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TECNICA DE CRIACAO E ASSOCIACAO DE METODOS DE CONTROLE DA
BROCA-DO-CAFE, Hypothenemus hampei (FERRARI)

RESUMO

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae), tem sido a grande responsavel por perdas causadas a cafeicultura.
Desta forma, tem-se buscado alternativas para o controle dessa praga, tais como 0s
inseticidas botanicos e o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales). Assim, esse trabalho teve como objetivos: (1)
avaliar técnicas de criagdo da broca-do-café; (2) avaliar a utilizacdo de inseticidas
botanicos, éleos minerais e o inseticida contedo azadiractina (ICA); e (3) verificar a
compatibilidade in vivo entre o 6leo de mamona e o fungo B. bassiana, visando ao
manejo de H. hampei. A partir dos resultados, verificou-se que a melhor técnica para
criagdo da broca-do-café é em café robusta em coco, sem a necessidade de
qualquer processo de assepsia, podendo ser armazenado em freezer a -20 °C para
ser utilizado durante a entressafra. Com base nos estudos de atividade inseticida, o
ICA (3,0% v v') e o 6leo de mamona (3,0% v v') causaram 40,8 e 53,7% de
mortalidade da broca-do-café, respectivamente. O extrato da torta da semente de
mamona nao apresentou toxicidade sobre H. hampei. O 6leo de mamona causou a
mortalidade da broca-do-café, sendo provavelmente devido ao bloqueio dos
espiraculos, impedindo a respiracdo desse inseto. Oleo de mamona apresentou
efeito antagbnico sobre B. bassiana reduzindo a mortalidade da broca-do-café.
Houve redugdo da mortalidade de H. hampei causada pela interacdo entre B.
bassiana e o 6leo de mamona em funcdo do aumento da concentracao do 6leo de
mamona. Para concentracdes mais elevadas de B. bassiana observou-se menor
interferéncia do éleo de mamona. Mediante os resultados encontrados, o manejo de
H. hampei pode ser realizado utilizando-se a associagao entre o 6leo de mamona e
o fungo B. bassina, desde que se observe a viabilidade econémica e a concentracao
de ambos.

Palavras-chave: Ricinus communis, Beauveria bassiana, Controle biolégico, Manejo
fitossanitario de praga, Cafeicultura.



TECHNICAL CREATION AND ASSOCIATION OF METHODS OF CONTROL
COFFEE BERRY BORER, Hypothenemus hampei (FERRARI)

ABSTRACT

The coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) is largely responsible for losses caused to the coffee culture. Thus, it has
been sought alternatives for the control of this pest, such as the botanical
insecticides and the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin
(Ascomycota: Hypocreales).Thus, this study aimed to: (1) evaluate techniques
creation of coffee berry borer; (2) evaluate the use of botanical insecticides, mineral
oils and insecticide azadirachtin contents (ICA); and (3) verify the compatibility
between castor oil and B. bassiana, aiming at the management of H. hampei. From
the results, the best technique for rearing of the coffee berry borer is in robust coffee
beans, without any process of asepsis, which can be stored in freezer at -20 °C for
use during the off season. The extract of castor bean pie showed no toxicity on H.
hampei. Castor oil was relatively low persistence in the environment. Castor oil
caused mortality of coffee berry borer being probably due to blockage of spiracles,
preventing insect breathing. Castor oil showed antagonistic effect on B. bassiana
reducing mortality of coffee berry borer. There was a reduction in mortality of H.
hampei caused by the interaction between B. bassiana and castor oil, function to the
increased concentration of castor oil. For higher concentrations of B. bassiana was
observed less interference from castor oil. Upon the results, the management of H.
hampei can be performed using the association between castor oil and fungus B.
bassina, however, it should be noted the economic viability and the concentration of
both being used.

Keywords: Ricinus communis, Beauveria bassiana, Biological control, Integrated pest
management, Coffee culture.
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1 CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café, sendo responsavel por 33,73% das
exportacées mundiais (OIC, 2014). As espécies cultivadas sdo Coffea arabica L. e
Coffea canephora Pierre ex Froehner. Os Estados de Minas Gerais e Espirito Santo
sdo os principais produtores e na safra de 2013 foram responsaveis por 56,3 e
23,8% da producgao brasileira, respectivamente. O Brasil também se destaca no
cenario internacional como o segundo produtor de café conilon (C. canephora). O
Estado do Espirito Santo € o maior produtor dessa espécie e na safra de 2013
produziu o equivalente a 8,21 milhées de sacas, que representou 70% da producao
estadual de café (CONAB, 2014).

