécio),
Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O objetivo da pesquisa foi avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de aplicacdo do fungo
Beauveria bassiana IBCB66 no controle de Hypothenemus hampei. Foram realizados dez
experimentos em laboratério com aplicacdo de suspensdes com blastosporos e com conidios
aereos de B. bassiana IBCB66, por trés métodos de aplicacdo: imersao, pulverizagdo em Torre
de Potter e caminhamento sobre conidios aéreos em p6. As suspensdes foram padronizadas em
2,4x10°, 1x10° 5x108, 1x108, 5x 107 e 1x107 conidios/mL™ e 0 p6 com concentragdes 1,14x10°;
5,7x10°% 1,14x108; 5,7x10"; 1,14x10" e 5,7x10% conidios/g. Em campo foram realizados
experimentos com os métodos: sachés disseminadores; pulverizagéo e polvilhamento na planta
e em solo. Com os sachés foram dois experimentos por 24 horas; um experimento por 15 dias
e um experimento por 30 dias. Para os experimentos de 24 horas e 15 dias, foram cinco
tratamentos com sachés de diferentes materiais, com concentracdes de conidios em arroz+fungo
em 2x10° conidios/g e conidios aéreos em p6 em 1x10% conidios/g, com uma testemunha e
cinco repeticdes. Para os sachés por 30 dias foram quatro tratamentos e uma testemunha, com
a concentracdo do po de conidios aéreos de B. bassiana em 5,98x10° conidios/g. Com 0s
métodos de aplicacao por pulverizacdo e polvilhamento em planta e em solo, nos experimentos
| e Il foi utilizada calda feita com p6 molhavel (WP) Ecobass® em 2x10%/ha, para o
experimento 11 a calda foi feita com blastosporos de IBCB66 em de 5x10*?/ha + Silwet a 0,1%.
O polvilhamento foi feito com p6 arroz+fungo (CP) com a concentragdo em 2x10%%/ha. Os
dados obtidos foram analisados por meio do teste ANOVA seguido de teste de Tukey a 5%,
por meio do software SISVAR® e o teste de Duncan a 5 % por meio do software SPSSS®
Statics, versdo 12.1. O método mais eficiente em laboratorio foi o0 caminhamento sobre pé de
conidios aéreos nas concentragdes 1x10%° e 1x108 conidios/g. Para os experimentos I, 11 e 11,
mesmo apos a terceira aplicacdo os indices de frutos brocados mantiveram-se altos. O saché
disseminador mais eficiente foi o papel filtro furado contendo conidios de IBCB66 puros, com
maior média de UFCs por ponto e custo de R$ 0,26 a unidade. Os conidios dos sachés expostos
em campo apos 30 dias apresentaram viabilidade acima de 89%. Os métodos de aplicacdo do

fungo B. bassiana utilizados nesta pesquisa apresentaram eficiéncia no controle de H. hampei.

Palavras-chave: Eficiéncia. Suspensdes. Blastosporos. Disseminadores. IBCB66. Conidio po.



ABSTRACT

PEREIRA, Raquel Moraes Costa. Tecnologia de aplicacdo de Beauveria bassiana (Hypocreales:
Cordycipitaceae) no controle de Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae). 2020. xx
f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) —
Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The objective of the research was to evaluate the efficiency of different methods of application
of the fungus Beauveria bassiana IBCB66 in the control of Hypothenemus hampei. Ten
experiments were carried out in the laboratory with the application of suspensions with
blastospores and with B. bassiana IBCB66 aerial conidia, by three application methods:
immersion, spraying in Potter Tower and walking over powdered aerial conidia. The
suspensions were standardized at 2.4x10° 1x10°, 5x108, 1x10%, 5x 10" and 1x10’ conidia/mL-
1 and the powder with concentrations of 1.14x10°% 5.7x10% 1.14x10%; 5.7x10"; 1.14x10’ and
5.7x10° conidia/g. In the field, experiments were carried out with the methods: disseminating
sachets; spraying and sprinkling on the plant and soil. The sachets were two experiments for 24
hours; an experiment for 15 days and an experiment for 30 days. For the experiments of 24
hours and 15 days, there were five treatments with sachets of different materials, with
concentrations of conidia in rice+fungus in 2x10° conidia/g and aerial powder conidia in 1x10*°
conidia/g, with a control and five repetitions. For sachets for 30 days there were four treatments
and one control, with the concentration of B. bassiana aerial conidia powder in 5.98x10°
conidia / g. With the methods of application by spraying and sprinkling on plants and on the
ground, in experiments | and 11, grout made with wettable powder (WP) Ecobass® was used in
2x10%%/ha, for experiment 111 the grout was made with blastospores of IBCB66 in 5x10* /ha +
0.1% Silwet. The sprinkling was done with powder rice + fungus (CP) with the concentration
in 2x10%/ha. The data obtained were analyzed using the ANOVA test followed by the Tukey
test and 5%, using the SISVAR® software and the 5% Duncan test using the SPSSS® Statics
software, version 12.1. The most efficient method in the laboratory was walking on aerial
conidia powder at concentrations 1x10° and 1x108 conidia/g. For experiments I, 11 and 111, even
after the third application, the brocade fruit indexes remained high. The most efficient
disseminating sachet was the perforated filter paper containing pure IBCB66 conidia, with a
higher average of UFCs per point and a cost of R $ 0.26 per unit. Conidia of sachets exposed
in the field after 30 days showed viability above 89%. The B. bassiana fungus application

methods used in this research showed efficiency in the control of H. hampei.

Keywords: Efficiency. Suspensions. Blastospores. Disseminators. IBCB66. Conidium powder.
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1. INTRODUCAO

Uma das “commodities” mais importantes do Brasil é um arbusto da familia
Rubiaceae e do género Coffea, o café, cultura que tem uma histéria importante e de destaque
(D’AGOSTINI et al. 2008). O cultivo teve inicio no estado do Para e, posteriormente, devido
as condicdes climaticas favoraveis, teve seu cultivo ampliado rapidamente em estados como
Maranh&o, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais. O café era entdo uma
cultura secundaria no cendrio nacional, entretanto em pouco tempo tornou-se um dos
produtos-base da economia brasileira (CARVALHO, 2007).

Com a expansdo da cultura cafeeira em um pais tropical, também vieram
problemas com doencas e pragas. Em 1927 foi fundado o Instituto Biologico de Defesa
Agricola e Animal, sob a direcdo de Arthur Neiva, com o objetivo de desenvolver técnicas
fitossanitarias e métodos de controle de uma das principais pragas da cultura cafeeira: a broca-
do-cafe. Desde entdo pesquisas séo feitas e demais estudos sobre esta praga, alem da divulgacgéo
de conhecimento cientifico aos cafeicultores (REBOUCAS et al. 2009; REBOUCAS, 2017).

O Brasil é hoje o maior produtor e exportador de café e segundo maior consumidor
do produto no mundo (SOUZA et al. 2013; CONAB, 2017). O fato de o pais possuir uma
variedade de climas, relevos, altitudes e latitudes que permitem a producéo de uma ampla gama
de tipos e qualidades de cafés que alcangam alto valor comercial colaboram para esses fatos
(BRASIL, 2017).

O parque cafeeiro brasileiro esté estimado em 2,22 milhdes de hectares. Sao cerca
de 287 mil produtores, predominando mini e pequenos, em aproximadamente 1.900 municipios
que, fazem parte de associacGes e cooperativas. De acordo com informacbes da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), a area cultivada no pais totaliza 2,16 milhdes de
hectares, com o crescimento de 1,4% em relacdo a 2019 (CONAB 2017; CONAB 2020).

A espécie Coffea arabica é a mais sensivel a infestacdo pelo besouro
Hypothenemus hampei, a broca-do-café. Sua origem ¢ africana e foi identificada pela primeira
vez em 1913, no municipio de Campinas, Estado de Sao Paulo, causando enormes prejuizos
aos produtores da época (SILVA, 2006; MESQUITA et al., 2016).

Como ja se sabe, o Brasil é um pais de clima tropical e possui uma grande
diversidade de microclimas. Sendo assim, em grandes monoculturas como a do café, essas
condicdes geram a necessidade de melhorias e adequacges das técnicas de producdo e controle
de insetos-praga, de forma sustentavel, levando em conta tanto as diferencas geograficas quanto

as dimensdes das propriedades produtoras (IBGE, 2016).
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A praga de maior importancia na cultura cafeeira, H. hampei, é também a de
maior dificuldade no manejo (CURE et al., 2020). O besouro possui ciclo biolégico que permite
rapida proliferacdo. Tem habito criptico e multivoltino o que a torna uma praga de dificil
manejo e sem perspectivas de erradicacdo (LAURENTINO, 2004; LEITE, 2016; MOTA 2017).
A praga provoca danos perfurando e ovipositando exclusivamente os frutos em qualquer das
suas fases, causando perdas consideraveis a producdo. A acdo da broca ocasiona significativa
perda tanto da qualidade final da bebida, quanto do peso do gréo para a venda (SOUZA; REIS,
1997; BENASSI, 2000; MOTA, 2013).

Desde 2013, com a proibicéo do uso do organoclorado endosulfan pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a proliferacdo de H. hampei tem aumentado nas
lavouras. Atualmente os métodos de enfrentamento deste besouro, em sua maioria, S&0
derivados do préprio endosulfan como o ciantraniliproli que possui menor indice de toxicidade
(EMBRAPA, 2020).

De acordo com Silva et al. (2012), politicas internacionais exigem cada vez mais
alternativas ao uso de defensivos agricolas, o que da destaque para as técnicas de controle
bioldgico por meio do uso de fungos entomopatogénicos. Além disso, as tecnologias de
aplicacdo de bioprodutos ainda sdo feitas com as mesmas tecnologias de aplicacdo da
agricultura convencional (SANTOS, 2005b). Esta situacdo pode justificar realizacdo de
pesquisas para melhorias e avancos na area de controle bioldgico.

Como forma mais voltada ao desenvolvimento sustentavel no agronegocio, o
controle bioldgico a base do fungo Beauveria bassiana tem sido alternativa promissora de
manejo e controle da broca-do-café. O fungo € cosmopolita, ocorre naturalmente no ambiente
e é comum maior ocorréncia em anos chuvosos (ALVES, 1992; ALVES, 1998, PARRA; REIS,
2013).

Em estudos de laboratorio na aplicacdo de B. bassiana contra o besouro
Cosmopolites sordidus, Soares et al. (2012) registraram 60 % de eficiéncia no controle
bioldgico da praga. No entanto, de acordo com Botero (2018), o fungo aplicado em campo nas
concentragdes minimas de 1x10° por hectare, pode alcangar 100% de eficiéncia na mortalidade
de H. hampei.

Tendo em vista a necessidade de melhoria e avan¢os no controle biolégico e o
problema com a broca-do-cafeé, este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes
métodos de aplicacdo do fungo B. bassiana IBCB66 no controle de H. hampei, incluindo testes

para nova tecnologia de disseminacao de conidios aéreos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de aplicacdo do fungo Beauveria
bassiana no controle de Hypothenemus hampei, a broca-do-cafeé.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo da mortalidade de fémeas adultas de H. hampei pelos métodos de: imersao
com suspensdo de blastosporos, pulverizacdo em Torre de Potter com suspensdo de
conidios aéreos e caminhamento sobre pd de conidios aéreos em condi¢cdes de
laboratorio;

e Avaliacédo da eficiéncia do fungo B. bassiana em campo por meio de metodologias de
polvilhamento e pulverizacdo na planta e em solo em condicGes de campo;

e Avaliacdo de tecnologia de aplicacdo de conidios aéreos de B. bassiana por meio de
disseminadores em forma de sachés em condi¢des de campo;

Realizacdo de estudos econdmicos para o controle de H. hampei.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cultura cafeeira no mundo e no Brasil

A cultura do café, remonta aos primordios da cultura de pastores de cabras. Até
os dias de hoje sem evidéncias reais de sua descoberta, mas com relato de que sua possivel
origem foi detectada pelo pastor Kaldi que viveu na Etidpia a cerca de mil anos. Assim sendo
0 pastor, com a ajuda de um monge local, resolveu usar os graos em forma de infuséo e passou
a consumi-la. Desde entdo, a descoberta espalhou-se rapidamente pela regido, criando
imediatamente, uma demanda muito grande pela bebida (MARTINS, 2008; ABIC, 2019).

Conforme estudos de Martins (2008), existia também a forma de consumo, feita
por etiopes, que consistia em macerados de grdos maduros misturados a banha e até produtos
alcoolicos gerados por fermentagdo. Apds a descoberta dos resultados excitatérios da bebida,
os arabes foram os primeiros a dominar o cultivo de Coffea e apenas permitiam a saida do grédo
de seu territdrio apos retirarem a semente do pergaminho para evitar o brotamento. Entretanto,
nessa disputa, foram os holandeses a conseguirem o cultivo da planta em estufas, o que facilitou
a difusdo pelo territorio europeu.

No Brasil, com campos implantados cada vez maiores também vieram 0s
problemas. A infestacdo das lavouras com H. hampei, a broca-do-café, na década de 1920,
coincidiu com a queda da bolsa de Nova York, onde juntas provocaram uma queda na economia
nacional gerando para a sociedade cafeeira necessidades que levaram a mobilizacdo do Estado
na busca por soluc@es. Diante dessa busca, o governo do Estado de S&o Paulo criou o Instituto
Biologico oficialmente no ano de 1927, com o objetivo de encontrar solucdes fitossanitarias
adequadas ao combate da praga nos cafezais (SAES; NAKAZONE, 2002; REBOUCAS et al.,
2009).

Desde entdo, medidas de prevencdo e combate ao besouro foram estudadas e
aplicadas, mas apenas na década de 1970 que houve realmente uma mudanca significativa. Por
meio do Plano de Renovacéo e Revigoramento de Cafezais, organizado pelo ja extinto Instituto
Brasileiro de Café (IBC), houve mudancas na forma de uso da terra, bem como nos
equipamentos, encerrando assim, 0 uso da lavoura condicionada apenas as condi¢fes naturais

do ambiente e levando a ado¢do de novas tecnologias (IBGE, 2016).
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Atualmente, sdo conhecidas cerca de 123 espécies, sendo duas principais para
comercializacdo, Coffea arabica e Coffea canephora (robusta ou conilon), e que apresentam
grandes variedades de linhagens, permitindo campos produtivos com diferentes condicoes
geocliméticas (DAVIS et al., 2006; BRASIL, 2018; ABIC, 2019).

A cultura cafeeira, assim como a da cana, foi e é de fundamental importancia no
desenvolvimento da economia, da infraestrutura, entre outras areas de relevancia para Brasil. A
producéo do café foi tida, ainda no século XIX, como o ouro verde tamanha foi a importancia
do cultivo e resultados financeiros para a sociedade da época. Hoje, além do pais ser o maior
produtor e exportador de café do mundo, é também o segundo maior consumidor do produto
(EMBRAPA CAFE, 2017; CONAB, 2018). Atualmente o café é produzido em diferentes
regides do territdrio nacional, com maior concentracdo nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo,
Espirito Santo e Paranad. Mas também ha producéo significativa na Bahia e em Rondénia. O
Estado de Minas Gerais € o maior produtor interno, com produtividade entre 26,42 a 27,68
milhdes de sacas (CONAB, 2019).

Conforme dados da EMBRAPA Café (2019), no ano cafeeiro 2018-2019, a
producdo mundial de café ardbica foi estimada em 104,01 milhdes de sacas e a de café robusta
em 63,5 milhdes, totalizando cerca de 167,47 milhdes de sacas no geral. Em relagdo ao consumo
mundial para 0 mesmo periodo, tanto de paises produtores como exportadores, estimou-se um
volume de 165,19 milhdes de sacas consumidas, confirmando as expectativas de crescimento
continuo de mercado.

Hoje, o café tornou-se um produto apreciado mundialmente e nas mais variadas
formas de consumo. Além disso, ha diminuicdo do uso dos cafés tradicionais em paises mais
desenvolvidos e um aumento significativo no consumo dos especiais. Este fato gera a
necessidade de uma cadeia industrial renovada, que exige dos produtores de café cuidados com
a qualidade da producéo principalmente na diminuicdo do uso de defensivos agricolas (SAES;
NAKAZONE, 2002).

Em um sistema de monocultura como o do café, sdo constatados problemas
fitossanitarios especificos, como por exemplo, a infestacdo por Hypothenemus hampei e 0s
danos econémicos oriundos do desenvolvimento bioldgico da praga (COSTA et al., 2002).

O coledptero H. hampei esta presente em praticamente todos os territérios em
que ha cafeicultura (VEGA et al., 2015). Resultados de levantamento estatistico de Jaramillo et
al. (2006) apontam alguns paises com indices considerados altos de infestacdo pela praga broca-
do-café: Tanzania 90%, Malésia 50-90%, Uganda 80%, Colémbia 60%, México 60%, e
Jamaica 58-85%.
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De acordo com relatoério da Organizacao Internacional do Café (OIC), apesar da
bienalidade negativa para a produtividade de Coffea arabica, o Brasil deve permanecer na
lideranca produtiva do grdo para o periodo 2019/2020 (CONSORCIO PESQUISA CAFE,
2020). Ademais, sendo o maior produtor e exportador mundial, o pais passa a ser o que mais
deve se preocupar com aspectos fitossanitarios e da sustentabilidade na cadeia produtiva do
cafeeiro.

Na busca por melhor produtividade e pela diminuigdo de custos com o ataque de
pragas, doencas e pela melhor adaptacdo da cultivar aos fatores climaticos, foram também
desenvolvidas diversas variedades melhoradas geneticamente tendo como base as espécies C.
arabica e C. canephora. Uma lista delas pode ser encontrada nos sites dos institutos de
pesquisas tais como: Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) www.iac.sp.gov.br, Instituto
Agrondmico do Parana (IAPAR) www.iapar.br e Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
para estudos do café (EMBRAPA CAFE) www.embrapa.br/cafe. As cultivares produzidas
podem ser conferidas também na listagem do Registro Nacional de Cultivares do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2018).

Desde 2013, quando o Endosulfam teve seu uso proibido pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os problemas com a praga H. hampei voltaram a preocupar
produtores, com os indices de infestacdo podendo ficar acima dos danos econdmicos (ABIC,
2018; INCAPER, 2018).

3.2 Pragas do cafeeiro

A ocorréncia de pragas em lavouras cafeeiras € comum no mundo todo. Esses
insetos-praga, se ndo controlados adequadamente, podem afetar todas as etapas da cadeia
produtiva, trazendo grandes prejuizos a producdo (PARDEY et al., 2015).

Com o aumento da producdo cafeeira no Brasil, foi observado aumento
significativo no nimero de pragas, tanto primarias, quanto secundarias. Esta situacdo esta
relacionada ao uso excessivo de defensivos agricolas, bem como deficiéncias técnicas de
manejo, trazendo consequéncias diversas ao homem quanto ao meio ambiente (SILVA,
BRITO, 2015).

Sdo consideradas como principais pragas na cafeicultura: o bicho-mineiro
Perileucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae), a broca-do-café Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae) e as cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae) (ALVES, 1998; GAMA
et al., 2006; PARRA; REIS, 2013; MESQUITA, 2016).
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J& se sabe que o territério brasileiro possui uma variedade de climas, relevos,
altitudes e latitudes que permitem a producgédo de uma ampla gama de culturas e, com isso, a
necessidade de investimentos em tecnologias e melhores formas de manejo em ambientes
tropicais e suas especificidades (PARRA, 2016; BRASIL, 2018).