Apesar dessas elevadas producodes, diversos problemas fitossanitarios afetam a
cafeicultura, sendo a broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae), o principal (VEGA et al.,, 2009). Essa praga ataca os
frutos em todos os estagios de desenvolvimento, comprometendo a producado e
alterando a qualidade do café devido a microrganismos oportunistas (BATISTA et
al., 2003; VEGA et al., 2009). Desta forma, os prejuizos causados a cultura chegam
a afetar a economia de mais de 25 milhdes de pequenos agricultores no mundo
(FAIRTRADE FOUNDATION, 2014).

Embora haja preocupacéo constante e esforcos para implantar medidas de controle
menos prejudiciais ao ambiente e consequentemente ao homem, o controle quimico
tem sido utilizado massivamente (CURE et al., 1998). Contudo, isso tem levado a
reducao dos inimigos naturais, favorecido o surgimento de populagdes resistentes e
comprometido a seguranca alimentar em toda a cadeia produtiva (NEVES &
HIROSE, 2005; SANTOS et al., 2013).

Na busca por solugbes para os problemas citados, métodos alternativos como a
utilizacado de inseticidas botanicos e o controle biolégico vém assumindo importante
papel nos programas de manejo fitossanitario de pragas num momento em que se

discute a producado integrada rumo a uma agricultura sustentavel (PARRA et al.,
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2002; BAKKALI et al., 2008). Para Vendramim (2002), o sistema mais adequado
para o controle de pragas baseia-se no manejo integrado com a utilizagdo de
diferentes métodos em consonancia com principios ecolégicos, econdmicos e
sociais, com o objetivo de manter a populacdo dos insetos-praga em niveis
aceitaveis. Nos programas de Manejo Fitossanitario de Pragas a associagdo de
métodos de manejo pode representar um incremento no controle da praga, porém
torna-se necessario a realizagcdo de estudos de compatibilidade (ALVES, 1998;
AGUIAR-MENEZES, 2003).

Desta forma, diversos métodos podem ser estudados e implementados no manejo
da broca-do-café, como € o caso da utilizacao dos inseticidas botanicos obtidos de
plantas que produzem compostos secundarios com acao inseticida (MIRESMAILLI &
ISMAN, 2014). Os inseticidas botanicos sado derivados principalmente de espécies
das familias Meliaceae, Piperaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Moringaceae,
Rutaceae, Lamiaceae, Verbenaceae e Chenopodiaceae, sendo que essas
apresentaram atividade inseticida sobre a broca-do-café (DEPIERI & MARTINEZ,
2010; SANTOS et al., 2010; PEREZ et al., 2012; ZORZETTI, et al., 2012;
MENDESIL et al., 2012; MAWUSSI et al., 2012).

Outro método ¢ a utilizacdo dos agentes naturais de controle, com destaque para o
fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin (Ascomycota:
Hypocreales) (LACHAUD et al., 2002; BUSTILLO PARDEY, 2005). Esses fungos
apresentam como vantagem a possibilidade de ser usado isoladamente ou integrado
com outros métodos, como 0s inseticidas botanicos, inseticidas quimicos sintéticos
seletivos, variedades de plantas resistentes a insetos, entre outros (MARQUES et
al., 2004; DEPIERI et al., 2005; ROSSI-ZALAF et al., 2008). Assim, o objetivo desta
pesquisa foi aprimorar a técnica de criacao da broca-do-café e estudar a associacao
de métodos de controle para essa praga.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.21 A broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:

Curculionidae: Scolytinae)
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A broca-do-café, H. hampei, € uma praga de origem africana, sendo descrita por
Ferrari em 1867 (DAMON, 2000). Na Ameérica, foi relatada por volta de 1913 no
estado de Sao Paulo, onde a partir de 1924 os prejuizos causados pela broca foram
mais evidentes, com posterior disseminacao por todas as regides produtoras do pais
(FORNAZIER et al., 2007).

O adulto de H. hampei € um besouro de cor preta brilhante e com tamanho reduzido.
As fémeas medem de 1,6 a 1,9 mm e os machos de 1,0 a 1,3 mm. Possui corpo
cilindrico e ligeiramente recurvado na regiao posterior. Os élitros sédo revestidos de
cerdas e escamas filiformes. Possui mandibulas e pernas de coloragdo castanha. As
fémeas possuem asas normais, possibilitando o voo, j& os machos possuem asas
rudimentares, e por essa razdo eles ndo voam e ndo saem do fruto onde se
originaram (FORNAZIER et al., 2007). Em estudo recente também foi constatado
gue o macho da broca-do-café possui um olho composto rudimentar, possivelmente
associado a sua incapacidade de voo (VEGA et al., 2014).

A propor¢édo na populacao é de 1 macho para 10 fémeas, provavelmente devido a
presenca da bactéria endossibionte do género Wolbachia (VEGA et al., 2002). Apds
0 acasalamento as fémeas saem a procura de frutos sadios e os perfuram
geralmente na regido da coroa, construindo uma galeria que atinge o interior da
semente, onde é realizada a postura. Os ovos sao pequenos, brancos, elipticos e
com brilho leitoso. A fémea, cuja longevidade é de 157 dias, pde de 31 a 119 ovos; o
periodo de incubacao dos ovos leva de 4,3 a 7,7 dias, enquanto que o periodo larval
dura entre 12 a 17 dias e a duracdo pupal esta entre 52 a 6,5 dias,
temperaturas entre 23 a 27 °C (JARAMILLO et al., 2009a). Para que haja o
desenvolvimento e reprodugdo da broca-do-café é necessario um teor médio de
umidade dos graos de 45% (HIROSE & NEVES, 2002). Nessas condi¢cbes a broca-
do-café pode ter até sete geragdes por ano, e devido a alta longevidade e
fecundidade atravessa facilmente o periodo de entressafra, causando danos a
producao do ano seguinte (FORNAZIER et al., 2007).

Por causar danos aos frutos, a parte mais importante do café, essa € a principal
praga da cultura cafeeira, sendo encontrada em quase todos os paises produtores

(BUSTILLO PARDEY, 2006). O ataque dessa praga causa prejuizos quantitativos
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devido a perda de peso, queda dos frutos novos brocados e apodrecimento de
sementes, e prejuizos qualitativos devido a depreciacdo da qualidade da bebida pelo
aumento no numero de defeitos nos graos como: graos brocados, graos quebrados,
preto verde, preto ardido e contaminacao por microrganismos (BATISTA et al., 2003;
VEGA et al., 2009).

1.2.2 Técnicas de criacao da broca-do-café

Para que estudos possam ser desenvolvidos com a broca-do-café, € necessario o
dominio de técnicas de criacao que permitam a producao de insetos em quantidade
e com qualidade. Apesar da importancia dessa praga, as técnicas atuais apresentam
falhas que dificultam a produgdo massal da broca-do-café. As técnicas utilizadas
para a criagdo da broca-do-café podem ser usando dietas artificiais (BRUN et al.
1993, VILLACORTA & BARRERA 1993; CONSTANTINO et al., 2011), frutos
maduros de café (INFANTE et al., 1994; HIROSE & NEVES, 2002; JARAMILLO et
al., 2009b) ou café pergaminho (BUSTILLO et al., 1996). A criagdo de insetos em
dietas artificiais, apesar de apresentar algumas vantagens como ocupar menor
espaco fisico e produzir maior numero de insetos, também apresenta alguns
problemas sanitarios que exigem cuidados para evitar a contaminagdo da dieta,
sendo necessarios mao de obra especializada e laboratério com maior infraestrutura
(HIROSE & NEVES, 2002). De acordo com Portilla & Streett (2006) as dietas
artificiais existentes para a broca-do-café ndao suprem adequadamente os requisitos

nutricionais e, consequentemente, afetam a fecundidade e a razdo sexual.