O Manejo Integrado de Pragas é uma forma de gerenciamento agricola que
permite manter a densidade populacional de um organismo-praga abaixo do nivel de dano
econdmico (EHLER, 2006). O uso integrado das técnicas de combate possiveis aos insetos-
praga, selecionadas como base nos parametros econémicos, ecoldgicos e sociolégicos devem

ser considerados e adotados mesmo que de forma gradativa (ZANETTI, 2013).

3.3 Hypothenemus hampei, a broca-do-café

Conforme relatorio de pragas e doencas do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (BRASIL, 2019), a espécie Hypothenemus hampei pertence a ordem
Coleoptera, familia Curculionidae, sub-familia Scolytinae e ao género Hypothenemus, tendo
como sinonimia Stephanoderes hampei (Ferrari, 1867), Stephanoderes caffeicola (Ferrari,
1867), Cryphalus hampei (Ferrari, 1867), entre outros.

A broca-do-café é de origem africana e foi reconhecida como praga em 1901, no
Congo e, no Brasil, por volta de 1910. Em 1913 foi considerada praga devastadora causando
grandes prejuizos as lavouras de cafée (BATISTA FILHO et al.,, 1989; REVISTA
CAFEICULTURA, 2006; REBOUCAS, 2009; INFANTE et al., 2014).

Em estudos realizados por Machado (2004), por meio de analises genéticas de
linhagens da broca-do-café, foi sugerido que a introducdo do inseto nas Americas se deu
inicialmente pelo territorio brasileiro, espalhando-se apds por Peru e Colémbia.

Da entrada da praga se propagou no Estado de Sdo Paulo, tendo como inicio 0s
cafezais do municipio de Campinas, por volta de 1913, e desde que o organoclorado
Endosulfam teve seu uso proibido por sua alta toxicidade, tem se tornado a praga de maior
importancia nas lavouras cafeeiras (INFANTE et al., 2014; MOTA, 2017; D’AGOSTINI et al.,
2018; BRASIL, 2018).

De acordo com Leite (2016), fatores climaticos, tais como: aumento de umidade
e sombreamento, maior adensamento, dificuldades de mecanizacdo da colheita e a coleta de

grdos pos colheita, favorecem o desenvolvimento e proliferacdo da praga.
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O coledptero H. hampei é resistente, pois adapta-se bem as condi¢des do
ambiente, conseguindo sobreviver em sementes no solo e nas mais variadas condicdes de
maturacdo. Os maiores niveis de infestagdo sdo observados em anos com maiores indices
pluviométricos e entressafra Umida no ano anterior, mas também se observa a proliferacdo do
inseto em periodos de estiagens, com um ciclo mais curto e mais rapido (SILVA et al., 2013).

Apos o banimento do quimico endosulfan, que mais eficiéncia tinha sobre o
controle da praga H. hampei, ainda n&o foi encontrado substituto equivalente. Seu uso foi
interrompido em territério nacional a partir de julho de 2013, por suas moléculas serem
cumulativas no ambiente e seu potencial carcinogénico ser elevado. Este agrotdxico pertence
a0 grupo de organoclorados e faz parte da lista de POP’s (poluentes organicos persistentes) de
que trata a convengdo de Estocolmo (BRASIL, 2018).

O controle bioldgico por meio de fungos entomopatogénicos, bem como por seus
predadores e parasitoides, tem sido alternativa de combate ao inseto (BEZERRA, 2013;
PARRA; REIS, 2013; BATISTA-FILHO, 2016).

3.3.1 Aspectos biologicos, fisioldgicos, etoldgicos e morfoldgicos

A broca-do-café é um inseto que co-evoluiu com o género Coffea tornando-se
dependente bioticamente das condic¢Ges do cafeeiro para seu desenvolvimento e continuidade
da espécie. Logo, interferéncias na fenologia do café vao causar alteraces no ciclo da praga
(FERREIRA et al., 2000; JARAMILLO, 2008). No entanto, existem registros de resultados de
pesquisas que mostram que em condicdes especificas o inseto pode também migrar para outros
hospedeiros, mas sem conseguir éxito em seu desenvolvimento (LAURENTINO; COSTA,
2004). Convive com diversos tipos de fungos tanto da parte edafica quanto aérea das plantas de
café, sendo considerada boa transportadora desses fungos no ambiente de cultivo de C.
canephora (GAMA et al., 2005).

De habito criptico e mono6fago, H. hampei tem ciclo realizado totalmente intra-
fruto e apenas a fémea, quando ja adulta e fecundada, deixa o fruto de origem para proliferacéo
e, consequentemente, infestacdo de novos frutos. Foi descrita por em 1867, pelo entomologista
austriaco Ferrari (SOUZA; REIS, 1997; LAURENTINO; COSTA, 2004; MOTA, 2013).

Ao sair em busca de outro fruto para a oviposicao, a broca-do-café perfura o gréo
ainda verde, permanecendo ou ndo no seu interior até que os niveis granacdo (fase de
diminuicdo da porcentagem de A&gua dentro do fruto) estejam adequados para ©

desenvolvimento da prole e enquanto esses niveis ndo apresentam umidade adequada ndo ha
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colonizacdo e o inseto pode abandonar o fruto. Entretanto, as aberturas feitas pelo besouro
podem servir de porta de entrada para outros tipos de micro-organismos, que podem igualmente
causar danos significativos ao produto final (LAURENTINO; COSTA, 2004; MOTA, 2013).

Diferencas na fenologia do café podem interferir na reproducéo de H. hampei,
bem como no nimero de frutos brocados, uma vez que a idade das plantas, juntamente com
chuvas ou secas fora de época, promovem um microclima que favorece ciclos mais ou menos
rapidos, com mais ou menos frutos perfurados (CIIAGRO, 2018). Nesse contexto, conforme
Silva et al. (2017), a diapausa é também uma estratégia evolutiva que a broca-do-café utiliza
para manter-se em campo apos a colheita.

A fisiologia de H. hampei é especifica e dependente da interacdo de bactérias de
seu intestino na degradacdo da cafeina e isso garante sua sobrevivéncia. Substancias excitatorias
podem ser encontradas em diversos organismos. Além do cafeeiro, em mais de outras 60
plantas, a cafeina (1,3,7-trimethylxanthine) pode ser identificada. Este alcaloide é considerado
muito toxico para diversos tipos de micro-organismos, mas, no entanto, alguns deles conseguem
realizar o processo de degradacdo (TAGLIARI et al., 2003).

Estudos realizados em 16 paises com amostragens do besouro H. hampei,
demonstraram que os genes identificados HhMAN1 comprovam a transferéncia genética lateral
a partir de bactérias. Esses micro-organismos que existem na flora intestinal do inseto e
auxiliam na degradacéo da cafeina de tal maneira que permite a sobrevivéncia da broca-do-cafée
apos sua alimentacdo. Sem essa capacidade fisiologica seria inviavel o desenvolvimento de H.
hampei em Coffea (CEJA-NAVARRO et al., 2015). Também, analises realizadas com cerca de
37 amostras do coledptero e de diferentes localizagdes geogréficas, indicam que essa
codificacdo é pretérita & disseminagéo do inseto apds sua saida do territorio Africano (ACUNA
etal., 2012).

Devido a relacdes ecoldgicas intraespecificas, niveis baixos de variabilidade
genética de H. hampei foram identificados e este pode interferir no manejo direto do coledptero,
sugerindo resisténcia para quimicos pelo fato da alta endogamia e rapida proliferacdo
(JARAMILLO et al., 2006).

A broca-do-café, em seus aspectos morfoldgicos, possui 0 primeiro par de asas
bem resistente de consisténcia cornea, antenas do tipo capitada, aparelho bucal tipo mastigador,

tarsos providos de garras, cercos ausentes e olhos compostos.
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O dimorfismo sexual existe, sendo 0 macho de tamanho diminuto variando entre
1,0 e 1,2 mm e a fémea variando entre 2,0 e 3,0 (Figura 1). O macho possui além do élitro, asas
vestigiais atrofiadas e ndo voa. J4 a fémea, tem asas posteriores membranosas com veias
longitudinais e transversais e capacidade para voo (GULLAN; CRANSTON, 2012; VEGA et
al. 2015; FUNDACCER, 2016).

Figura 1 — A: Hypothenemus hampei vista dorsal; B: H hampei vista lateral; C: Macho de H. hampei com élitros
levantados; D: Fémea de H. hampei com asa membranosa exposta. Fonte: Imagens: A- adaptada de VEGA et al.,
2015; B — adaptada de Oliveira Filho (1927) — Arquivos do Instituto Biol6gico; C e D adaptadas de FUNDACCER,
2016.

A broca-do-café possui ciclo holometabolo (LAURENTINO; COSTA, 2004)

com fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2).

Figura 2 —Ciclo de vida de Hypothenemus hampei, a broca-do-café; A- ovos; B- larva; C- Pupa fémea; D — Adulto
fémea. Fonte: Adaptada de: COSTA, V. A., CAPSA, IB, Campinas - SP.
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A proporgdo sexual é de 1 macho para 10 fémeas. Seu ciclo entre a oviposigao e
fase adulta varia entre 20 e 45 dias, dependendo das condices bidticas e abidticas. O periodo
em dias para cada fase pode ser: incubagéo: 4 a 13,5; larvas: 11 a 29,5; pupa: 2 a 14 e de adulta:
21 a 156 dias. Cada fémea ja sai do grdo copulada. Pode colocar em cada camara escavada no
endosperma (semente) cerca de 20 a 30 ovos e ao longo de sua vida reprodutiva entre 75 e 150,
abandonando o fruto para reiniciar a colonizacdo (MATHIEU, 2001; COSTA et al. 2002;
LAURENTINO; COSTA, 2004; FUNDACCER, 2016; MESQUITA, 2016).

3.3.2 Danos causados ao café

Desde que o organoclorado endosulfan teve seu uso proibido por sua alta
toxicidade tanto ao homem quanto para o ambiente (BRASIL, 2018), restaram poucas opgoes
para o controle do besouro H. hampei e com baixo custo (KROHLING et al., 2017).

A preocupacdo com a infestacdo do besouro praga H. hampei por parte dos
produtores da regido do Cerrado e do Sul de Minas Gerais foi grande na safra 2017/2018. Dos
quase 14 mil cooperados da Cooxupé, cooperativa localizada em Guaxupé (MG), 16%
apresentaram problemas com a broca-do-café. Os problemas com a broca foram da ordem de
6% nasafra2017/2018, nimero que triplicou afetando aproximadamente mais de 110 mil sacas
em 2017 (SNA, 2017, CANAL RURAL, 2017).

A alimentacéo do besouro dentro do fruto do café pode causar queda precoce do
mesmo na lavoura, gerando perdas de cerca de 20% do peso. Além da diminuicdo da qualidade
tanto qualitativa quanto quantitativa, ha também a depreciacdo da bebida final em funcdo das
alteracbes quimicas causadas por metabolitos produzidos pelo besouro (REIS, 2016;
CAFEICULTURA, 2017; ABIC, 2018). Esses danos sdo consideraveis (Figura 3).

Figura 3 — A: sementes infestadas ainda dentro do pergaminho; B: Sementes de fruto verde com broca e presenca
de fungos na cAmara escavada; C: fruto maduro infestado e apresentando ‘Dust/frass’; D: fruto maduro e seco com
furos no pergaminho. Fonte: RMCPereira, 2019.
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A praga Hypothenemus hampei pode ser monitorada como forma de prevengao
no manejo da lavoura, a fim de ndo permitir que ocorra indices que ultrapassem o nivel de dano
econbmico. Além disso, indica o melhor momento de realizar a aplicagdo de produtos no
combate a praga. Deve ser iniciado aos 80-90 dias ap6s a florada do cafezal. Este periodo
coincide com época de transito do inseto-praga que, em geral ocorre entre outubro a dezembro,
podendo variar de novembro a janeiro, lembrando que a fase de florada pode ser diferenciada
em funcdo da idade das plantas e das condicdes bidticas e abidticas do ambiente (MESQUITA,
2016; FUNDACCER, 2016).

Pode ser feito por meio do uso de armadilhas (Figura 4) que podem conter
volateis atrativos a broca e serem confeccionadas de forma artesanal em garrafas plasticas ou
compradas prontas. O monitoramento também pode ser feito por meio da anélise dos frutos nas
rosetas (conjunto de frutos ao redor do ramo) da planta e contagem de 100 grdos brocados,
sendo o limite aceitavel em 3% (BEZERRA, 2013; MOTA, 2017; FUNDACCER, 2016).

Figura 4 — A, B, C: armadilhas em pet modelos IAPAR; D: armadilha industrializada. Fonte: Imagens adaptadas:
A, B e C: do manual de combate & broca-do-café EMBRAPA/FUNDACCER, D: terraviva.com.br.

No caso da porcentagem de grdos brocados ultrapassar o limite de 3%, é
necessario fazer manejo mais rigoroso adotando-se preferencialmente o manejo integrado de
pragas (MIP), podendo contemplar os controles: biolégico, cultural e até mesmo o quimico
(LAURENTINO; COSTA, 2004; MESQUITA, 2016; FUNDACCER, 2016; SNA, 2017).

3.4 Controle biologico
A historia do controle bioldgico esta diretamente relacionada com a existéncia e

evolucdo do homem no planeta e principalmente ao desenvolvimento da agricultura. Ha

registros do uso desta técnica natural por civilizagbes antigas como a chinesa, a hebraica, a
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egipcia e a grega. No século Il a.C., chineses ja utilizavam Oecophylla smaragdina contra
Tesseratoma papillosa e, em 1.182 para efetivacdo no combate a Schistocerca gregaria foi
elaborada a primeira Lei para controle biologico contra esta praga (PARRA et. al., 2002;
WAQUIL, 2019).

No mundo, o marco do controle bioldgico classico aplicado se deu em 1888 e
teve grande éxito. O grande acontecido foi em funcdo dos problemas causados por Icerya
purchasi (Hemiptera: Margarodidae). Oriundo da Australia, foi introduzido nos Estados Unidos
sem seu predador natural, a joaninha australiana Rodolia cardinalis (Coleoptera:
Coccinellidae). Em 1889, os resultados do controle bioldgico foram 6timos, consagrando a
técnica (PARRA, 2011).

O uso de ser vivo para controlar ser vivo é uma técnica na qual se leva em
consideracdo aspectos ecoldgicos, bem como especificidades intraespecificas da teia tréfica.
Isso gera vantagens frente a outros métodos de controle nas lavouras pois permite equilibrio
ambiental e reduz drasticamente riscos de contaminacdes residuais de defensivos agricolas nos
alimentos e, consequentemente, a satde humana. Além disso, a adogdo do controle biologico
minimiza a possibilidade de resisténcia a inseticidas, ressurgéncia e a diminuicdo de pragas
secundarias e colabora para o uso consciente da biodiversidade, bem como sua valorizagédo
(PARRA et al., 2002; CNI, 2016; 1B, 2019).

Apesar do alto potencial do uso do controle bioldgico, existem desafios a serem
vencidos, como por exemplo, em regides tropicais que possuem macro e micro climas variados,
com grande amplitude térmica ao longo do dia, o que facilita a manutencgéo do ciclo bioldgico
de muitas pragas (ALVES, 1998). Um outro aspecto que dificulta a aplicacdo de controle
bioldgico sdo os projetos que, ndo tem continuidade e sdo, em geral, executados de forma
regional e sem o conhecimento técnico adequado. A falta de interdisciplinaridade também é
considerada causa do pouco uso de potenciais inimigos naturais para muitas pragas (PARRA et
al., 2002).

A descoberta e a possibilidade de registro de novas moléculas quimicas de
pesticidas, com modo de a¢do inovador, para os proximos 10 anos € quase nula (IRAC, 2017).
Isso corrobora com registros do crescimento do nimero de bioinseticidas e do uso do controle
biolégico por meio de fungos entomopatogénicos como o Beauveria bassiana no combate a H.
hampei, a broca-do-café, e a doencas como a ferrugem, causada por Hemileia vastatrix,
combatida pelo fungo Lecanicillium lecanii (MESQUITA, 2016).

No Brasil, as primeiras referéncias acerca de organismos entomopatogénicos

sobre pragas, tém registros em 1920 e os primeiros estudos em 1932. Mais precisamente na
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década de 1960, o controle bioldgico passa a ter programas de pesquisa cientifica de forma inter
e multidisciplinar e, em 2008, é feito o primeiro registro de fungicida biolégico (ALVES, 1998;
PARRA, 2016).

Apesar dos desafios para a implantacdo do controle bioldgico em lavouras
brasileiras, ha registros de que esse uso vem aumentando em torno de 15 a 20% ao ano com
expectativas de faturamento de 15% para o mercado brasileiro no setor de biodefensivos
(AGROANALYSIS, 2016; APGCNOTICIAS, 2019).

De forma mais sustentavel do ponto de vista socioeconémico e agroambiental,
sistemas de cultivo de organicos tém tido aumento no uso de bioprodutos em detrimento aos
quimicos. O uso do controle quimico vem sendo repensado por pesquisadores, Orgaos
governamentais e pelos préprios agricultores. Essa mudanca tem resultado em maior sanidade
e estabilidade da producdo com menor custo e maior seguranca ao meio ambiente (ALVES,
1998; TAMAI et al., 2002).

Entre o0s organismos usados no controle biologico, os fungos
entomopatogénicos, apesar de terem seu uso ja ha séculos, estdo sendo considerados
bioinseticidas de nova geracdo e estdo inseridos na Lei 7.802 de 11 de julho de 1989,
regulamentada pelo Decreto 4.074 de 04 de janeiro de 2002 e por normativa especifica. Suas
vantagens sdo a nao poluicdo ambiental e a auséncia de danos aos animais e ao homem
(MASCARIN; PAULLI, 2010; BRASIL, 2018).

Os fungos patdgenos de insetos tém sido muito estudados e ja foram constatados
em mais de 20 géneros ocorrendo enzootica ou epizooticamente sobre organismos de
importancia agricola (ALVES, 1992). Esses organismos representam um grande potencial para
o controle bioldgico e tém sido utilizados com sucesso no controle de algumas pragas tais como
a cigarrinha-da-raiz da cana-de-acicar (Mahanarva fimbriolata) e a cigarrinha-da-folha
(Mahanarva posticata) pelo o fungo Metarhizium anisopliae (MASCARIN; PAULI, 2010;
ALVES et. al. 2010; ALMEIDA; BATISTA FILHO, 2016).

No Brasil, existe uma regulamentacdo na producdo e no registro dos
bioinseticidas. Em geral, a producdo de micro-organismos tem sido feita por grandes empresas,
enquanto a de macro-organismos por pequenos produtores. Esse modelo esta em fase de
adequacdo em funcdo das exigéncias de mercado devido a crescente mudanca no cenario do
agronegocio, por questdes de sustentabilidade e pelo aumento do uso do controle biolégico nos
ltimos anos. Em 2010, havia apenas 19 produtos registrados e em 2017 foram mais de 143
entre plantas, bactérias, fungos e agentes predadores (EMBRAPA NOTICIAS, 2016; BRASIL,
2018).
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3.4.1 Fungos entomopatogénicos

Fungos entomopatogénicos foram os primeiros organismos a serem usados no
controle microbiano de insetos e sua grande variabilidade genética é considerada uma das
maiores vantagens desses micoinseticidas. No Brasil, o inicio dos estudos com esses patdgenos
datam de 1932. Entretanto, apenas na década em 1964, ap0s epizootia de M. anisopliae sobre
as cigarrinhas da cana-de-acucar, os fungos passaram a ser mais estudados. Entomopatdgenos
sdo capazes de colonizar e levar a 6bito diversas espécies de insetos (Figura 5) e ocasionar alto
indice epizodtico (ALVES, 1992; ALVES, 1998; MASCARIN; PAULI, 2010; BATISTA-
FILHO, 2016).