Outro fato importante € quando se trata de estudos com entomopatdégenos, pois a
utilizacdo de insetos criados em dieta artificial pode causar alteragdes na sua
eficiéncia (HIROSE & NEVES, 2002). Além do sistema imunolégico do hospedeiro,
outro fator que pode alterar indiretamente o desenvolvimento dos fungos
entomopatogénicos é a dieta alimentar (CORY & ERICSSON, 2010; SHIKANO et al.,
2010). Tal influéncia no desenvolvimento de entomopatégeno foi constatada para
alguns insetos, como por exemplo 0 aumento do fungo Ascosphaera aggregata Skou

(Ascomycota: Onygenales) na abelha Megachile rotundata (Fabricius)
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(Hymenoptera, Apidae) (GOETTEL et al., 1993) e maior suscetibilidade a B.
bassiana e Metarhizium anisopliae (Metch.) Sorokin (Ascomycota: Hypocreales) por
Chilo partellus (Swinhoe) (Lepidoptera: Pyralidae) quando alimentado em dieta
natural em comparagdo com a dieta artificial (TEFERA & PRINGLE, 2003). Além
disso, Hirose & Neves (2002) abordam a hip6tese de que residuos da dieta sobre a
cuticula da broca-do-café, devido ao seu comportamento de construcao de galerias

na dieta, poderao influenciar a germinacao dos conidios.

Em se tratando da utilizacdo do fruto maduro do café e do café pergaminho, o
principal problema € a contaminacdo por microrganismos que dificulta manuseio,
visto que mais de 50 espécies de fungos ocorrem associados a H. hampei e suas
galerias, e muitos destes sao toxicos ao homem (PEREZ et al., 2003; PETERSON et
al., 2003; CARRION & BONET, 2004; GAMA et al., 2006). Os principais géneros de
fungos sao Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Beauveria e
Paecilomyces (PETERSON et al., 2003; PEREZ et al., 2003; CARRION & BONET,
2004; GAMA et al., 2006).

Algumas espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sao
contaminantes toxigénicos do café e produzem a micotoxina (ochratoxina A),
considerada um problema grave para a saude humana e para a industria de café
(BATISTA et al., 2003; TANIWAKI et al., 2003; VELMOUROUGANE et al., 2010).
Alguns autores sugeriram haver relacdo mutualistica entre H. hampei e fungos
(ROJAS et al., 1999; MORALES-RAMOS et al., 2000). No entanto, estudo realizado
por Peréz et al. (2005) constataram que ndo ha nenhuma evidéncia para
considerarem tais relacbes dos fungos Fusarium solani (Martius) Saccardo
(Ascomycota: Moniliales), Penicillium citrinum Thom (Ascomycota: Eurotiales) e
Candida fermentati (Saito) Bai (Ascomycota: Saccharomycetales) com H. hampei.
Segundo esse autor as trés espécies de fungos citadas anteriormente sdo as mais
frequentemente encontradas associadas a H. hampei, sendo assim, seria pouco
provavel que outras espécies de fungo atuassem como mutualistas de H. hampei.
Deste modo, descontaminacdes dos cafés coletados de campo nao interfeririam no
desenvolvimento da broca-do-café em laboratério. Tal fato permite que estudos
possam ser desenvolvidos visando reduzir o numero de contaminantes presentes, e
assim facilitar a conducdo da criacdo em laboratério e reduzir o risco de

contaminacao por toxinas.
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Além disso, o0 sucesso na criacdo massal de H. hampei é dependente,
principalmente, do controle da umidade e da temperatura em cada processo, da
manutencao diaria das condicoes de assepsia do laboratério, da obtencao suficiente
diaria de adultos vigorosos da broca e de um fornecimento estavel de graos para
manutencao a partir de frutos cerejas saudaveis e maduros (BUSTILLO et al., 1996).
As atividades de administracdo e planejamento sdo também de grande importancia,
sendo que todas as informacdes dos lotes de producdo devem ser devidamente
registradas para analisar qualquer problema que venha ocorrer (BUSTILLO et al.,
1996).

1.2.3 Manejo fitossanitario da broca-do-café

O controle de pragas consiste na adogcao de praticas que visem a reducdo da
infestacdo, mas nunca deve ocorre a eliminacdo ou erradicacdao (AGUIAR-
MENEZES, 2003). O mesmo autor argumenta que o nivel de controle de pragas em
uma cultura dependera da espécie infestante, da capacidade competitiva da cultura,
do periodo critico de competicao, das condigdes ambientais e do prejuizo causado.
Muitas vezes faz-se necessario a associacao de dois ou mais métodos para manter
a praga abaixo do nivel de controle, constituindo-se esse fato no Manejo
Fitossanitario de Pragas. Esse € um caminho seguro para se alcangcar uma
agricultura sustentavel, com intuito de garantir maior produtividade aos agricultores e
menor agressividade ao meio ambiente, aumentando a maximizagdo do lucro e
melhorando a qualidade de vida do usuario (VIANNA et al., 2008).

O manejo fitossanitario de pragas leva em consideragao todos os fatores envolvidos
na producdo, ou seja, tem uma visdo holistica da situacdo na qual se encontra
determinada cultura. Essa situacdo compreende desde o planejamento, com metas
a serem alcangcadas; os objetivos sociais e econdmicos; o agroecossistema
envolvido; as caracteristicas da cultura; as especificidades do inseto-praga, tais
como identificacdo, comportamento e seus inimigos naturais; os métodos de manejo
levando em consideracao o histérico da area; validacao do manejo, ou seja, avaliar
se 0os métodos empregados foram eficientes e se a tomada de decisao foi no
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momento adequado; e finalmente se o produto obtido é de qualidade e atende as
exigéncias dos consumidores (ALVES et al., 2007).

Dentre os métodos utilizados no manejo fitossanitario da broca-do-café destacam-se
o cultural, o quimico, o uso de inseticidas botanicos e o biologico (FORNAZIER et
al., 2007).

1.2.3.1 Controle cultural

O controle cultural deve sempre obedecer aos padrbes técnicos recomendados para
adubacao, irrigacdo e tratos culturais, criando condicbes para que a cultura tenha
uma maior capacidade de suportar os danos causados por insetos-praga (HAJI et
al., 2002). Segundo Fornazier et al. (2007), o controle cultural através do “repasse”,
isto é, da catacdo que se faz dos gréos de café que ficam no solo ou retidos na
planta apds a colheita, € um dos métodos mais eficientes de combate a broca-do-
café. A retirada da fonte de alimento e dos insetos remanescentes da safra anterior
favorece a redugdo da populacdo da praga em lavouras comerciais. Lavouras
abandonadas devem ser erradicadas para nao servirem como foco de multiplicacao
e disseminacgao do inseto (FORNAZIER et al., 2007).

1.2.3.2 Controle quimico

O controle quimico baseia-se na utilizacdo de agrotdxicos sintéticos, produtos estes
responsaveis pela revolucdo no controle dos insetos, que tem sido 0 meio mais
eficiente e econbmico de combaté-los, principalmente se o objetivo for maximizacao
da produtividade das culturas em grandes areas. Esse método é recomendado para
0 manejo da broca-do-café quando se observa de 3 a 5% de frutos brocados; no
entanto, a maioria dos produtores nao segue essa recomendacgdo, fazendo

aplicacoes sem nenhum critério (SOUZA et al., 2013).
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Atualmente os ingredientes ativos registrados para o controle da broca-do-café sdo o
clorpirifés e o etofenproxi, considerados por muitos agricultores como sendo de
baixa eficiéncia. O endossulfan, ingrediente ativo que apresentava maior eficiéncia
para o controle de H. hampei, foi retirado do mercado em julho de 2013 (ANVISA,
2014a).

Apesar de o controle quimico ser o principal método utilizado pelos agricultores para
0 manejo de H. hampei, tem apresentado baixa eficiéncia devido a selecao natural
de linhagens de insetos resistentes; pode causar também problemas ambientais,
como a eliminacdo da fauna benéfica, a crescente contaminacdo do solo, agua,
atmosfera e seres vivos (SANTOS et al., 2013). Assim, a busca por novas
alternativas de controle para essa praga, como a utilizacao de inseticidas botanicos
e a adocao do controle bioldgico, se torna oportuna.

1.2.3.3 Inseticidas botanicos

Os inseticidas botanicos sao obtidos de metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas (MIRESMAILLI & ISMAN, 2014). Estes metabdlitos podem ser utilizados
diretamente como inseticidas ou ainda como modelos para desenvolvimento de
novas classes de inseticidas (ISMAN, 2006). Os inseticidas botanicos ou plantas
inseticidas sdo utilizados a cerca de dois milénios na antiga China, Egito, Grécia e
india. Esses eram amplamente utilizados no controle de insetos até a descoberta
dos inseticidas organossintéticos, na primeira metade do século passado. As
variagcdes na eficiéncia do controle, devido as diferencas na concentracdo do
ingrediente ativo entre plantas e, principalmente, ao baixo efeito residual,
fotodegradacdo, que aponta para a necessidade de varias aplicacbes em curtos
periodos, fez com que os inseticidas vegetais fossem gradativamente substituidos
pelos sintéticos (MIRESMAILLI & ISMAN, 2014).