Figura 5 - A: Cigarrinha-da-raiz da cana-de-aglcar (Mahanarva fimbriolata) morta pelo fungo Metarhizium
anisopliae; B: Adulto do percevejo de renda da seringueira (Leptopharsa heveae) morto por Sporothrix
insectorum; C: Diaphorina citri morta por Beauveria bassiana; D: Spodoptera exigua morta por Nomuraea rileyi.
Fonte: Imagens adaptadas: A: Revista Strider; B: Alves R. Teixeira; Pinto et. al, 2012; C e D: 5368209
invasive.org.

A maneira de atuacdo dos fungos entomopatogénicos se da principalmente por
contato, mas também pode ser por ingestdo. Apoés a fase de adesdo, ha a posterior producdo de
enzimas proteoliticas que dardo condic¢des ao seu desenvolvimento e infeccao do inseto. Devido
a grande variabilidade genética e morfologica dos fungos, podem ser realizados estudos de
selecdo de espécies mais virulentas para maior eficiéncia para aplicagdo em campo. Em seu
modo de acdo, possuem as fases de: adesdo, germinagéo, formacéao de apressorios, formacéo de
grampos de penetragdo, penetragdo, colonizagdo, reproducdo e formacgdo de esporos de
resisténcia (ALVES, 1998; STURMER, 2004; BATISTA-FILHO, 2016).
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Em relacéo a producdo desses patdégenos em laboratdrio para posterior uso em
campo, sdo usadas diferentes estruturas, tais como: conidios, que tem a fungéo de reproducéo e
disseminacgéo; blastosporos, que tem a fungdo de disseminacdo intra-inseto (hemolinfa);
micélio, que permite ao fungo chegar a parte externa do hospedeiro; e esporos de resisténcia,
que tém a funcédo de preservar a espécie no ambiente. As formas mais comumente utilizadas
para o controle biol6gico de pragas sdo conidios aéreos e blastosporos (ALVES, 1998;
BOLETIM TECNICO IB, 2006).

Os fungos pertencentes a ordem Entomophthorales e ao subfilo
Entomophthoromycotina, sdo considerados bioinseticidas promissores pois os indices de
epizootia causados sdo da ordem de 50% e, atualmente, s&o conhecidos mais de 10 géneros.
Entretanto, apesar de terem sido estudados desde a década de 1940, ainda ndo se conseguiu sua
producdo massal, o que evidencia a necessidade de mais pesquisas (BOLETIM TECNICO IB,
2007).

3.4.2 Beauveria bassiana

O fungo Beauveria bassiana, foi estudado primeiramente por Agostino Bassi,
cuja intengdo era descobrir as origens da doenca ‘muscardina’ que atacava o bicho-da-seda
(Bombyx mori) no inicio do século XIX. Ap6s muitas tentativas e experimentos, hipotetizou
que a doenca era causada por fungos que podiam passar de carcacas infectadas para insetos
vivos. Sua hipotese foi reforcada apos estudos microscépicos de Giuseppe Balsamo-Crivelli e
com mais alguns resultados de pesquisas da época, sendo o0 primeiro caso de constatacdo da
causalidade entre micro-organismo e a doenca (FERREIRA; MARTINS, 1997; ALVES, 1998).

O género Beauveria pode ocorrer em mais de 200 espécies de artropodes. A
infeccdo nos insetos pode ser observada por micélio de coloracdo esbranquicada e que, nas
condicdes bidticas e abidticas adequadas, podem germinar. Acerca das relacbes patogeno-
hospedeiro, ha uma variacdo no periodo de desenvolvimento de cada espécie envolvida bem
como das condi¢bes ambientais na ocasido dos estudos ou aplicacdo em campo, sendo
favoraveis a umidade em torno de 90% e a temperatura com variacdo entre 23 e 28 °C
(DALZOTO; UHRY, 2009; ALVES, 1998).

Também, de acordo com Alves (1998), em relacdo a infec¢do causada por B.
bassiana, ocorre geralmente via tegumento, podendo também ser via oral ou espiraculos e
demais partes membranosas do inseto. Geralmente, ocorre entre 12 e 18 horas, dependendo da

presenca de nutrientes como por exemplo quitina, glicose e nitrogénio. Apds aproximadamente
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72 horas, 0 inseto ja estard colonizado sendo os tecidos gorduroso e intestinal, bem como
tibulos de Malpighi, as primeiras estruturas do inseto a serem atacadas, ocasionando a morte
do mesmo por reagdes de disrup¢do de membrana e interrupcao de suas atividades fisioldgicas.

No controle biolégico, comumente sdo usados nas formulac6es de bioinseticidas
conidios aéreos de B. bassiana. Porém, além dessas estruturas, também existem bioensaios com
blastosporos, estruturas leveduriformes, que sdo produzidos assim que o fungo penetra no
hospedeiro. Estas células podem ser produzidas artificialmente em meio liquido, em proporcéo
de C:N de 10:1. Os blastosporos sao estruturas consideradas idénticas em seu modo funcional
em relacdo as células hifais e possuem parede celular com a mesma composicdo das hifas, sdo
higroscdpicos e tém baixo indice de viabilidade no ambiente (ALVES et al., 2010). Conforme
Alves (1998), os blastosporos tém uma capacidade infectiva menor que a dos conidios aéreos.
Entretanto, ha uma compensacéo pelo aumento na quantidade de unidades infectivas em relacéo
ao volume do meio, além de ser mais rapido o processo de colheita e de infecgdo no hospedeiro.

No indice monografico B40 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), B. bassiana possui a seguinte classificacdo taxondmica:

*Super-reino: Eukaryota
*Reino: Fungi
*Divisdo: Ascomycota
*Subdivisdo: Pezyzomycotina
*Classe: Sordariomycetes
*QOrdem: Hypocreales
*Familia: Cordycipitaceae
*Género: Beauveria
*Espécie: Beauveria bassiana

B. bassiana (Figura 6) € cosmopolita, generalista, edafico, podendo ocorrer
também como endéfito em plantas e possui boa capacidade entomopatogénica
(LAURENTINO, 2004; ALVES, 1998).
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Figura 6 — Estruturas de Beauveria bassiana: A: corpos hifais; B: hifas com fialides e conidiéforos; C, D e E:
germinacdo de um aglomerado de conidios, F: conidios. Fonte: bcrc.firdi.org.tw, 2019.

3.4.3 Controle bioldgico de Hypothenemus hampei

Até 1995, o manejo de H. hampei era realizado exclusivamente forma quimica,
mas a partir daquele ano o fungo B. bassiana passou a ser utilizado em algumas lavouras
(ALVES, 1998). Outros exemplos de agentes de controle bioldgico da broca-do-café sdo as
vespas de origem africana (Figura 7): Prorops nasuta (Waterston, 1923), Cephalonomia

stephanoderis (Betrem) e Phymastichus coffea (Schmiedknecht, 1923).

Figura 7 — A: Prorops nasuta; B: Cephalonomia stephanoderis parasitando larva de Hypothenemus hampei; C:
female Phymastichus coffea. Fonte: Imagens adaptadas: A: Dr. Valmir Costa, CAPSA — Campinas; B: Rodrigues
& Covas — Universidade de Porto Rico; C: Dr Georg Goergen, International Institute of Tropical Agriculture,
Benin, by Jaramillo.
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No entanto, a utilizacdo desses organismos é mais vidvel em pequenas
propriedades pois 0 uso dos mesmos requer manejo mais exigente e custoso em fungédo da
criagdo (BENASSI, 1996; AMOND; MOORE, 1998; LAURENTINO; COSTA, 2004,
JARAMILLO et al., 2006; BEZERRA, 2013; PARRA,; REIS, 2013; MESQUITA, 2016).

No Brasil, o fungo B. bassiana tem sido o mais utilizado para formulagéo de
produtos bioldgicos para o combate das infestacbes por H. hampei nas lavouras cafeeiras
(LOPES, 2004). Em geral, para a boa eficiéncia do uso do fungo B. bassiana, as aplicagfes
devem ser inundativas e com cepas altamente virulentas, além das condic¢des climaticas e bom
preparo do aplicador (BOTERO, 2018).

3.5 Tecnologia de aplicacdo para fungos entomopatogénicos

O Brasil € lider mundial em tecnologias de controle bioldgico e o crescimento
previsto é 15% ao ano, com previsdo maior que para 0 mercado mundial que € de 9%
(EMBRAPA, 2019). Entretanto, no pais, a aplicacdo de bioinseticidas a base de fungos
entomopatogénicos tém sido feita por meio das mesmas tecnologias utilizadas para aplicagédo
de agroguimicos (GARCIA et al., 2005).

Para a aplicacdo de bioprodutos, incluindo os fungos entomopatogénicos, as
técnicas mais utilizadas sao pulverizacdo e polvilhamento. Também, sdo as mais utilizadas na

agricultura convencional (SANTOS, 2005b). Segundo o autor:

“Pulverizacéo, é um processo fisico-mecénico que permite que uma substancia
solida ou liquida seja transformada em particulas ou gotas o mais uniforme
possivel e a aplicacdo em si é a deposicdo em qualidade e quantidade do

ingrediente ativo definido em uma formulagdo representada pelos didmetro e

densidade de gotas por unidade de area, sobre um alvo desejado™.

Também, a verificacdo das condicdes gerais tais como: pH da e qualidade da
agua, principalmente em relacdo a dureza, a formulacdo e a dilui¢do adequada do produto, as
condicdes climaticas favoraveis e o treinamento do aplicador séo fatores primordiais para o
sucesso nos resultados apos a aplicagdo (SANTOS, 2005b; RODRIGUES et al., 2019).

Para a tecnologia de aplicacdo por pulverizacdo, o bom desempenho dos fungos
entomopatogénicos dependem primordialmente dos indices de umidade do ar no momento da

aplicagdo, principalmente se a calda for a base de agua, pois a relacdo esté diretamente ligada a
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evaporacdo da gota e interfere diretamente no rendimento operacional (SANTOS, 2005a).
Além disso se forem baixos podem ndo germinar (ALVES, 1998).

Conforme Raetano (1996), a técnica de aplicacdo por pulverizacdo requer
conhecimento sobre diversos fatores como: tamanho da planta e densidade da copa, deriva,
velocidade de deslocamento do vento, tipo de equipamento utilizado bem como sua
higienizagdo, combinacdo de bicos no pulverizador, volume de saida de ar do pulverizador e,
observacao se ha ou ndo escorrimento do produto aplicado, pois assim sendo a eficiéncia sera
prejudicada. A falta de atencdo com esses aspectos s@o atualmente apontadas como
responsaveis pelos maus resultados no uso dos defensivos agricolas (SANTOS, 2005b).

Em relacdo aos bioinseticidas, em geral, a produgdo de microorganismos tem
sido feita por grandes empresas engquanto a de macroorganismos por pequenos produtores. Esse
modelo estd em fase de transicdo e adequacdo devido a crescente mudanca no cenario do
agronegocio por questdes de sustentabilidade e pelo aumento do uso do controle biologico nos
ultimos anos. Em 2010 havia apenas 19 produtos registrados, em 2018 j& sdo mais de 143 entre
plantas, bactérias, fungos e agentes predadores (EMBRAPA NOTICIAS, 2016; ABCBIO,
2018; BRASIL, 2018) e, esse crescimento pode favorecer novos estudos para tecnologias de
aplicacao de fungos.

Apesar dessa relativa mudanca e do crescimento do uso do controle biolégico no
Brasil, existe ainda a necessidade de encontrar formas eficazes, baratas e eficientes de como
forma de aplicacdo. Ndo menos importante, € preciso melhorar a forma e a frequéncia nas
orientacdes e qualificacdes de colaboradores da cadeia produtiva no Manejo Integrado de
Pragas (MIP) e manter a realizacdo em conjunto com pesquisas basicas e aplicadas seguidas da
transferéncia da tecnologia ao produtor (TAMAI et al., 2002; PARRA, 2014; AGENCIA
FAPESP, 2016).

Recentemente uma nova tecnologia de embalagem para manutencdo da
viabilidade dos fungos entomopatogénicos em prateleira foi desenvolvida. A tecnologia
chamada TEV - Tecnologia Embrapa de Vida-de-prateleira preserva a viabilidade do fungo em
até 80% em temperaturas superiores a 37 °C (EMBRAPA NOTICIAS, 2018). Entretanto,
pesquisas para tecnologias de aplicacdo que permitam maior tempo e viabilidade das cepas
infectantes de fungos entomopatogénicos em campo ainda sao escassas, mesmo em se tratando

da cultura cafeeira que possui um sistema agroindustrial de grande porte.
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Conforme citado anteriormente, as tecnologias de aplicacdo de fungos
entomopatogénicos sdo as mesmas utilizadas no manejo convencional para aplicagéo de
agroquimicos. Com base no Manejo Integrado de Pragas (MIP), podemos citar as tecnologias
de aplicacdo por: pulverizacdo (mais usada), por polvilhamento, por via aérea, por armadilhas
com semioquimicos e feromoénios sexuais e por diversos equipamentos e maquinas que variam
em forma e tamanho em funcdo: do tamanho, da disposi¢éo e distanciamento entre as ruas e as
plantas e das curvas de nivel da lavoura (ALVES, 1998). Sdo escassas pesquisas para
desenvolvimento de novas tecnologias de aplicacdo para fungo entomopatogénico no controle
da broca-do-café.

3.6 Estudos econdmicos

O sistema econdmico prevalecente no mercado mundial atual é o capitalista ou
economia de mercado. Nesse sistema existe ordem e coordenacgdo através do mecanismo de
precos. O Brasil &€ um pais capitalista e dentro da microeconomia, o café tem uma grande
representatividade, sendo o quinto produto de maior relevancia na balanca comercial e compde
cerca de 36% da producdo mundial (EMBRAPA NOTICIAS, 2018).

A cafeicultura € responsavel por uma avultada movimentacao financeira, que
abarca desde a méo de obra até a comercializacdo. Assim sendo, sua cadeia produtiva impacta
muito o mercado interno gerando assim, necessidades de melhorias no gerenciamento dos
custos de producédo (LUZ et al., 2019).

A ideia de que a maior utilizacdo de produtos com base em moléculas quimicas
seja pratica ideal para 0 aumento de producdo estd mudando no Brasil. Atualmente o custo
ecologico de um produto tem sido levado em consideracdo e em funcéo disso, a agricultura
organica tem tido aumento (DALZOTO; UHRY, 2009).

Conforme Borsari e Claudino (2018), em 2016 o mercado global de
biodefensivos foi estimado em U$ 2,5 bilhdes com crescimento continuo, tendo o mercado
brasileiro destaque quando consideradas areas agricolas, diversidade de culturas e climas.
Ainda, a projecdo para crescimento do setor na América Latina é de 40% até 2021. Em relacdo
a adocdo do controle bioldgico na cultura do café, as projecdes sdo da ordem de crescimento de
20%.

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA), atualmente existem 19 agentes microbianos e 82 produtos registrados, sendo 38
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produtos a base de fungos entomopatogénicos. Em nivel mundial estima-se que existam mais
de 200 produtos & base de fungos registrados para controlar insetos.

No caso do combate e controle da praga Hypothenemus hampei, a maior parte
das estratégias tem base na aplicagdo de inseticidas sintéticos que tém custos elevados (LUZ et
al., 2019) além de nos proximos 10 anos ndo haver previsdo de desenvolvimento de novas
moléculas (IRAC, 2017). Em geral, os principios ativos utilizados hoje no controle de H.
hampei sdo derivados do endosulfan que por ser um organoclorado com potencial de
bioacumulacdo no ambiente e toxicidade aos vertebrados, teve seu uso proibido no Brasil a
partir de 2013 (LEITE, 2016; AGROFIT, 2019; BRASIL,2019; CONAB, 2019; CNA, 2019).

As interferéncias na opcéo da adocdo do controle bioldgico dentro do Manejo
Integrado de Pragas (MIP), é a questdo da cultura arraigada entre aqueles que manejam a cadeia
produtiva. Estudos de Borsari e Claudino (2018), mostram que 43% dos produtores
desconhecem as técnicas e produtos para controle biologico.

Problemas gerados pelo uso de moléculas quimicas, como a resisténcia de pragas
e patdgenos, contaminagdes no ambiente e principalmente o surgimento de pragas secundarias,
tem sido a justificativa para adesdo de muitos produtores ao uso do controle bioldgico tanto no
Brasil como no mundo (AGENCIA FAPESP, 2016).

Tendo em vista as questdes de custos com a producdo, a decisdo para adotar ou
ndo produtos para controle bioldgico, quer seja para o controle de infestagdes por pragas quer
por doencas, depende de fatores como a constatacdo da eficiéncia e seguranca do aplicador,
bem como dos recursos hidricos e organismos ndo alvo (BORSARI; CLAUDINO, 2018).

Depois da proibicdo do endosulfan para o controle da broca-do-café, o nimero
de produtos (principio ativo) para o controle biologico de H. hampei, ndo teve grande
incremento. Fatores tais como custos para registros de novos produtos, dos prazos serem longos
e do enquadramento de biodefensivos serem 0s mesmos dos agrotoxicos tém dificultado tanto
o desenvolvimento quanto a disponibilizacdo de novos produtos no mercado (POMELLA,
2014). Mesmo com um bom gerenciamento da propriedade e da cultura do café de forma
sustentavel, o uso de diferentes estratégias de aplicacdo de produtos bem como controle da
gestdo ambiental sdo fundamentais para que o produtor tenha sucesso (MOREIRA et al., 2012).

Apesar do crescimento dos registros de produtos bioldgicos para o controle
bioldgico de pragas nos Gltimos anos, para o enfrentamento de H. hampei, o mercado dispde de
produtos quimicos em maior nimero que produtos para o controle bioldgico. Isso significa que
estudos s&o necessarios para o desenvolvimento de novas tecnologias de aplicacdo. Além disso,

produtores devem ter constante atencdo quanto ao uso dos fungicidas e a compatibilidade com
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0s produtos a base de fungos entomopatogénicos com vistas a ndo incorrer em gastos e
ineficiéncia do bioprodutos utilizado (MOREIRA et al., 2012).

Os fungos entomopatogénicos sdo, em geral, menos suscetiveis aos efeitos
negativos dos agroquimicos em relagdo aos parasitoides e insetos predadores. No entanto,
defensivos quimicos sdo os mais prejudiciais para esses microorganismos (MASCARIN;
PAULLI, 2010). Como exemplo, as aplicagdes de fungicidas para o controle da ferrugem do
cafeeiro (doenca causada pelo fungo Hemileia vastatrix) ocasiona baixa eficiéncia do fungo B.
bassiana (SANTINATO et al., 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de desenvolvimento da pesquisa

O projeto de pesquisa foi desenvolvido nas dependéncias do Instituto Bioldgico,
sendo em trés areas diferentes: na Unidade Laboratorial de Referéncia de Controle Bioldgico
(Figura 8) no cafezal, ambos do CAPSA — Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de
Plantas e Saude Animal, Campinas — SP (Figura 9) e no cafezal de S&o Paulo, Capital (Figura

10). Nos dois cafezais ndo ha a aplicacdo de nenhum tipo de fungicida ou herbicida.

Figura 8 — Laboratdrio de Controle Biologico - CAPSA- Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e
Salde, Campinas, SP, Brasil. Fonte: RMCPereira, 2019.

Cultivar’
Bourbon
vermelho

Figura 9 — Cafezal - CAPSA- Centro Avancado de Pesquisa em Protegdo de Plantas e Satde; 22°54°22”S (Lat.)
€ 47°00°56”W (Long.). Area delimitada em amarelo corresponde a area da pesquisa. Fonte: Imagem adaptada de:
Google Earth, 2019.
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Figura 10 — Cafezal do Instituto Biolégico em S&o Paulo, SP, 23°35°16”S (Lat.) e 46°39°00”W (Long.). Area
delimitada em amarelo corresponde a area da pesquisa. Fonte: Imagem adaptada de: Google Earth, 2019.

4.2 Criacado de Hypothenemus hampei em laboratério

A criacdo de H. hampei, a broca-do-café, foi feita com base em Hirose e Neves
(2002). Foram feitas adaptacfes a metodologia visando a maior facilidade no manejo e ao
melhor controle da degradacdo e umidade dos grédos (Anexo I).

Os exemplares de H. hampei utilizados neste trabalho foram obtidos de frutos
brocados das cultivares Mundo Novo e Catuai, coletados no Cafezal Urbano do Instituto
Biologico de Sao Paulo e no cafezal do CAPSA. As coletas se deram em periodos pré e pos
colheita, em 2018 e 2019, ocasido em que os frutos se encontravam em estagios diferenciados

de amadurecimento, havendo uma mescla de graos verdes, esverdeados e cereja (Figura 11).

——

Figura 11 — Frutos de café brocados dispostos em bandejas enquanto as gaiolas eram higienizadas. Fonte:
RMCPereira, 2018
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Os frutos trazidos do campo foram higienizados com hipoclorito de sédio a 5%,
ficando imersos nesta solugdo por aproximadamente 1 minuto, e apos, enxaguado em agua
corrente. Posteriormente, o material foi deixado secar a sombra por 48 horas em seguida
disposto em gaiolas feitas com tubos de PVVC com 25 cm de altura e 10 cm de didametro, com
uma tampa em cada extremidade, sendo uma delas consideradas o fundo da gaiola com tela de
2,5 mm de abertura e aproximadamente 15 x 15 cm de area, presas com elastico para facilitar
0 manejo e retirada dos insetos para os bioensaios (Figura 12). Nas gaiolas foram colocados
papel toalha ao fundo e dentro do tubo com os gréos. Manteve-se a temperatura ambiente em
26 +1°CeUR+60.

Figura 12 — Criacdo de Hypothenemus hampei em condigGes de laboratorio: A: grdos coletados; B: higienizagao;
C: secagem; D: Gaiolas; E: triagem durante o manejo; F: caixas de criacdo. Fonte: RMCPereira, 2018/2019.

A criacdo de H. hampei apresentou nimero de brocas suficientes para a
realizacdo dos bioensaios. Apesar do nimero de frutos de café em cada gaiola ser bem inferior
ao recomendado por Hirose e Neves (2002), foi possivel a obtencdo, em geral, de uma

quantidade maior que 20 insetos por gaiola/dia (Figura 13).
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Figura 13 — Tampa superior da gaiola no momento do manejo diario.Fonte: RMCPereira, 2019.

Os experimentos de laboratorio foram realizados entre o0 outono e o inverno e,
por isso foi necessario a utilizacdo de um aquecedor no ambiente para manter a temperatura

em 26 £ 1 °C entre maio e agosto de 2019.

4.3 Isolado de Beauveria bassiana IBCB66

O agente microbioldgico de controle utilizado nos bioensaios deste trabalho foi
obtido do isolado IBCB 66 de B. bassiana. A cepa (Figura 14) pertence a Colecdo de Fungos
Entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu” do CAPSA — Centro Avancado de Pesquisa em
Protecdo de Plantas e Saude Animal do Bioldgico em Campinas — SP , reconhecida como fiel
depositaria pelo CGEN/MMA e é registrado como produto fitossanitario para uso na agricultura
organica (BRASIL, 2016).

Figura 14 — UFC’s de IBCB66 apos ficarem em camara tipo B.O.D. (26 + 1 °C) vista sob estereomicroscdpio
Stemi DV4 Zeizz® em ampliacdo de 16 vezes — A: coldnias apds 24 horas; B: coldnias apés 7 dias. Fonte:
RMCPereira, 2019.
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4.3.1 Reproducéo da cepa IBCB66 para os bioensaios

A reproducédo da cepa IBCB66 de B. bassiana para os bioensaios foi realizada
na ULR de Controle Bioldgico do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e
Saude Animal (CAPSA). Nesta etapa, a producdo do fungo B. bassiana foi realizada com base
em Alves (1998); Leite et al., 2003 e Boletim Tecnico 03 EMBRAPA (2004) e em
conformidade com a rotina do laboratério, por dois processos:

a) Producdo por fermentacdo sélida (Figura 15): sacos plasticos de polipropileno
com aproximadamente 500 g de arroz umedecido e esterilizado em autoclave a 121 °C por 30
minutos. Apos o resfriamento, cada saco foi inoculado com 10 mL* de suspenséo com conidios
aereos proveniente do processo de raspagem de coldnias de IBCB66. Apos a inoculagdo, o
material foi posto para fermentacdo por 15 dias em sala climatizada (26 + 1 °C), até a
esporulacéo do fungo.

Figura 15 — Reproducdo da cepa IBCB66: A: autoclave; B: sacos de polipropileno com arroz esterilizados em
resfriamento; C: preparo da suspenséo para inocula¢do; D: inoculacdo; E: fermentacdo em sala climatizada. Fonte:
RMCPereira, 2019.

b) Producéo por fermentacdo liquida em meio de cultura com balanceamento
adequado de: extrato de levedura, sacarose, cloreto de potassio, fosfato monopotassico, sulfato
de magnésio em 500 mL de agua destilada. O material foi autoclavado e, ap6s, dividido em trés
Erlenmeyers e inoculado com suspensdo de conidios aéreos na concentracdo de 1x108 conidios
mL* (Figura 16).
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Figura 16 — A: meio de cultura autoclavado; B: meio de cultura ap6s inoculacéo da cepa IBCB66 e fermentacao
por 7 dias em agitador. Fonte: RMCPereira, 2019.

Para fermentagéo, o material foi colocado em agitador orbital (200 rpm) em sala
climatizada a 25 + 1 °C por 7 dias (LEITE et al., 2003). Ap0s, foi feita a contagem de conidios
em camara de Neubauer para identificacdo da concentracdo. Segundo Ottati-de-Lima et al.
(2010), o método produz blastosporos em maior quantidade em relacdo ao volume do meio e

conidios aéreos em menor tempo do que a fermentacgdo solida.

4.4 Avaliacdo dos métodos de aplicacdo: imersdo, pulverizacdo em Torre de Potter e
caminhamento, em adultos de H. hampei, em condicdes de laboratério

Nos experimentos realizados em laboratério foram utilizados insetos fémeas e
adultas, com idade aproximada entre 21 e 25 dias. Na ocasido da realizacdo dos experimentos,
apos a retirada do papel toalha das gaiolas ou da caixa de criacdo, foi feita a separacdo das

brocas com auxilio de um pincel macio previamente lavado com alcool 70% e seco (Figura 17).

Figura 17 — Processo de retirada de Hypothenemus hampei para os experimentos: A: brocas na gaiola; B: brocas
no papel toalha na caixa de criagdo; C: separagdo com pincel macio e disposicdo em placas de petri esterilizadas.
Fonte: RMCPereira, 2019.
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Para todos os experimentos foram também realizados testes de viabilidade dos

materiais antes da realizacéo (Figura 18).

Figura 18 — A: microscopio 6ptico, contador manual e placas com fungo inoculado com IBCB 66 ap6s 15 horas
em camara climatizada tipo B.O.D. (26 £ 1 °C); B: conidios germinados e ndo germinados vistos sob microscopio
optico em ampliacdo de 400 x. Fonte: RMCPereira, 2019.

Os experimentos foram realizados por meio dos seguintes métodos de aplicacao:
por imersdo em suspensdo com blastosporos, por pulverizacdo de suspensdo com conidios
aéreos em Torre de Potter e por caminhamento sobre p6 de conidios aéreos puros e secos. Foram

realizados trés experimentos para cada método (19).

Figura 19 — Métodos de aplicacdo: A: por imersdo com suspensdo com blastosporos; B: por pulverizagdo de
suspensdao com conidios aéreos em Torre de Potter; C: por caminhamento sobre pd de conidios aéreos. Fonte:
RMCPereira, 2019.
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Para cada experimento de cada método: foi utilizado 175 exemplares de fémeas
adultas de H. hampei, retirados do processo de criagdo ou na véspera ou no préprio dia do
ensaio.

As suspensdes flngicas utilizadas foram feitas com blastosporos para aplicacdo
pelo método de imersdo, foram sete tratamentos, sendo um deles apenas com o veiculo da
suspensdo (agua destilada) e o restante com as concentragdes padronizadas em: 2,4x10°, 1x10°,
5x108, 1x108, 5x107 e 1x10’ conidios/mL™.

A aplicacdo das suspens@es pelo método de imersdo foi feita da seguinte forma:
para cada concentracdo foi feita preparacdo das diluicdes em vidraria esterilizada. Em fluxo
laminar, foi disposto 1mL da suspensdo flngica, conforme a concentracdo para o tratamento,
em uma placa de Petri contendo 25 brocas, as quais ficaram imersas por cerca de 10 segundos.
Em seguida, foram separadas em cinco repeti¢ces e em grupos de cinco besouros e colocados
em camara climatizada tipo Fitotron (25 £ 2 °C; UR 47) com avaliacdo a cada 24 horas, por até
dez dias, para acompanhamento da mortalidade e separacdo em camaras umidas.

Para a aplicacdo das suspensdes pelo método de pulverizagdo em Torre de Potter
(Burkard, Rickmansworth Herts England), com ajuste de pressdo para garantir a deposicéo de
1,8 £ 0,1 mg por cm por placa submetida & pulverizagio de 1mL da suspensdo flngica. As
suspensdes foram preparadas com conidios aéreos em po, em fluxo laminar, com vidraria
esterilizada para ajustes das concentracdes. Depois, as suspensdes foram colocadas em tubos
proprios para o equipamento, e pulverizadas sobre placa de Petri contendo 25 brocas por
tratamento. Posteriormente, os insetos foram separados em cinco repeti¢cdes com cinco brocas
em cada, e colocados em camara climatizada tipo Fitotron (25 + 2 °C; UR % 47) com avaliagéo
a cada 24 horas, por até 10 dias, para acompanhamento da mortalidade e separacdo em camaras
umidas.

Para os experimentos por caminhamento sobre o pd, foram utilizados conidios
aéreos peneirados de arroz+fungo cuja concentragdo inicial foi de de 1,14x10'° conidios/g
padronizados em 1,14x10°%; 5,7x10°%; 1,14x108%; 5,7x10"; 1,14x107 e 5,7x10° conidios/g . Foram
7 tratamentos sendo a testemunha sem o po.

A aplicacdo dos conidios em po foi feita da seguinte forma: os conidios aéreos
foram pesados em placa de Petri estéril conforme cada concentragdo. Em fluxo laminar, foram
colocadas 25 brocas, previamente separadas, em placa Petri com o fungo e conforme cada
tratamento. O caminhamento dos insetos sobre o po foi feito por cerca de 30 segundos sendo

apos retirados e divididos em cinco repetigdes. Apos, foram colocados em camara climatizada
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tipo Fitotron (25 £ 2 °C; UR £ 47) com avaliacdo a cada 24 horas, por até 10 dias, para
acompanhamento da mortalidade e separacdo em camaras umidas.
Apobs 24 horas da realizagdo foi colocada dieta natural que consistiu em lascas

de frutos de café recém colhidos (Figura 20).

Figura 20 - Colocacdo de dieta apds 24 horas da realizagdo do experimento. Fonte: RMCPereira, 2019.

Realizou-se um Gltimo experimento com o seguinte delineamento: um teste para
cada método de aplicacdo (imersdo, pulverizacdo em Torre de Potter e caminhamento), com
concentracio unica de 1x108 conidios mL™. Para cada método foram dois tratamentos, sendo
um a testemunha com agua destilada. Foram utilizadas 25 fémeas adultas de H. hampei para
cada tratamento e nas mesmas condicdes bioldgicas dos experimentos anteriores. As aplicacdes
foram realizadas conforme cada método ja descrito anteriormente.

Todos os experimentos foram avaliados sob estereomicroscopio Stemi DV4
Zeizz®, com aumento de visualizacdo variando entre 12 e 16 vezes, conforme a necessidade de
nitidez, para avaliar as condicdes dos insetos bem como sua motilidade e a mortalidade. Para

o0s dez experimentos foram utilizados um total de 1.725 brocas. (Figura 21).
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Figura 21 — Avaliacdo da mortalidade e evolucdo da esporulacdo por IBCB66: A: acompanhamento da
mortalidade sob estereomicroscépio; B: painel da cAmara climatizada; C: insetos mortos em camara Umida e na
prateleira da cdmara climatizada; D e E, insetos mortos com esporulacdo apresentada ap6s 72 horas da constatagdo
do 6bito. Fonte: RMCPereira, 2019.

4.5 Avaliacdo dos métodos de aplicacdo por pulverizacgao e polvilhamento de B. bassiana
no cafezal de S&o Paulo

Conforme estudos de Neves et al. (2005) e Botero (2018), a concentracdo
minima para aplicagdo em campo deve ser de 1x10° a 5x10° conidios viaveis/g, diluidos em 1
L de agua. Sendo assim foram escolhidas as concentragbes de 2x10'% e 5x10'? para os
experimentos no cafezal de S&o Paulo.

Antes do inicio dos experimentos foi realizada coleta prévia para confirmagéo
da ocorréncia de H. hampei na area de estudos. Foram cinco parcelas demarcadas para cada
area, com delineamento ao acaso para cinco tratamentos e cinco repeticdes cada. Foram
coletados 20 frutos por planta, sendo 10 de cada face, de forma aleatdria e nos trés tercos da
planta.

Quanto ao numero de plantas nas parcelas, foram cinco plantas Uteis para a
cultivar Mundo Novo e trés plantas Gteis para a cultivar Catuai. Apo6s a coleta prévia foi

constatada existéncia do besouro-praga nas parcelas demarcadas (Figura 22).
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Figura 22- Avaliacdo dos frutos apos coleta prévia: A: fruto perfurado; B: observagdo sob estereomicroscépio;
C: constatacdo da ocorréncia de Hypothenemus hampei. Fonte: RMCPereira, 2019.

Foram realizados dois experimentos entre os meses de Dezembro de 2018 e
Marco de 2019 denominados experimentos | cultivar Mundo Novo e Il cultivar Catuai. Entre
Novembro de 2019 e Marco de 2020 foi realizado o experimento I com a cultivar Catuai.

Nos experimentos | e Il, 0s grdos se encontravam ainda na fase ‘chumbio’ e
granacdo progressiva (diminuicdo dos niveis de agua no interior do fruto). O delineamento
experimental foi realizado em blocos inteiramente casualizados, por meio de dois métodos de
aplicacdo: pulverizagéo e polvilhamento.

Cada experimento foi dividido em cinco parcelas com cinco tratamentos cada:
testemunha, polvilhamento em solo, polvilhamento na planta, pulverizacdo no solo e
pulverizacdo na planta. A concentracéo foi padronizada em 2x10* UFC ha-1 tanto para o p6
guanto para a suspensdo (calda).

A area de estudos foi demarcada com estacas numeradas e respeitando-se fileira

e plantas de bordas (Figura 23).

Figura 23 — Campo demarcado e bandejas em dia de coleta: A: plantas Mundo Novo; B: inicio de parcela da
cultivar Catuai. Fonte: RMCPereira, 2019.
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Foram trés aplicagbes em intervalos de 30 dias, sempre no periodo entre
16h:00min e 18h30min para favorecimento da adesdo e germinacdo do fungo e maior
probabilidade de atingir a broca em voo. Para a calda, foi utilizado p6 molhavel Ecobass® com
2,8 g de fungo/parcela e aplicacdo foi feita com atomizador costal STIHL SG20. Na data da
aplicagéo, os fungos foram retirados do freezer e acondicionados em caixa de isopor, contendo
gelo artificial, e utilizados apenas no momento da preparacao da calda (dilui¢do) ja& em campo
(Figura 24).

Figura 24 — Preparacdo da calda em campo: A: Materiais para a preparacdo da calda; B: Atomizador costal
utilizado nas pulverizacdes. Fonte: RMCPereira, 2019.

Para a aplicacéo por polvilhamento, foi utilizado po6 de arroz+fungo (PS), e a
aplicacdo foi feita com polvilhadeira manual tipo talqueira (Figura 25), esteril, de uso unico,
com a concentracdo padronizada em 2x10*® UFC ha-1. A pesagem dos fungos foi realizada no
final da tarde do dia anterior a aplicacdo acondicionados diretamente na polvilhadeira. O

material foi mantido em freezer (-10 £ 4 °C).

Figura 25 — A: pesagem do material em polvilhadeira manual estéril; B: aplicacdo na cultivar Mundo Novo.
Fonte: RMCPereira, 2019.
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Foram coletados dez frutos por planta, sendo cinco em cada face e de forma
aleatoria, respeitando-se as condi¢des das plantas, em campo, com 0 objetivo de avaliar a
porcentagem de frutos brocados e ndo brocados. As coletas foram realizadas em 7, 14, 21 e 28

dias apds cada aplicacdo (Figura 26).

Figura 26 — A: bandejas com potes plasticos em dia de coleta; B: material de campo em fase de analise; C: gréos
apos as analises de cada coleta dispostos em bandejas. Fonte: RMCPereira, 2019.

O experimento 11 foi realizado na area da cultivar Catuai entre Novembro de
2019 e Marco de 2020. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com cinco
parcelas e cinco tratamentos: testemunha, pulverizacdo na planta, pulverizacdo no solo,
polvilhamento na planta e polvilhamento no solo.

Para o método de aplicacdo por pulverizacdo, neste experimento, a calda foi feita
com blastosporos, cuja concentra¢do de 5 x 10° UFC/ha com adicdo de espalhante Silwet a

0,1% e aplicada com costal Guarany (Figura 27).

Figura 27 — Preparacao de calda com blastosporos de IBCB66: A: blastosporos de IBCB66 e espalhante Silwet;
B: costal jA com a calda e em campo. Fonte: RMCPereira, 2019.
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Para a aplicacdo por polvilhamento, foi utilizado p6 de arroz+fungo (PS), sendo
a aplicacdo feita com polvilhadeira manual tipo talqueira, estéril e de uso Unico, com a
concentragdo padronizada em 2x10% UFC ha-1. Repetiu-se a forma de pesagem
acondicionamento e transporte ao campo realizadas nos experimentos | e I1.

Foram feitas trés aplicagdes com intervalos de 30 dias cada. As coletas foram
feitas quinzenalmente sendo duas ap6s cada aplicacdo. A cada coleta, avaliou-se 0 nimero de
frutos total em cada tratamento, o numero de frutos brocados.

4.6 Avaliagdo de disseminadores de conidios de B. bassiana no cafezal de Campinas - SP

Foram realizados quatro experimentos: dois com sachés por 24 horas, um com
sachés por 15 dias e um com sachés por 30 dias. Foram realizados entre abril e setembro de
2019 no cafezal do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal,
Campinas — SP, com a cultivar Bourbon vermelho de cerca de quatro anos. O experimento com
sachés por 30 dias foi realizado no cafezal urbano em S&o Paulo, SP, com a cultivar Mundo
Novo de cerca de 25 anos com sachés contendo conidios de B. bassiana puro.

Para os trés primeiros experimentos o delineamento foram de duas maneiras: a)
dois experimentos com sachés por 24h, com distancias diferentes para o experimento | e para o
Experimento Il, com o objetivo de verificar se haveria ou nao dispersdo do fungo na area de
estudos; b) um experimento com sachés em campo por 15 dias com o objetivo de verificar a
durabilidade dos materiais e viabilidade dos conidios ap6s 0 periodo exposto as intempéries.

Apls a instalacdo foram identificadas as posicbes dos pontos cardeais e
colaterais, conforme o posicionamento da linha do cafezal para posterior avaliacdo da
interferéncia da direcdo do vento. Em relacéo a altura da colocacdo dos disseminadores, houve
variacao entre 1 e 0,80 m, conforme as condicdes das plantas em campo. Os dados referentes a
direcdo do vento foram obtidos de estacdo meteoroldgica instalada no proprio cafezal.

Para a confeccdo dos sachés foram utilizados os seguintes materiais: gaze de
algoddo 13 fios 7,5 x 7,5cm, papel filtro com permeabilidade do ar em 14 I/m? e 12,5 didmetro,
papel sulfite branco gramatura 75/m? e papel filtro de 12,5 didmetro furado com alfinete e

permeabilidade do ar indefinida (Figura, 28).
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Figura 28 — Confeccédo de sachés disseminadores com diferentes materiais: A: sachés de gaze de algoddo; B:
sachés de papel sulfite; C: sachés de papel filtro; D: saché de papel filtro sendo furado e pronto para campo. Fonte:
RMCPereira, 2019.

Cada material foi considerado um tratamento, sendo T1 a testemunha sem saché,
T2 sachés de gaze de algoddo, T3 sachés de papel filtro, T4 saché de papel sulfite, com a
padronizacdo da quantidade de 10 g de arroz + fungo na concentragéo de 2x10° conidios/g para
cada saché. Ja para T5 ,sachés feitos com papel filtro furado com agulha entomoldgica n°3,
padronizou-se 1 g de p6 de conidios aéreos puros na concentragdo de 1x10° conidios/g, obtidos
do peneiramento do mesmo material por meio de peneira com malha de 0,42 mm de abertura
(Figura 29).

Figura 29 — Processo de extracdo de conidios aéreos de IBCB66: A: material em fluxo laminar B: peneiramento
de arroz+fungo; C: peneira. Fonte: RMCPereira, 2019.
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Antes da instalagdo dos sachés de cada experimento foram realizados testes de

viabilidade dos conidios aéreos de IBCB66 (Figura 30).
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Figura 30 — Teste para verificacdo de viabilidade: A: material em fluxo laminar; B: placa de petri observada
durante a contagem dos conidios viaveis, ampliacdo em microscopio 6ptico 100x. Fonte: RMCPereira, 2019.

4.6.1 Sachés por 24 horas

Para os tratamentos com sachés, em cada repeti¢éo foi colocado no ponto central
um saché disseminador, fixado na planta com barbante, sendo denominados Ps1, Ps2, Ps3, Ps4
e Ps5.

Para cada uma das repeti¢cdes foram marcados 8 pontos denominados A,B, C, D,
E, F, G e H. Para deteccdo de conidios dispersos, em cada ponto foi fixada uma placa de Petri,
com BDA (Batata-dextrose-agar), fixada ao ramo da planta com fita adesiva e com a face,
contendo o0 meio de cultura, voltada para o ponto central.

As avaliagcdes e contagem do nimero de UFC’s (Unidades formadoras de
coldnias) se deram ap0ds o material ficar em camara climatizada tipo B.O.D. (26 + 1 °C) entre
3 eb5dias.

No experimento I, as repeti¢cbes foram marcadas com dois pontos em 3 m e seis

pontos em 5 m (Figura 31).
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Figura 31 — Figura sem escala representando a marcacdo e direcdo dos pontos para cada repeticdo do
experimento I. Fonte: RMCPereira, 2019.

No experimento I, as repeticdes foram marcadas com quatro pontos em 3 m e
quatro pontos em 5 m (Figura 32).

Figura 32 — Figura sem escala representando a marcacao e dire¢do dos pontos para cada repeticdo do experimento
Il. Fonte: RMCPereira, 2019.
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Tanto os sachés quanto as placas de Petri com BDA, permaneceram em campo
por 24 horas e ap6s foram retirados. As placas de Petri foram identificadas e lacradas com
plastico filme ainda em campo e dispostas em camara climatizada tipo B.O.D. (26 £ 1 °C)
(Figura 33).

Figura 33 — A: saché de gaze de algoddo com substrato de arroz+fungo no ponto 1; B: placa de petri ap6s as 24
horas; C: placas de petri de todas as repeticOes apos a retirada de campo; D: placas de Petri dispostas em camara
climatizada tipo B.O.D. Fonte: RMCPereira, 2019.

A avaliagdo consistiu na contagem do niimero de UFC’s de B. bassiana, que foi
feita com marcador para retroprojetor simultaneamente ao contador manual, para cada placa
retirada de cada ponto e de cada repeticdo. De cada repeticdo, a placa que apresentou maior
numero de UFC para B. bassiana foi selecionada para repicagem e constatagdo do fungo

disseminado (Figura 34).

Figura 34 — A: placas de Petri do experimento | apds 4 dias em cdmara climatizada tipo B.O.D. e ap6s a contagem
das UFC’s; B: placa de petri com maior namero de UFC de Beauveria bassiana. Fonte: RMCPereira, 2019.
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4.6.2 Sachés por 15 dias

Com objetivo de verificar a durabilidade do substrato, a viabilidade dos conidios
e do material de confeccdo dos sachés, foram realizados experimentos com os sachés expostos
por 15 dias em campo.

Foram instaladas placas de Petri com BDA (Batata-dextrose-agar) a cada 3, 7,
10 e 14 dias, sendo retiradas de campo em 24 horas. Ap6s cada retirada, as placas foram
devidamente lacradas em campo e acondicionadas em cémara climatizada tipo B.O.D.
(26 £ 1 °C) por 3 a 4 dias. O saché disseminador foi retirado de campo aos 15 dias juntamente
com a ultima bateria de placas com BDA.

Os materiais dos sachés, as concentra¢@es do fungo, o nimero de tratamentos, o
namero de repeticdes e as marcagdes de campo foram os mesmos utilizados no experimento 11
com sachés por 24 horas. Houve diferenca apenas na ordem da aplicacéo da testemunha, que
neste experimento foi o Gltimo tratamento.

Para a constatacdo da viabilidade dos conidios apds ficarem em campo por 15
dias, foi realizado teste de viabilidade do material. Foi retirado de cada saché 1 g do material
arroz+fungo e 0,1 g do conidio p6. As suspensdes foram feitas em 100 mL de agua destilada
autoclavada, seguindo protocolo de diluicdo seriada em 10* em seguida o protocolo de
inoculacdo em placa de Petri com BDA (batata-dextrose-agar) com posterior acondicionamento

em camara climatizada tipo B.O.D. (26 + 1 °C) e avaliados apés 15 horas (Figura 35).

Figura 35 — Teste de viabilidade, em fluxo laminar, com o contetdo dos sachés de papel sulfite apds 15 dias em
campo. Fonte: RMCPereira, 2019.
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4.7 Avaliagéo de disseminadores de conidios de B. bassiana em campo, S&o Paulo, SP

Apos os experimentos com os sachés disseminadores no cafezal de Campinas -
SP, o material que apresentou melhor resultado na disseminacdo de IBCB66 foi 0 saché de
papel filtro furado com agulha entomoldgica e permeabilidade indefinida e foi utilizado para a
realizacdo de novo experimento no cafezal de Sdo Paulo. As aplicacdes foram feitas na area da
cultivar Mundo Novo, no cafezal urbano do Instituto Biolégico em S&o Paulo — SP.

4.7.1 Sachés por 30 dias

Foram realizadas trés aplicagdes com intervalo de 30 dias com duas coletas a
cada aplicagcdo em intervalos de 15 dias. Antes da instalacdo de cada bateria do experimento
foram realizados testes de viabilidade dos conidios aéreos de IBCB66.

Foi utilizado p6 de conidios aéreos obtidos do peneiramento de arroz+fungo por
meio de peneira com malha de 0,42 mm de abertura. Padronizou-se a concentragdo em
5,98 x 10° conidios g para as trés aplicagdes.

Foram quatro tratamentos, sendo:

e Tl atestemunha e sem o saché;

e T2 comum saché instalado a 0,50 m;

e T3 com dois sachés sendo um em 0,50 me umem 1,0 m;

e T4 com um saché em 0,50 m, um saché em 1,0 m e um saché em 1,50 m .

Para cada tratamento foram cinco pontos centrais denominados Psl1, Ps2, Ps3,
Ps4 e Ps5 e cinco repeticdes. Os sachés foram fixados na planta com barbante.

Para cada uma das repeti¢cfes foram marcados 8 pontos denominados A, B, C,

D, E, F, G e H, sendo quatro pontos em 3 m e quatro pontos em 6 m (Figura 36).
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Figura 36 — Figura sem escala representando a marcacao e direcdo dos pontos para cada repeticdo do experimento
com sachés disseminadores no cafezal de S&o Paulo - SP. Fonte: RMCPereira, 2019.

4.8 Estudos econdmicos

Para a realizacdo dos estudos econdmicos do presente trabalho foram
consultados sites de 6rgdos governamentais, de entidades do setor cafeeiro, de associacdes na
area de controle biologico e fitossanidade e seus respectivos documentos, tais como graficos,
planilhas e informacfes sobre o aumento dos registros de produtos para controle bioldgicos
bem como a evolugdo do setor. Também, forma obtidas informacdes verbais acerca de custos
com a producdo de fungos entomopatogénicos e gastos com o uso de defensivos agricolas para

o0 controle bioldgico na cultura cafeeira.

4.9 Analise estatistica

Para os experimentos realizados em laboratorio foi aplicada analise de variancia
(ANOVA), com as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 %. Conforme Ferreira (2000)
foi utilizado o software SISVAR® da Universidade Federal de Lavras. Para os experimentos de
campo, foi aplicada analise de variancia (ANOVA), com médias comparadas pelo teste de
Duncan (VIEIRA, 2011) com probabilidade de 5%, por meio do software SPSS® Statistics

versao 12.1 .
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5. RESULTADOS

5.1 Mortalidade de fémeas adultas de Hypothenemus hampei em laboratério

A viabilidade dos conidios aéreos e blastosporos de IBCB66 para utilizacdo nos
experimentos apresentaram resultados aceitaveis, com médias entre 85,5% e 90% de conidios
aereos viaveis e para os blastosporos a média das unidades formadoras de col6nias ficaram
entre 207 e 233x10* (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagem média da viabilidade de conidios
aéreos/mL™* e de Ufc’s de blastosporos de Beauveria bassiana
IBCB66 para os experimentos realizados em laboratorio

Experimento Copidios Blastosporos
aéreos (*Ufc)

Imersédo 1 - 241
Imerséo 2 - 236
Imersédo 3 - 232
Imerséo final - 246
Pulverizacdo T.P. 1 97,5 -
Pulverizacdo T.P. 2 90 -
Pulverizacdo T.P. 3 92 -
Pulverizacdo T.P. Final 90 -
Caminhamento 1 97,5 -
Caminhamento 2 96 -
Caminhamento 3 90

Caminhamento Final 91 -

*Ufc= unidade formadora de colbnia

5.1.1 Aplicacdo de suspensdo por imersao

Nos experimentos realizados em laboratério, a mortalidade média apresentada
para 0s experimentos por imersdo em suspensao com blastosporos de B. bassiana, mostraram
no teste 1 maior eficiéncia de mortalidade para a concentragdo 2,4 x 10° conidios/mL?* com
média de 4,60 mortos, para o0 teste 2, a concentracdo mais eficiente foi a de
1 x 108 conidios/mL™* com média de 4,80 mortos e para o teste 3, a concentragio mais eficiente

foi a de 5 x 107 conidios/mL™ com média 4,60 mortos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Mortalidade de Hypothenemus hampei infectada com suspensdo de
blastosporos de Beauveria bassiana aplicados por imerséo (26 + 1° C; UR % 47)

Tratamentos Teste 1 Teste 2 Teste 3
(n=7)" Média Média Média
Testemunha 1,20 £0,7 a 2,00+0,4 a 1,80+0,8 a
1x 10’ 1,50+0,7 a 3,25+0,4 ab 3,00t0,4abc
1x108 2,80+0,7 a b 4,80+0,8 ab 3,80+05 bec
5x 10’ 2,60+08 a b 3,80+0,2 ab 4,60+0,5 c
5x 108 2,60+05 a b 4,20+0,4 ab 2,00t0,5abc
1x10° 3,60+0,6 b 3,60+06 b 3,00+0,2abc
2,4 x10° 460+11 b 420406 b 400404 bc
CV (%) 41,02 18,25 28,33

IMédia seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Dados
originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise.

Esses resultados ndo devem ser atrelados aos métodos de producéo das unidades
infectivas dos blastosporos, pois seguiu-se a mesma padronizacdo técnica e sanitaria de
manipulacdo e condigdes climaticas do laboratorio em todos os experimentos. Em estudos de
Bernardo (2016), foi feita comparacao entre a utilizagdo de blastosporos e conidios aéreos de
de Metarhizium robertsii (IP 146), Metarhizium anisopliae s.l. (IP 363) e Beauveria bassiana
s.l. (IP 361 e CG 307) sobre larvas e fémeas ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus
micropluscom . As concentragfes utilizadas foram 10° 107, e 108 propagulos/mL para as
suspensdes fungicas do isolado IP361 de blastosporos de B. bassiana aplicadas pelo método
de imersédo. Os resultados em relacdo a viruléncia para larvas de Rhipicephalus microplus, foi
constatado mortalidade superior a 90 % enquanto conidios do mesmo isolado apresentaram
mortalidade em 63,29 %. Entretanto, o autor registrou maior mortalidade na menor
concentracdo aplicada. Esses resultados estdo em acordo com os resultados para a menor
concentracdo com maior mortalidade nos testes de imerséo do presente trabalho.

Foi possivel observar que apesar da eficiéncia da estrutura blastosporos como
agente infectivo no controle biolégico mas ainda sdo escassas pesquisas com tecnologias de

aplicacdo para este tipo de estrutura do fungo.

5.1.2 Aplicacdo de suspenséo por pulverizacdo em Torre de Potter

Nos experimentos por pulverizacdo em Torre de Potter, para o teste 1, observou-
se que ndo houve diferenca estatistica entre as doses aplicadas, somente em relacdo a
testemunha. Para o teste 2, houve elevada variacdo na analise e mortalidade média entre 1,20 e

4,20 insetos. No teste 3 a média de mortalidade geral foi menor que nos testes anteriores e,
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apesar disso, verificou-se média de 3,0 mortos na concentragio de 5x10’ conidios/mL
(Tabela 3).

Tabela 3 — Mortalidade de Hypothenemus hampei infectada com suspensdo de
conidios aéreos de Beauveria bassiana aplicados por pulverizacdo em Torre de
Potter (26 +1°C; UR + 47)

Tratamentos Teste 1 Teste 2 Teste 3
(n=7)" Média Média Média
Testemunha 1,60+0,6 a 3,20+0,8ab 2,60+0,7abc

1 x 10’ 2,75+0,6 ab 2,80+0,5abc 2,60+0,7abc
1x 108 4,20+05 b 2,40+0,2abc 2,40+0,5abc

5x 10’ 4,20+0,7 b 420+0,4 ¢ 3,00+0,4 a
5x 108 4,20+05 b 1,80+0,5ab 1,40+05 bec
1x10° 4,60+0,4 b 1,20+0,4 a 1,20£05 ¢
2,4 x 10° 400+0,2 b 2,20+0,6 ab 2,40+0,7abc
CV (%) 24,36 29,86 20,50

!Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Dados
originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise.

Nos trés testes realizados por aplicacdo por meio de pulverizacdo em Torre de
Potter com as suspensdes flngicas de conidios aéreos de Beauveria bassiana, ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre si mesmo com as concentracdes utilizadas padronizadas para todos.
Os resultados ndo estéo coerentes com os resultados dos testes de viabilidade do material antes
do uso, que ficaram acima de 90% de conidios viaveis, além da padronizacdo das condicdes
técnicas de manipulacdo e climaticas do laboratério. Entretanto, apesar da ndo ter sido
registrada significancia estatistica, houve registro de maior mortalidade para a concentracao
1x10° com média de mortos em 4,60 besouros.

Semelhantemente aos resultados obtidos nos experimentos desta pesquisa, sobre
a mortalidade de Hypothenemus hampei por pulverizacdo em Torre de Potter, estudos de
Wenzel et al. (2006) com lagartas Diatraea saccharalis, as concentragdes 5x107, 1x10® e 5x108
conidios/mL-1 foram estatisticamente iguais e apresentaram indices entre 65 e 89% de
mortalidade. Esses resultados corroboram com o presente trabalho em relacdo a ndo obtencéo
de diferencas estatisticas entre as concentracfes aplicadas podendo indicar que o0s conidios
aplicados ndo atingiram as partes mais vulneraveis do inseto.

Diferentemente das suspensfes flungicas utilizadas nos experimentos deste
trabalho, nas quais ndo foram utilizadas adjuvantes, em sua pesquisa de MOTA (2017), fez o
uso do adjuvantes Tween 80, Silwet L-77 e Break Thru, e mesmo assim foi observada baixa
mortalidade na infeccdo de H. hampei pelo método de pulverizacdo em Torre de Potter. O autor

argumenta que esses resultados podem ser justificados tanto pelas caracteristicas hidrofébicas
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do conidio quanto pela existéncia um grande nimero de estruturas quitinosas (setas) na parte
dorsal da broca, o que dificultaria a adesdo do fungo ao corpo do hospedeiro. Ainda, segundo
0 autor, existem na literatura varios estudos que apontam mortalidade inferior a 50% na

aplicacdo de Beauveria bassiana pelo referido método de aplicacgéo.

5.1.3 Aplicacéo por caminhamento sobre conidios aéreos em po

Nos experimentos por caminhamento sobre conidios em po, para o teste 1,
ndo houve diferenca estatistica entre as concentragdes, porém a concentragéo 1x108 conidios/g
apresentou uma média de 5,00 mortos. Para o teste 2, a concentracdo de 1 x 10%° conidios/g
resultou em uma média de mortos de 4,60 porém houve diferenca estatistica somente em relacéo
a concentragdo 5x10® conidios/g que apresentou 2,40 mortos. Para o teste 3 também a
concentracdo de 1 x 10 conidios/g apresentou maior eficiéncia com a média de mortos de

3,80 diferenciando-se dos tratamentos: Testemunha, 5x107 e 5x108 conidios/g. (Tabela 4).

Tabela 4 — Mortalidade de Hypothenemus hampei infectada com de conidios aéreos
de Beauveria bassiana em p6é aplicados por caminhamento (25 + 1° C; UR + 47)

a1 Teste 1 Teste 2 Teste 3
Tratamentos (n=7) Meédia Meédia Média
Testemunha 2,80+0,6 a 2,80+02a b 0,60+0,4 a

5x 107 3,75+0,6 ab 425+0,2a b 1,40+0,5ab
1x 108 5,00£0,5 b 3,40+0,8a b 3,20+05 bc
5x 10® 4,80+0,6 b 2,40+0,5 a 1,40+0,2 ab
1x10° 4,60+05 b 420+0,7a b 2,20+06 bc
5x 10° 4,60£0,4 b 3,80+0,7a b 3,00+0,8 bc
1x 10%° 4,80+0,2 b 460+0,6 b 38006 ¢
CV (%) 11,12 24,01 49,23

!Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Dados
originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na andlise.

Observou-se também que a mortalidade de brocas adultas foi maior nos
experimentos onde a aplicacdo de conidios foi em p6 seco, em comparacdo com 0S
experimentos com blastosporos e conidios pulverizados. Ainda, foi possivel observar que 0s
blastosporos sdo infectivos aos adultos da broca, com mortalidade muito préxima aos conidios
aéreos pulverizados.

dos trés experimentos apresentarem resultados com maior média de
mortalidade em relacdo aos demais métodos utilizados nesta pesquisa, quando avaliados entre

si, foi possivel observar menor mortalidade no teste 3, com menor mortalidade registrada para
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as concentragdes 5x107 e 5x108, ambas com 1,40 mortos em média e sem diferencas estatisticas
entre si.

Em estudos com tecidos sintéticos impregnados por conidios de B. bassiana
contra H. hampei, Mota (2013) relata que a exposicdo de fémeas adultas ao fungo por 5
segundos foi suficiente para a letalidade do inseto. Além disso, o autor afirma que a mortalidade
dos insetos podem estar associadas a maior exposicao das partes ventrais e estruturas menos

quitinosas do besouro ao fungo aplicado.

5.1.4 Experimento com trés métodos de aplicacdo simultaneos

Dos trés métodos de aplicacdo testados de maneira simultdnea com a
concentragdo Unica de 1x10® conidios mL™, o método de caminhamento sobre p6 de conidios
aereos de B. bassiana apresentou melhor resultado, sendo a média de mortalidade de H. hampei
de 4,0 (Tabela 5).

Tabela 5 — Mortalidade média de Hypothenemus hampei infectada com
conidios aéreos de Beauveria bassiana e blastosporos por diferentes métodos
de aplicacao de forma simultdnea (25 £ 1 °C; UR £ 47)

Tratamentos
(n=2) Imersao Pulverizacdo T.P. Caminhamento
Testemunha 2,6+0,5 c 2,6+0,5 c 2,6+0,5 c
1x 108 2,25+0,3 a 2,25+0,5 a 4004 b
CV (%) NS NS NS

!Média seguida de mesma, nas colunas, letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Dados originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise.

A realizacdo do teste final com os trés métodos de forma simultanea e com a
concentragdo Gnica em 1x108, apresentaram também melhores médias de mortalidade de H.
hampei para 0 método de caminhamento sobre pé de conidios aéreos com 4,0 mortos em média
em comparagdo com 0s métodos de imersdo e pulverizacdo em Torre de Potter. Entretanto, ndo
foi observada diferenca estatistica na testemunha que para os trés métodos de aplicacédo
apresentaram 2,6 mortos em média.

Em relacdo a esporulacdo na carcaca do inseto infectado apds a aplicacdo pela
suspensdo de blastosporos, por caminhamento sobre conidios aéreos de IBCB66 em pé puro,
ndo se observou diferenca visual apos 96 horas. Além disso, a observacao de presenca de ovos
durante a avaliacdo da mortalidade nesse experimento corrobora com dados da literatura que

informam que fémeas adultas de H. hampei emergem dos frutos ja copuladas (Figura 37).
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Figura 37 - A: Hypothenemus hampei apds 48 horas da pulverizacdo da suspenséo flngica em Torre de Potter; 1
= H. hampei viva e ovo em gréo da dieta; 2 = H. hampei morta e sem esporulacdo; B: H. Hampei em esporulacéo
apos 96 horas da imerséo em suspenséo de blastosporos IBCB66; C: H. Hampei em esporulacéo apés 96 horas do
caminhamento sobre p6é Beauveria bassiana. Fonte: RMCPereira, 2019.

Esses registros estdo de acordo com os resultados dos trés testes com as
diferentes concentragdes realizados anteriormente neste trabalho, podendo a mortalidade ser
justificada pela exposicédo das partes menos quitinizadas do inseto ao fungo, ocasionando maior
obito. No geral, para cada um dos metodos de aplicacdo ndo houve diferenca significativa entre

a mortalidade da testemunha, que teve a média de mortes igualmente em 2,6 mortos.

5.2 Experimentos de campo, cafezal urbano SP

Os testes de viabilidade realizados para os produtos com conidios aéreos de B. bassiana,
IBCB66, apresentaram resultados esperados, com médias entre 85,5% e 90% de conidios
viaveis e para os blastosporos a média de unidade formadora de colénia (UFC) ficaram entre
207 e 233x10* (Tabela 6).

Tabela 6 - Porcentagem média da viabilidade de conidios
aéreos e de unidade formadora de col6nia de blastosporos de
IBCB66 para os experimentos realizados no cafezal de Sao
Paulo

2018 2019 2019 2019 2019 2020
Dez Jan Fev Nov Dez Jan
PRODUTO *Al *A2 *A3 *Al *A2 *A3
P6 molhavel
Ecobass® 87 94 925 i i i
P6 arroz + 855 88 90 88,5 89,5 89,5
fungo (PS)

**Ufc **Ufc **Ufc

Blastosporos - - - 207 231,5 233
*A= aplicagdo; **Ufc= unidade formadora de colénia.
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Os indices de frutos brocados ja se apresentavam altos tanto para a cultivar
Mundo Novo, com 17,75% quanto para a cultivar Catuai, com 34,25%. Esta condicdo da area
de estudos pode estar relacionada com os resultados obtidos em todos 0s experimentos
realizados no cafezal. Além disso, na primeira aplicacéo do experimento I e 11, pode ter ocorrido
interferéncia da temperatura na adesdo e germinacdo do fungo, uma vez que, na data de
17/12/2018 foi registrada temperatura de 34 °C e foi considerada a tarde mais quente da historia
para a regido (INMET, 2018).

5.2.1 Experimento I, cultivar Mundo Novo

O experimento | realizado no cafezal urbano de Sdo Paulo-SP, ap6s a avaliacéo

da coleta prévia, as médias de frutos brocados variaram entre 6,11% e 17,75%. (Tabela 7).

Tabela 7 — Cultivar Mundo Novo. Porcentagem de frutos brocados por
Hypothenemus hampei em coleta prévia realizada em 10/12/2018,
apenas com a demarcacdo das repetices (28 + 1°C na data da coleta)
Coleta Prévia

Tratamentos (n=5)"

Média
Testemunha 17,75 £54
Polvilhamento solo 12,13 +6,3
Pulverizacdo planta 6,11 £1,2
Polvilhamento planta 16,75 £7,5
Pulverizacdo solo 13,06 +4,7

Ap0ds a primeira aplicacdo do fungo B. bassiana, houve pequena variagdo, mas
sem diminuicdo da porcentagem de frutos brocados. Observou-se que houve diferenca
estatistica entre os tratamentos com pulverizacdo na planta e no solo apds 28 dias da aplicacéo,
com menor numero de frutos brocados do que a Testemunha e o polvilhamento no solo. Houve
pequena variacdo na porcentagem de frutos brocados, sendo a menor média para o tratamento
de polvilhamento na planta para a coleta realizada aos 14 dias que, apresentou 8,10% de frutos
brocados. Apesar disso, para este tratamento essa média nao diferiu estatisticamente da obtida

na testemunha, que foi de 9,40% para a coleta de mesma data (Tabela 8).
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Tabela 8 — Porcentagem de frutos brocados por Hypothenemus hampei ap6s a primeira aplicacdo de
conidios de Beauveria bassiana para o periodo de 17/12/2018 a 17/01/2019 (34 + 1 °C) na data da
aplicacdo)

Tratamentos (n=5)" 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Média Média Média Média
Testemunha 13,00+£4,7 a 9,40+34 a 17,80+£34 a 1573+4,0 b
Polvilhamento solo 12,80+£58 a 11,20+53 ab 18,00£33 a 1940£37 b
Pulverizag&o planta 98022 a 1060+18 ab 10,10%x14 a 11,70+ 38 a
Polvilhamento planta 14,30 £55 a 81014 ab 152050 a 13,40+45 a
Pulverizacéo solo 21,80+8,2 a 2053+42 b 16,00+41 a 1310+46 a
CV (%) 54,61 40,24 23,50 5,68

!Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (LSD) a 5%. Dados originais
e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise.

Na segunda aplicagdo, o numero de frutos brocados apresentou-se maior que as
anteriores. Entretanto ha que se considerar que ndo houve coletas em 7 e 14 dias, e ndo houve
diferengas entre as médias. Dos indices registrados nas testemunhas a maior média foi de
18,10%. Mesmo assim, em comparagdo com a primeira aplicacdo, o tratamento de pulverizacéo
na planta apresentou menor porcentagem de frutos brocados, com 13,30% na coleta aos 28 dias.
(Tabela 9).

Tabela 9 — Porcentagem de frutos brocados por Hypothenemus hampei apos a
segunda aplicacdo de conidios de Beauveria bassiana para o periodo de 18/01/2019
a 17/02/2019 (28 + 1 °C na data da aplicacdo)

1 21 dias 28 dias

Tratamentos (n=5) Média Média
Testemunha 18,10 +5,3 a 13,40+50 a
Polvilhamento solo 14,40 +45 a 19,20+4,3 a
Pulverizacdo planta 13,60+4,0 a 13,30+3,3 a
Polvilhamento planta 19,80 +5,8 a 1440+16 a
Pulverizacdo solo 21,40+6,1 a 13,00+£5,3 a

CV (%) 32,40 34,16

Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (LSD)
a 5%. Dados originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise.

Apls a terceira aplicacdo, a porcentagem média para CV (%) apresentou
variacdo entre 18,24% (7 dias) e 16,15% (14 dias), sendo as demais ndo significativas. Os
indices de porcentagens registrados continuaram altos, sendo 0s menores apresentados para o
tratamento de polvilhamento em solo com 10,10% de frutos brocados, seguido do tratamento
de pulverizacdo na planta com 11,50% dos frutos perfurados pela broca. Entretanto, esses
valores menores podem estar diretamente ligado as condi¢fes de campo registradas na coleta
prévia, que apresentou 12,13% de frutos brocados para o tratamento de pulverizacdo no solo e
6,11% de frutos brocados em pulverizacdo na planta (Tabela 10), e ndo especificamente

relacionados com a eficiéncia da aplicacdo ou do patdgeno empregado no experimento.



Tabela 10 — Porcentagem de frutos brocados por
terceira aplicagdo de conidios de Beauveria bassiana para o periodo de 18/02/2019 a
17/03/2019 (27 + 1 °C na data da aplicacdo)

Hypothenemus hampei apos a

Tratamentos (n=5)" 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Média Média Média Média
Testemunha 12,90+ 3,0a 1440+21a 13,99 +0,7 1480+1,8
Polvilhamento solo 10,10+ 1,0a 1460+2.6a 13,99+0,9 1480 +2,2
Pulverizacdo planta 1150+16a 16,40+ 1,7a 14,66 +0,8 20,10 £0,7
Polvilhamento planta 1550+ 3,7a 16,20+1,8a b 13,33+0,8 18,40 £1,2
Pulverizacao solo 16,50+ 4.6a 1840+28 b 16,33+0,9 20,30+ 1,6
CV (%) = 18,24 16,15 NS NS
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!Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher a 5%. Dados
originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise apenas para a coleta 1.

5.2.2 Experimento Il, cultivar Catuai

A é&rea da cultivar apresentou indice maior de infestacdo na coleta prévia em
comparacgdo ao indice registrado para a cultivar Mundo Novo. Enquanto para a cultivar Mundo
Novo, foi registrado maior indice em 17,75% de frutos brocados, para a cultivar Catuai foi
registrado 25,06% , ambos na testemunha, sequidos do indice de 34,25% registrado nas parcelas

marcadas para o tratamento de polvilhamento na planta (Tabela 11).

Tabela 11 — Porcentagem de frutos brocados por Hypothenemus hampei
em coleta prévia em 07/12/2018, apenas com a demarcacao das repeticdes
(27 £ 1 °C na data da coleta)

Coleta Prévia

Tratamentos (n=5)"

Média
Testemunha 25,06 £2,0
Polvilhamento solo 2554 +43
Pulverizacdo planta 21,19+3,3
Polvilhamento planta 34,25+5,8
Pulverizacdo solo 2554 +4,0
CV (%) NS

Apds a primeira aplicacdo, verificou-se na coleta aos 7 dias, que o tratamento
por meio de pulverizacdo em solo obteve 15,99% e aos 21 dias 11,33% de frutos brocados,
sendo este Ultimo o menor apresentado para as quatro coletas realizadas. Também, nao foi
possivel observar diferenca estatistica entre os tratamentos e, ao contrario do que se esperava,

ndo houve diminuicdo nos indices de porcentagens de frutos brocados. (Tabela 12).
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Tabela 12 — Porcentagem de frutos brocados por Hypothenemus hampei apés a primeira
aplicacdo de conidios de Beauveria bassiana para o periodo de 17/12/2018 a 17/01/2019
(34 £ 1 °C na data da aplicagao)

Tratamentos (n=5)l 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Média Média Média Média
Testemunha 2694+65a b 2666 +58a 2199+54 b 2533+44 b

Polvilhamento solo 2999+48a b 2466+70a 1833+x58ab 2199%64a
Pulverizacdo planta 3299+72 b 2566+x71a 2266x56a 2533+64 b
Polvilhamento planta 24,66 +6,0a b 25,33+55a 1799+34ab 2733%£32 b
Pulverizacdo solo 1599+28a 2066 +66a 1133+22a 21,32+20ab
CV (%) 25,49 38,56 21,66 9,31
!Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (LSD) a 5%. Dados
originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise.

Verificou-se que ap6s a segunda aplicacdo, as médias para as avaliacbes em 21
e 28 dias, ndo apresentaram diminui¢do dos frutos brocados em relagdo a coleta prévia e ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 13).

Tabela 13 — Porcentagem de frutos brocados por Hypothenemus
hampei apos a segunda aplicacdo de conidios de Beauveria bassiana
para o periodo de 18/01/2019 a 17/02/2019 (28 =+ 1 °C na data da

aplicacao)

1 21 dias 28 dias

Tratamentos (n=5) Média Média
Testemunha 28,66 +53a 28,66 +4,2 a
Polvilhamento solo 25,33+x1,2a 25,33+2,3a
Pulverizacdo planta 27,33+45a 27,33x40a
Polvilhamento planta 25,33+75a 25,33+43a
Pulverizacdo solo 26,99 +6,3 a 26,99+25a

CV (%) 23,23 23,23

!Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher
a 5%. Dados originais e transformados por raiz quadrada de x + 0,5 na analise.

Ap0s a terceira aplicacdo a porcentagem de frutos brocados continuou alto sendo
registrados 20,66% na testemunha e, as menores médias de porcentagem de frutos brocados
foram registradas no tratamento de polvilhamento em solo com 12,66% na coleta aos 14 dias
seguida da menor porcentagem na ultima coleta (28 dias) com 11,99% de frutos brocados. A
porcentagem de grdos brocados nesse tratamento permaneceu menor, em relacdo aos demais,

durante as avaliacdes da terceira aplicacdo (Tabela 14).
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Tabela 14 — Porcentagem de frutos brocados por Hypothenemus hampei apds a terceira
aplicacdo de conidios de Beauveria bassiana para o periodo de 18/02/2019 a 17/03/2019
(27 £ 1 °C na data da aplicacdo)

Tratamentos (n=5)" 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Média Média Média Média
Testemunha 20,66 +1,9 1732+0,7 b 1399 +0,6 a 19,33+ 34 C
Polvilhamento solo 15,33 +4,6 12,66 £1,7 a 1399+12a 1199+39 a
Pulverizacdo planta 2599+19 1799+25 b 1466 +1,7a 1533+27 b
Polvilhamento planta 17,99 £ 3,7 17,32+36 b 13,33+25a 18,66 = 2,3 c
Pulverizacdo solo 17,66 +2,2 1466+23 b 16,33+28a 2199+0,8 d
CV (%) = NS 9,58 15,42 2,91

!Média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher a 5%. Dados originais e
transformados por raiz quadrada de x + 0,5.

Em estudos com delineamento semelhante ao realizado por pulverizacdo neste
trabalho, Santinato (2017) realizou experimento em Sao Pedro da Unido, MG, em lavoura da
cultivar Catuai Vermelho com indices de infestacdo por broca entre 3% e 5% e na auséncia de
fungicida. O autor informa que foi utilizado Beauveria bassiana (Boveril/ Koppert®), e apds a
terceira aplicagdo tambeém obteve-se resultados altos de infestacdo com nenhuma diminuigéo

dos frutos brocados.

5.2.3 Experimento 111, cultivar Catuai

Ap0s a realizacdo do experimento Il com a cultivar Catuai, o cafezal a area de
estudos apresentou infestacdo acima de 8% e media de 25% de frutos brocados. Essa
constatacdo levou a realizacdo do experimento I11 entre novembro de 2019 e fevereiro de 2020,
com o diferencial de pulverizacdo na planta e solo com calda feita a base de blastosporos de
IBCB66 e com coletas a cada 15 dias, ou seja, ao invés de quatro coletas como nos experimentos
anteriores, dessa vez apenas duas foram realizadas.

Para o experimento Il1, realizado com pulverizacdo de suspensao de blastosporos
e polvilhamento com po de arroz+fungo (PS), as menores porcentagens foram constatadas na
coleta 1 apds a aplicacdo 1 e foi de 28,0% no tratamento testemunha. Apos a aplicacdo 2, o
menor indice de frutos brocados foi registrado no tratamento pulverizacdo com blastosporos
na planta, apresentando 38,8%. Apds a aplicacdo 3, o tratamento que apresentou menor indice

de frutos brocados foi o de pulverizacdo com blastosporos em solo sendo 34,7% (Tabela 15).
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Tabela 15 - Frutos atacados (%) por broca-do-café, Hypothenemus hampei, tratados com pulverizacdo
de suspenséo de blastosporos de IBCB66 e polvilhamento com conidios de Beauveria bassiana em area
de café Catuai (Sdo Paulo-SP)

(n=5)" Aplicacdo 1 Nov. 2019  Aplicacdo 2 Dez. 2019 Aplicacéo 3 Jan. 2020
Tratamentos Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2
Testemunha 280+49a 310+x26a 428+27a 523+x25a 420%+13 b 453+20a
Pulv. BI. PI. 440+93a 413+49a 388+29a 457+17a 408+13ab 446+23a
Pulv. BI. So. 306+45a 332+45a 426+39a 500x4,0a 34,7+x20a 40,0x10a
Polv. Co. PI. 36,7+49a 340+31a 436+27a 506x25a 397x30ab 453+22a
Polv.Co.So. 380+46a 386+44a 415+28a 442+13a 41,7+19 b 420+22a

CV (%) 38 25,2 14,8 14,4 12,3 10,5

!Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Ao longo deste experimento, os frutos avaliados apresentaram estagios
diferentes a cada aplicacdo e coleta, com predominéncia de frutos em estagio chumbé&o. Nas
coletas realizadas em novembro e dezembro de 2019, os estagios de formacdo dos frutos
apresentaram variagcbes com poucos frutos em estdgio chumbinho, alguns em fase de
embotoamento (flores em transformacao de fruto) e ainda ramos com flores.

Nas coletas realizadas entre janeiro e fevereiro de 2020, gradativamente os frutos
foram atingindo o estagio de chumbéo (fruto ainda aquoso mas ja com menor teor de agua em
seu interior) até os maduros, o que proporcionou a coleta do nimero de frutos estipulado para
cada planta e, apenas nesta fase foi possivel encontrar alguns frutos maduros, nos quais pode-

se encontrar, em seu interior, larvas (Figura 38).

Figura 38 — Experimento Il1, cultivar Catuai, imagens das anélises da coleta 2 ap6s a segunda aplicacao: A: fruto
Catuai brocado; B: broca morta e infectada com Beauveria bassiana; C larvas de Hypothenemus hampei. Fonte:
RMCPereira, 2019.

Estudos de Okumura et al. (2003) com a aplicacdo de Beauveria bassiana por
pulverizacdo no controle da broca-do-café em terreiros de secagem de café, apresentaram

resultados de mortalidade do inseto em 49,72 % para a concentragio de 1x10*! entretanto foram
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também registrados mortalidade de 44,63% de mortalidade por outros motivos tais como o
manuseio durante o experimento e pela ocorréncia de fungos saprofitas e/ou oportunistas.
Embora a concentracgdo utilizada pelo autor seja menor que a utilizada nos experimentos deste
trabalho que foi de 2x10%, estes resultados corroboram com este trabalho, tendo em vista que
apesar da diferencga no local da realizagdo da pesquisa, os indices de frutos brocados registrados
foram altos.

O fato da possivel migracdo dos insetos dentro da area total do cafezal, pode
estar relacionado com o registro baixo da mortalidade de H. hampei por B. bassiana no decorrer
dos experimentos e relacionados ainda com a porcentagem de frutos brocados. 1sso corrobora
com os estudos de Neves et al. (2008) que afirmam que o fungo pode matar a broca em um
periodo de 4 a 5 dias, 0 que permitiria a disseminacao do fungo pelo proprio inseto infectado.
Tal situacdo poderia justificar a observacéo de frutos com a brocas mortas e infectadas com B.
bassiana tanto em plantas que ndo necessariamente estavam marcadas quanto as que se

encontravam fora da area de estudos (Figura 39).

Figura 39 — Frutos observados ap6s o experimento |11 da cultivar Catuai; A= brocas infectadas em planta ndo
marcada porém dentro da &rea delimitada; B= brocas infectadas observada em planta fora da area delimitada na
pesquisa. Fonte: RMCPereira, 2020.
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5.3 Avaliacao de disseminadores de conidios aéreos nos cafezais de Campinas, SP e Séo
Paulo, SP

Os testes de viabilidade com os conidios aéreos realizados antes da execucao dos
experimentos com os disseminadores com conidios aéreos de Beauveria bassiana nos cafezais
de Campinas — SP e S&o Paulo - SP, apresentaram médias entre 94% e 97% de conidios vidveis
em 1mL™! (Tabela 16), demonstrando condicBes padrdes para aplicagdo nos experimentos.

Tabela 16 - Porcentagem média da viabilidade de conidios aéreos mL™ de
Beauveria bassiana, antes da realizagdo dos experimentos realizados nos cafezais
de Campinas — SP e S&o Paulo — SP

Tratamentos Campinas 24h Campinas 15dias  S&o Paulo 30 dias
Experimentos Experimento Aplicacbes
| Il I Al A2 A3
*Saché gaze 94 93,5 97 - - -
*Saché papel filtro 94 93,5 91,5 - - -
*Saché papel sulfite 94 93,5 93,5 - - -
**Saché papel filtro furado 94,5 97 95,5 97 975 96,5

* arroz+fungo; **conidios aéreos em po

Nos trés experimentos com os disseminadores realizados no cafezal de
Campinas, apos a retidada das placas de Petri da cdmara climatizada tipo B.O.D., além das
unidades formadoras de col6nia de Beauveria bassiana, também foram observadas coldnias de

outros géneros: Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Lecanicillium e Isaria.

5.3.1 Sachés por 24 horas, experimento I, cafezal Campinas, SP

No primeiro experimento com os sachés disseminadores, foi possivel observar
que a media de UFC (unidade formadora de coldnias) na testemunha foi menor que os demais,
visto que ainda ndo havia sido realizado um teste anterior. Porém, de um modo geral, as médias
registradas foram muito proximas, com um ligeiro aumento para o saché feito com papel filtro
furado e usando conidios puros de B. bassiana (Figuras 40 a 44). As direcdes Leste e Oeste

representam a posicdo das linhas do cafezal.
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Figura 40 - Média de UFC de IBCB66 capturadas em placas de Petri contendo BDA, no periodo de 25 a
26/04/2019, sem sachés. Fonte: RMCPereira, 2020.
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Figura 41 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 26 a 27/04/2019. Experimento
I, T2, sachés de gaze de algoddo contendo 10g de arroz+fungo. Fonte: RMCPereira, 2020.
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Figura 42 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 27 a 28/04/2019. Experimento

I, T3, sachés de papel filtro contendo arroz+fungo. Fonte: RMCPereira, 2020.
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Figura 43 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 28 a 29/04/2019. Experimento

I, T4, sachés de papel sulfite contendo arroz+fungo. Fonte: RMCPereira, 2020.
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Figura 44 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 28 a 29/04/2019, Experimento
I, T5, sachés de papel filtro furado contendo conidios aéreos puros. Fonte: RMCPereira, 2020.

Para este experimento pode-se dizer que houve relacdo da disseminacdo do
fungo com a direcdo predominante dos ventos na data do experimento, visto que a maioria das
maiores médias foram registradas para o ponto A instalado na direcdo Sul (S).

5.3.2 Sachés por 24 horas, experimento 11, cafezal Campinas, SP

No experimento 2, houve ajuste dos pontos A e E para distancias em 3 m
mantendo-se 0 método anterior. Foi possivel observar maior quantidade de UFC na
Testemunha, visto que ja havia sido realizado um experimento no mesmo local. Também, da
mesma forma, observou-se a mesma tendéncia do experimento 1, com média de UFC de
B. bassiana maior no tratamento com saché de papel de filtro furado, inclusive superando o

saché de gaze de algoddo (Figuras 45 a 49).
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Figura 45 - Média de UFC de IBCB66 capturadas em placas de Petri contendo BDA, no periodo de 15 a
16/05/2019. Experimento I, T1 sem sachés. Fonte: RMCPereira, 2020.
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Figura 46 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 16 a 17/05/2019. Experimento

Il, T2, sachés de gaze de algoddo contendo 10g de arroz+fungo. Fonte: RMCPereira, 2020.
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Figura 47 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 17 a 18/05/2019. Experimento
Il, T3, sachés de papel filtro contendo arroz+fungo. Fonte: RMCPereira, 2020.
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Figura 48 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 18 a 19/05/2019. Experimento
Il, T4, sachés de papel sulfite contendo arroz+fungo. Fonte: RMCPereira, 2020.
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A maior media de UFC registrada foi de 30,8 para T5 com saché de papel filtro
furado contendol g de conidios p6 na concentracdo de 1x10%° e instalado no ponto C (Figura
49). Entretanto, neste caso, ndo foi possivel associar a dire¢do do vento predominante visto que
a direcdo do ponto é Oeste (O) e a direcdo predominante registrada para a data da pesquisa foi
Leste/Nordeste (L/Ne)

Q Pontos e distancia
Q Média de UFC

| Pontos Cardeais

. Diregdo do vento
(predominante)

O Maior média

de UFC

Figura 49 — Média de UFC de IBCB66 capturadas em placa de Petri no periodo de 19 a 20/05/2019, Experimento
Il, T5, sachés de papel filtro furado contendo conidios aéreos puros. Fonte: RMCPereira, 2020.

Para este experimento, pode-se dizer que apenas 0 ponto com maior média de
UFC registrada néo teve relacdo com a direcdo predominante do vento registrado na data da
pesquisa. Além disso, observou-se que a alteracdo das distancias dos pontos A e E nao foi
significativa uma vez que, o fungo alcangou tanto as distancias em 5m quanto em 3 m. Ainda,
em estudos de dispersdo vertical e horizontal de conidios de Stenocarpella maydes e S.
macrospora, Casa et al (2003) verificaram dispersao por até 20 m de distancia do ponto com o
indculo.

Nos dois experimentos por 24 horas, na avaliacdo por meio do teste e Duncan a
5%, foi possivel constatar que a maior média de UFC (unidade formadora de coldnia) foi para
o tratamento com o saché de papel filtro furado apresentando média de 7,14 UFC, o que
corrobora com os resultados obtidos nas médias simples por ponto para o referido tratamento

no experimento I, com diferenca significativa para os demais tratamentos e 17,19 UFC no
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experimento I, sendo maior do que as demais e diferenciando-se estatisticamente de T1 e T2.
(Tabela 17).

Tabela 17 - NUmero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC média) de
Beauveria bassiana aplicados com sachés disseminadores em oito pontos de coleta
24 horas ap0s a aplicacdo (Campinas-SP)

Tratamentos (n=5)" Experimento 1 Experimento 2
(T1) Testemunha, sem saché 0,37+£0,1 ¢ 957+2,7 bec
(T2) Saché gaze com 10 com g arroz+fungo 392+09 b 762+09 ¢
(T3) Saché papel filtro 14 com 10 g arroz+fungo 5,10+£0,3 b 1490+19ab
(T4) Saché papel sulfite com 10 g arroz+fungo 531+03 b 14,02+25a bc
(T5) Sache papel filtro furado com 1g conidiosp6 7,14 +0,5a 17,19+23a
CV (%) 11,4 9,0

!Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

5.3.3 Sachés por 15 dias, Cafezal Campinas, SP

Nos experimentos com sachés disseminadores por 15 dias, o tratamento sem
sachés, testemunha, foi realizado na ultima aplicacéo e foi possivel constatar médias baixas de
UFC, sendo a menor média 0,00 para o saché de papel filtro furado aos 7 dias e 0,00 média
para a testemunha aos 14 dias. A maior media verificada nesse experimento foi para o
tratamento de aplicacdo por meio dos sachés de gaze e algoddo com registro de 21,3 UFC. Além
disso, 0 saché de gaze apresentou as maiores médias aos 7 e 14 dias com diferencas estatisticas
entre eles. Nos demais tratamentos, apenas para T2, saché com papel filtro, ndo houve diferenca

significativa para as médias obtidas durante o experimento (Tabela 18).

Tabela 18 - NUmero de Unidades Formadoras de Coblonias (UFC média) de Beauveria
bassiana aplicados com sachés disseminadores, em cinco repeticdes com oito pontos cada,
avaliados a cada 3, 7, 10 e 14 dias. UFC capturadas em Placas de Petri por 24 horas em campo
na data (Campinas-SP).

Tra(tr?inse):?tos 3 dias 7 dias 10 dias 14 dias
(T1) Saché gaze 213+57a A 6,7+0,7a B 09+05 d C 10,7+£0,7a B
(T2) Papel filtro 20£05 bA 3308 b A 2303 ¢ A 40+£08 b A
(T3) Papel Sulfite 2306 b B 28+x09 b B 7,7%x07a A 53+0,7 b A
(T4) Papel filtro furado 58+ 1,1 bA 00+£00 ¢ B 5105 b A 556+13 b A
(T5) Testemunha 1,7+09 bA 04+02 ¢ B 01+01 d B 00+£00 c¢c B
CV (%) 59 50 47,6 43

!Médias seguidas de mesma letra, mindsculas nas colunas e maiGsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste
de Duncan a 5% . Dados originais, transformados por Raiz quadrada x = 0,5 na analise.

Os testes de viabilidade realizados com o restante dos fungos contidos nos

sachés de cada tratamento e ap0s a retirada dos disseminadores de campo, apresentaram médias
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entre 14,3% e 91,1%, com o maior valor para os sachés confeccionados com papel filtro
(Tabela 19).

Tabela 19 - Porcentagem média da viabilidade de conidios
aéreos/mL? de Beauveria bassiana, apds a retirada de
campo. Cafezal Campinas, SP

Material Teste apos 15 dias
*Saché gaze 14,3
*Saché papel filtro 91,1
*Saché papel sulfite 62,2
**Saché papel filtro furado 64,8

* arroz+fungo; **conidios aéreos em po

Assim, para este experimento, as diferencas registradas tanto na eficiéncia da
dispersdo dos conidios quanto na durabilidade dos materiais e substratos utilizados em relacédo
aos experimentos com sachés por 24 horas, sugerem a necessidade de repeticdo do mesmo.

Ademais, houve interferéncia de formigas, que consumiram parte do meio de
cultura exposto em campo o que pode também ter ocasionado diferenca no registro das unidades
formadoras de colonias de B. Bassiana. Ainda, a interferéncia da umidade e chuvas, podem
também estarem relacionadas com a diminuic¢do da dispersdo dos conidios, pois o0 substrato
Umido tem menor propensao a propagacao pelo vento

Também, foi possivel observar que a durabilidade dos materiais utilizados na
confeccdo dos disseminadores ndo sofreram grandes alteracdes mantendo sua funcdo em
campo. Isso permitiu a avaliacdo geral dos resultados e a escolha do material e substrato para

realizacdo de novo experimento no cafezal de Sao Paulo.

5.3.4 Sachés por 30 dias, Cafezal Sdo Paulo, SP

Para o experimento com saché por 30 dias, a avaliacdo foi de diminuicdo da
porcentagem dos frutos brocados e no ndmero de brocas mortas e infectadas pelo
entomopatogenos IBCB66. Foi registrado menor indice apds a segunda aplicacdo e coletal em
T3 com 32,9% de frutos brocados. Este resultado ndo condiz com a maior média de brocas
mortas e infectadas registradas em 0,6 em T2 ap6s a segunda e Ultima coleta apds a terceira
aplicacdo. Entretanto, este indice de besouros infectados, apesar de baixo em relacdo a
porcentagem de frutos brocados, estd coerente com a data da observacdo que foi apos a
finalizagdo do experimento, ocasido em que se esperava ser maior 0O registro de insetos

infectados.
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Das trés aplicagdes de conidios aéreos de IBCB66 no cafezal de Séo Paulo, foi
possivel verificar a menor porcentagem de frutos brocados na coleta 2, apds a segunda
aplicagéo, 32,6% dos frutos brocados para o tratamento em 0,50 m de altura com um saché
disseminador por ponto.

Para a aplicacdo um e coleta um, estatisticamente foi registrada diferenca
significativa apenas em T1 em relacdo aos demais tratamentos. Na segunda aplicacéo e primeira
coleta, houve diferenga significativa apenas entre T1 e T4 permanecendo 0s demais tratamentos
e segunda coleta sem diferencas. Na terceira aplicacdo foi registrada maior porcentagem de
frutos brocados em T1 na primeira coleta. Ja na segunda coleta houve diferenca entre T1 e T3
(Tabela 20).

Tabela 20 - Frutos atacados (%) por broca-do-café, Hypothenemus hampei, trata
dos conidios de Beauveria bassiana aplicados por meio de saché disseminadores (S&o Paulo-

SP).
(n=5)! Aplicacdo 1 - Nov. 2019 Aplicacéo 2 - Dez. 2019 Aplicacéo 3 - Jan. 2020
Tratamento Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2

(T1)Testemunha 59,0+129 b 39,2+10,3a 38,1+20 b 435+37a 415+16 ¢ 387+x2 b
(T2)1 saché 46,8+ 12,5a 40,2+ 86 a 356+2l1lab 326+2l1la 37,7+05ab 380z%1,1la
(T3)2 sachés 359+32a 46,8+ 6,0 a 356+45ab 36,2+28a 36,2+12a 40,0+1,0ab
(T4)3sachés 39,1+71 a 475+ 39a 329+23a 340+29a 38,7+16 b 355%+20a

CV (%) 46 42 18 1,9 08 1,1

!Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Apds as analises em laboratorio, o numero de brocas infectadas por conidios
aéreos de IBCB66 registrados apos as trés aplicacbes foi baixo. Apesar disso, foi possivel
observar aumento nos registros de brocas infectadas, com a maior média registrada de 0,6 em

T3 ap0s a terceira aplicacdo e ultima coleta (Figuras 50 a 55).
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Figura 50 — Aplicacdo 1, coleta 1, novembro 2019. Média de brocas-do-café vivas e mortas infectadas por B.
bassiana por ponto e por tratamento.
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Figura 51 — Aplicagdo 1, coleta 2, dezembro 2019. Média de brocas-do-café vivas e mortas infectadas por B.
bassiana por ponto e por tratamento.

3,5

M

=

-0,5
A3m

3

25 2,2 22

1,5

05 Jo o (1]
0 =

B T1-sem saché - Brocas vivas
W T2 1saché - Brocasvivas
B T3- 2 sachés- Brocas vivas
B T4-3sachés- Brocas vivas

2626

(=]

B3 m C3m D3m E&m F&m GEem
Pontos: distancias do ponto central e diregdo

T2- 1saché - Brocas mortas e infectadas
B T3- 2 sachés- Brocas mortas e infectadas
B T4-3sachés- Brocas mortase infectadas

2,6 2,626

28 3 3
2,2
o

HEm

B T1-sem saché - Brocas mortas e infectadas

2,6

Figura 52 — Aplicagdo 2, coleta 1, dezembro 2019. Média de brocas-do-café vivas e mortas infectadas por B.
bassiana por ponto e por tratamento.
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Figura 53 — Aplicacgdo 2, coleta 2, janeiro 2020. Média de brocas-do-café vivas e mortas infectadas por B. bassiana

por ponto e por tratamento.
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Figura 54 — Aplicacdo 3, coleta 1, janeiro 2020. Média de brocas-do-café vivas e mortas infectadas por B. bassiana
por ponto e por tratamento.
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Figura 55— Aplicacéo 3, coleta 2, fevereiro 2020. janeiro 2020. Média de brocas-do-café vivas e mortas infectadas
por B. bassiana por ponto e por tratamento.

Em relacdo a durabilidade dos materiais em campo, tanto os utilizados para a
confeccdo dos sachés apresentaram pouca varia¢do na degradacdo apds 30 dias em campo.
Apesar da diminuicdo do volume de conidios/g, os sachés ndo apresentaram muita alteracéo na

decomposicdo geral do material utilizado em sua confec¢éo (Figura 56).
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Figura 56 — A: sachés de papel filtro furado com pouca alteracdo no material de confeccdo e com o restante dos
conidios aéreos em pé apds 30 dias em campo; B: pesagem do contetdo restante de conidios aéreos do saché do

tratamento 2 ponto 1. Fonte: RMCPereira, 2020.

Além disso, a porcentagem de conidios vidveis ap6s 30 dias de exposicdo em

campo foi boa, com registro da maior média de 91,3% em T2 ap0s a aplicacdo trés e na altura

de 0,50 m e as demais com registros acima de 89% de conidios viaveis (Tabela 21).

Tabela 21 - Porcentagem média da viabilidade de conidios aéreos de Beauveria
bassiana restantes nos sachés de papel filtro furado ap6s a retirada de campo.

Cafezal Sao Paulo, SP

Tratamentos (n=5)"

Teste apo6s 30 dias

Altura (m) Apl. 1 Apl. 2 Apl. 3
(T1)Testemunha 0 0 0 0
(T2) 1 saché 0,50 90,4 +3,2 88,2+3,8 91,3+2,6
(T3) 2 sachés 0,50 71+23 89,6 +1,8 88+238
1 89,4+3/4 90+2,6 885+21
0,50 89,4+34 82,1+273 89,1+24
(T4) 3 sachés 1 90,1+25 83,1+3.2 90+3,1
1,50 90,2 +2,7 88,3+3,1 89,4+ 28

Ainda, as diferencas entre as quantidades iniciais de cada saché foram diferentes

das quantidades finais, o que confirma a dispersdo dos conidios. Foi possivel observar

diminuicdo do peso final dos sachés em relacdo ao peso inicial apds todas as aplicacdes

realizadas, mesmo considerando as diferencas iniciais de cada aplicagdo. A maior média

restante foi observada em T4 com 0,53 g e altura em 0,50m e a menor em T2 com 0,26 g e

altura em 1,50 m (Tabela 22).
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Tabela 22 — Média (g) de peso final dos sachés de papel filtro furado apos a retirada de
campo. Cafezal Sdo Paulo, SP

Tratamentos Peso (g) ap6s 30 dias
(n=4)" Altura (m) Peso inicial (g) Apl. 1 Apl. 2 Apl. 3
(T1) Testemunha 0 0 0 0 0
(T2) 1 saché 0,50 1 043+12 027+18 03916
. 0,50 0,93 045+18 044+19 029+21
(T3) 2 sachés
1 0,93 048+16 04617 031+25
0,50 0,60 053+13 032+27 03227
(T4) 3 sachés 1 0,60 049+17 03719 03227
1,50 0,60 052+08 037+19 02614

Em relacdo a boa viabilidade dos conidios ap6s os 30 dias de exposi¢do, pode
estar relacionada ao indices de albedo do papel filtro furado, bem como estar relacionado a
constatacdo de temperaturas mais amenas para o periodo de primavera/verdo e maior indice de
chuvas no periodo da pesquisa.

Também, foram encontradas brocas infectadas na area da testemunha. 1sso
corrobora com os resultados apontados nos estudos de Neves et al. (2008) que afirmam que o
fungo pode matar a broca em um periodo de 4 a 5 dias, 0 que poderia justificar a infeccdo fora
da area de estudos e com as observacdes feitas na area do experimento Il (area de Catuai) do
presente trabalho.

Durante as instalacdes dos experimentos bem como nas ocasides de retirada dos
materiais de campo, foi observado que os dispositivos disseminadores ‘sachés’, ao serem
tocados disseminavam os conidios com mais facilidade. Dessa forma, cabe sugestdo de nova
pesquisa que inclua nos atuais disseminadores testados, dispositivos auxiliares para

potencializar a disseminacao dos fungos (Figura 57).

Vista frontal Vista lateral

Figura: 57 — Saché com dispositivo auxiliar para potencializacdo da disseminacdo de conidios aéreos em po.
Fonte: RMCPereira, 2019.
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5.4 Estudos econdmicos

Os danos causados pela broca-do-café, em ambito mundial, foi estimado em
500 milhGes de dolares (NEVES;HIROSE, 2005).

No Brasil, desde que o organoclorado endosulfan teve seu uso proibido na
agricultura pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2013, os custos com
o controle de H. hampei em cafezais de diversas regides do pais teve registro de aumento.

De acordo com dados da Confederacdo Nacional da Agricultura e Pecuéaria
(CNA), por meio do Projeto Futuro realizado na regido de Monte Carmelo, no Estado de Minas
Gerais, em 2018, os custos com o controle da broca-do-café tiveram aumentos expressivos.
Segundo a pesquisa, em 2013, esses custos eram de cerca de R$ 87,50 por hectare, saltando
para R$ 648,00 por hectare em 2018. Para o ano de 2019, os custos foram ainda maiores e
chegaram a ultrapassar R$ 2.000,00 por hectare (*Informagdo pessoal). Esses valores sdo
referentes ao uso geral de produtos no controle de infestagdes por H. hampei, incluindo
aplicagéo de quimicos, semioquimicos e biologicos.

Em relacdo aos produtos quimicos, a identificacdo e registro de uma nova
molécula para defensivos agricolas com modo de acdo diferente dos ja existentes sdo baixas.
Além disso, os altos custos com a identificacdo de uma nova molécula e o extenso periodo até
a colocacao de um novo produto no mercado (MCDOUGALL, 2016; IRAC, 2017) favorecem
a adocdo do controle biologico.

A alternativa do uso de produtos que tenham fungos entomopatogénicos como
principio ativo € viavel, pois além de menor custo, promove aumentos significativos na
produtividade (mantém equilibrio ecoldgico da lavoura) e consequentemente nos lucros. O
Brasil tem conseguido competitividade positiva no segmento do controle biol6gico em ambito
mundial. O pais tem boas chances para aumentar sua producao de bioativos em compatibilidade
com produtos quimicos convencionais (MASCARIN; PAULI, 2010; ABCBIO, 2019;
BRASIL,2019).

Cerca de 90% das empresas brasileiras e 75 biofabricas que produzem produtos
de controle bioldgico, utilizam a cepa IBCB66 como microorganismos ativos (DOMICIANO,
2019). Na producdo de conidios aéreos de Beauveria bassiana IBCB66 em arroz+fungo os
custos gerais, ja incluindo uso de equipamentos e méo de obra, sdo da ordem de R$ 10,00 kg e

para os conidios puros os custos podem chegar a R$ 180,00 kg podendo variar em funcéo da

! Informag&o pessoal pelo pesquisador Dr. Alexandre de Sene Pinto, durante a avaliago da banca de qualificagdo,
outubro, 2019.
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quantidade produzida e concentracdo final, o que também promove a varia¢do nos custos de
aplicacéo por hectare (2Informagcéo pessoal).

Os custos gerais para a tecnologia de aplicacdo por meio de disseminadores
utilizada nesta pesquisa, incluindo a producdo dos conidios e confeccdo dos sachés feitos de
papel filtro furado contendo 1g de conidios em pd puro, na concentragdo 1x10%°, foi estimado
em R$ 0,27 e, na concentracdo 5,98 x 10° ficou em R$ 0,26. Os demais materiais utilizados
para a confeccdo dos sachés também apresentaram baixos valores de custo (Tabela 23). Os
custos para aplicacdo por hectare teve variacdo entre R$ 15,36 e R$ 34,56 (Tabela 24).

Tabela 23 — Custos individuais estimados para 0os materiais de confeccdo dos sachés
disseminadores e do substrato arroz+fungo e conidio p6 puro de B. bassiana

Material Valor unitario  Valor1lg Valor 10 g
Gaze de algodao 13 fios, 7,5x 7,5 cm R$ 0,01 - -
Papel sulfite 75 g R$ 0,04 - -
Papel filtro 12 cm = R$ 0,08 - -
Papel filtro furado 12 cm = R$ 0,15 - -
Barbante de algodé&o cru R$ 0,07 - -
Grampo galvanizado R$ 0,001 - -
Conidio p6 puro 1x10%° - R$ 0,18 -
Conidio p6 puro 5,98x10° - R$ 0,19 -
Arroz+fungo 2x10° - - R$ 0,04
Arroz+fungo 5x10° - - R$ 0,01

Tabela 24 — Custos gerais para a confeccdo de sachés disseminadores de conidios aéreos de
IBCB66 com diferentes materiais contendo arroz+fungo ou 1g de conidio puro e custo por
hectare considerando um alcance de disseminacdo de conidios em um raio de 5 m

Material Conidios g Custo por saché  Custo por hectare

Gaze de algodao 13 fios, 7,5x 7,5 cm

com 10 g de arroz+fungo *2x10° R$ 0,14 R$ 17,92
Egr%dlg Iér;elirrconz]ﬁungo *2x10° R$ 0,23 R$ 29,44
Eg&ellg-uéfgg Zr5r(?z+fungo *2x10° R$0,12 R$ 15,36
com 1 conidios po puro- X100 R$027 RS 34,56
Papel filtro furado 12 cm = x5 98X 10° RS 0.26 R$ 33,28

com 1 g conidios p6 puro
*concentragBes usada nos experimentos realizados no cafezal de Campinas, SP; ** Concentragdo utilizada no
experimento realizados no cafezal de S&o Paulo, SP.

2 Informagéo pessoal fornecida pelo pesquisador Dr. José Eduardo Marcondes de Almeida, durante aula de
controle bioldgico ministrada na Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Bioldgico — Campinas — SP,
janeiro, 2019.
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A alternativa do uso de produtos que tenham fungos entomopatogénicos como
principio ativo é viavel pois além de menor custo, promove aumentos significativos na
produtividade (mantém equilibrio ecolégico da lavoura) e consequentemente nos lucros. O
Brasil tem conseguido competitividade positiva no segmento do controle biolégico em ambito
mundial. O pais tem boas chances para aumentar sua producéo de bioativos em compatibilidade
com produtos quimicos convencionais (MASCARIN; PAULI, 2010; ABCBIO, 2019;
BRASIL,2019).

O mercado agricola nacional tem poucos produtos registrados a base de fungo
entomopatogénico e, ainda que o mercado de produtos para controle biolégico de pragas esteja
em crescimento essa quantidade de produtos ainda estd muito aquém da demanda de mercado.
De acordo com dados do Ministério da Agricultura e Agropecuaria (MAPA, 2019), 2018 foi o
ano de maior indice de registros de inseticidas para diferentes culturas (Figura 58).
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Figura 58 — Registros por ano, dos inseticidas para diferentes culturas. Fonte: imagem adaptada de Sistema
Agrotdxico e Fitossanitario — MAPA, 2019.

Ja para os registros relacionados aos inseticidas microbiologicos, em 2011 foram
2 registros, e em 2018 foram 25 (Figura 59). Pode parecer pouco, mas estes dados representam

um crescimento de 1.250%.
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Figura 59 — Registros por ano, dos inseticidas para diferentes culturas. Fonte: imagem adaptada de Sistema
Agrotoxico e Fitossanitario — MAPA, 2019.
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Mais especificamente, os indices de registros de inseticidas microbioldgicos para

a cultura cafeeira sdo timidos tendo destaque para o ano de 2017 (Figura 60).
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Figura 60 — Registros por ano, dos inseticidas microbioldgicos para a cultura cafeeira. Fonte: imagem adaptada
de Sistema Agrotoxico e Fitossanitario — MAPA, 2019.

Para produtos que tenham fungo entomopatogénico como principio ativo, faz-se
necessario maiores estudos e pesquisas com vistas a se resolver questdes que estao relacionadas
melhorias nos métodos de aplicacdo visando maior viabilidade do fungo em campo,
principalmente entre as plantas de cafés pois locais onde h4& maior adensamento e
sombreamento pois sdo mais propicios ao desenvolvimento da broca-do-café (SILVA; NEVES,
2016).

Conforme dados do IRAC (2017), tanto os altos custos quanto a demora na
identificacdo de nova molécula para que um produto chegue ao mercado, corroboram com 0
resultado da pesquisa feita durante este trabalho e que, apesar de pequena, obteve indice de
100% de aceitagdo para produto biolégico de boa eficiéncia, com caracteristicas de seus
componentes vinculados a uma producdo sustentdvel e menos impactante ao meio ambiente
para controle da broca-do-café.

Considerando os custos com os sachés disseminadores desta pesquisa, o valor
estimado de R$ 34,56/ha para aplicacdo de conidios puros do fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana IBCB66 no controle de Hypothenemus hampei pode ser considerado,
inicialmente, promissor para o mercado. Essa condicdo também pode ser favorecida pelo fato
de ndo ser necessario o registro do agente microbioldgico ativo, ou seja, 0s gastos para
colocacdo no mercado seriam com as pesquisas e processos para a obtencdo da protecdo

intelectual e patente.
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Além disso, o Brasil é lider mundial em tecnologias de controle bioldgico
(EMBRAPA, 2019), o que pode indicar maior facilidade na busca de parcerias para
continuidade de desenvolvimento deste trabalho sendo possivel até a formacéao de Startup.
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7. CONCLUSOES

Nos experimentos em laboratério, o método de aplicacdo de conidios aéreos de
Beauveria bassiana em p6 seco por caminhamento é o mais eficiente na mortalidade de adultos
de H. hampei.

A aplicacdo de B. bassiana por polvilhamento de conidios em p6 no solo e na
planta tem potencial de controle da broca do café, assim como a pulverizacdo com calda a base
de blastosporos.

A metodologia de aplicacdo de conidios aéreos em p6 por meio de
disseminadores sachés de papel filtro furado mostra-se mais eficiente na dispersao do fungo no
cafezal de Campinas, SP.

A metodologia de aplicacéo de fungos aéreos de B. Bassiana em pd por meio de
disseminadores sachés de papel filtro furado permite viabilidade acima de 89% dos conidios
aereos, mesmo apos 30 dias consecutivos em campo.

Todos os métodos de aplicagdo utilizados neste trabalho apresentaram eficiéncia
no controle da broca-do-café e a tecnologia de aplicacdo por meio de sachés disseminadores é

promissora apesar da necessidade de continuidade da pesquisa.
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ANEXO |

PROCEDIMENTO OPERACIONAL

g PADRAO POP 1901

! ‘ Projeto: TECNOLOGIA DE APLICACAO DE
Beauveria bassiana (Hypocreales: Cordycipitaceae) NO
CONTROLE DE Hypothenemus hampei (Coleoptera:
Curculionidae) Dieta, tubos,
Unidade Laboratorial de Controle Biol6gico do Centro gaiola, frutos,
Avancado de Pesquisa em Protecédo de Plantas e Salde umidade
Animal - CAPSA — CAMPINAS - SP

CRIACAO E MANUTENCAO DE HYPOTHENEMUS Data de

HAMPEI EM CONDICOES DE LABORATORIO iloa/%%%%alos

Palavras Chave:

e 1 I

INSTITUTO BIOLOGICO

Elaborado por: RMCP

Esta técnica tem como base o trabalho de Hirose & Neves (2002). Tem como
objetivo a criagdo e manutencdo de Hypothenemus hampei, a broca-do-café e, a finalidade de
obtencdo de insetos adultos para bioensaio, de forma préatica e com baixo custo.

1- Materiais: coleta, gaiolas, caixa de criacdo e manuseio:

a) Coleta: sacos plasticos com furos ou potinhos plasticos com tampa;

b) Para cada gaiola: usar tubo de pvc branco, com 10 cm = x 25¢cm de comprimento, tampa de
conexdo para cada extremidade; tela em nylon com 3mm de abertura em uma das extremidades
presas por tiras elasticas. Cada gaiola pode suportar entre 350 e 400 grédos de frutos brocados.
Entretanto, melhor utilizar no maximo 100 gréos por gaiola para facilitar o manuseio e para
facilitar o transito dos insetos para o fundo da gaiola;

b) Caixa de criacdo: caixa plastica comum, com dimensdes aproximadas de 26 x 37 x 13 cm,
papel toalha;

c) Para manuseio: pincel chato, funil, peneira com malha de 5 mm ou bandejas para selecao
manual, papel toalha, solucdo de hipoclorito de sédio a 5%, bandejas para higienizacdo,
bandejas para secagem, gaiolas para transporte, grdos sadios. As bandejas de secagem devem
ter dimensbes que permitam arejamento dos grdos de maneira uniforme. Preferencialmente

deixar em ambiente com baixa RU.

2 - Coleta, higienizacdo, manutencao e utilizacdo:
a) Coleta: escolher a area e coletar grdos brocados maduros na quantidade desejada.
b) Higienizacao: apos a coleta, proceder a higienizacao dos grdos mergulhando os mesmos em

agua com hipoclorito de sddio a 5% por um minuto e em seguida lavar em agua corrente. Apos,
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dispor em bandejas por 48 horas para secagem. Transferir os graos para a gaiola, com o volume
méaximo de 350/400 gréos por gaiola.

¢) Manutencao:

* Dieta: deve ser natural pois além de baixo custo, ndo deixa residuos de componentes comuns
em dietas artificiais, o que poderia interferir nos resultados dos bioensaios. Deve-se selecionar
grdos sadios, realizar a higienizacdo com agua e hipoclorito de sédio a 5%, deixando-0s
mergulhados por um minuto e apds lavados em &gua corrente. Deixar secar em bandejas por 48
horas. Apds, dispor ao fundo da caixa de criacdo ja forrada com papel toalha, sendo um grédo
para cada duas brocas. Os grdos recém brocados deverdo ser transportados para as gaiolas (cerca

de 7 dias ap6s o fornecimento da dieta).

* Gaiolas e caixas de criacdo: a cada dois ou trés dias, as gaiolas devem ser monitoradas. Deve-
se observar a sanidade dos gréos e as condigdes da emergéncia dos insetos, se existem larvas
de outros insetos ou outros organismos e elimina-los. Selecionar os besouros agitando
suavemente o tubo com a finalidade de separa-los em maior nimero através da tela. Abrir a
tampa e transferir os insetos para o tubo de vidro; separar os detritos dos organismos por peneira
de malha 5 mm ou manualmente com pincel, dispor em bandeja forrada com papel toalha.
Transferir para a caixa de criacdo que deve estar forrada com papel toalha com intuito de
equilibrar a umidade. A tampa deve ficar fechada, em caso de observacdo de agua livre, deixar
entreaberta ou criar orificios que permitam arejamento. A temperatura do ambiente devera ser
em torno de 25° C e RU 60. Novos adultos deverdo emergir entre 30-40 dias apés infestacéo.
Na medida em que os insetos das gaiolas forem utilizados, os grdos devem ser eliminados, a
gaiola limpa com hipoclorito de sodio a 5% e devidamente seca e ap0s fazer a reposicao de
grdos recem infestados da caixa de criacao.

d) Utilizacéo:

O ciclo de criacdo permite a utilizacdo dos insetos diretamente das gaiolas. Para cada gaiola,
deve-se elaborar etiqueta contendo: nimero da gaiola, local da coleta, data de coleta, data da
higienizacdo e data do inicio do ciclo de criacdo e anotados em planilha de controle de uso.

Cada gaiola com 400 gréos permite a coleta de aproximadamente 22 besouros/dia.

Observacdo: os grdos deteriorados também podem ser acondicionados em caixas plasticas com
as mesmas caracteristicas das caixas de criacdo, com bom aproveitamento de adultos que
continuam emergindo diariamente. O ideal é colocar até 70 grdos por gaiola com a finalidade

de manter menor indice de umidade e minorar a velocidade da degradagdo dos gréos.
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Apos cada manejo, deve-se manter a higienizacdo dos utensilios e das bancadas
de acordo com as normas do laboratorio.
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