A preocupagdo da sociedade com o impacto dos residuos da agricultura no
ambiente e a contaminacdo da cadeia alimentar com agrotéxicos vem alterando o

cenario agricola, resultando na presenca de segmentos de mercado avidos por
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produtos diferenciados, tanto aqueles produzidos sem uso de agrotéxicos como por
aqueles portadores de selos onde os mesmos foram utilizados adequadamente
(BETTIOL & GHINI, 2001).

Visando a utilizagcdo de métodos sustentaveis de manejo de pragas, o uso de
metabdlitos secundéarios presentes em algumas plantas vem sendo retomado
(HARBORNE, 1994; VASCONCELOS et al., 2006). Diversas substancias oriundas
do metabolismo secundario de plantas, como por exemplo rotenoides, piretroides,
alcaloides e terpenoides, que podem ser encontradas nas raizes, folhas e sementes,
podem interferir severamente no metabolismo de outros organismos, causando
impactos variaveis, como repeléncia, deterréncia alimentar e de oviposicao,
esterilizagdo, bloqueio do metabolismo e interferéncia no desenvolvimento, sem
necessariamente causar a morte (ISMAN, 2006). Nesse ultimo caso, pode haver
retardamento no desenvolvimento do inseto, causando efeito insetistatico
(PAULIQUEVIS et al., 2013; FERNANDES & FAVERO, 2014).

Na atualidade, as principais plantas das quais foram obtidas substancias com
atividade inseticida pertencem aos géneros Nicotiana (Solanaceae), produtoras de
nicotina e nornicotina; Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Fabaceae),
produtoras de rotendides; Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas e
Azadirachta (Meliaceae), produtoras de azadiractina (ISMAN, 2006; DAYAN et al.,
2009).

Sendo assim, o uso de Oleos/extratos obtidos de plantas inseticidas é uma
alternativa para manejo de insetos-praga, pois sdo de facil obtencao, biodegradaveis
e tém poucos efeitos sobre organismos nao-alvo (ISMAN, 2000). Os inseticidas
botanicos podem ser aplicados no campo e em estufa com 0s mesmos
equipamentos de pulverizacao utilizados para os inseticidas quimicos sintéticos.
Eles também podem ser uma ferramenta para o manejo da resisténcia, porque os
mesmos podem ser altamente eficientes no controle de insetos-praga resistentes
(ISMAN, 2006; EL-WAKEIL, 2013). Entretanto, ainda sédo escassos os estudos sobre
o potencial inseticida para a grande maioria das espécies vegetais, sendo de grande
relevancia o desenvolvimento de pesquisas nesta area (VASCONCELQOS et al.,
2006).
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Uma dessas alternativas e com potencial € mamoneira (Ricinus communis L.), que
se encontra amplamente distribuida em todo o mundo, principalmente na Africa do
Sul, india, Brasil e Russia (RANA et al., 2012). No Brasil, é conhecida como “palma
cristi”, “ricino” ou “carrapateira”, uma planta exética pertencente a familia
Euphorbiaceae, de origem afro-asiatica (RODRIGUES et al., 2002). Essa oleaginosa
€ cultivada principalmente para a producdo de 6leo ndo comestivel usado na
fabricacdo de biodiesel (CESAR & BATALHA, 2010). O 6leo de mamona
corresponde a cerca de 50 a 60% do peso da semente, sendo constituido por
aproximadamente 90% de &cido ricinoleico (JAMES et al., 1965; BALDWIN &
COSSAR, 2009). No entanto, R. communis é conhecida como uma planta venenosa
em que a toxina principal é a ricina, uma glicoproteina altamente solluvel em agua
(ASSIS JUNIOR et al., 2011). Essa planta também produz ricinina e os alergénicos
albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric c 3 (BIGlI et al., 2004; LEITE et al., 2005; NASCIMENTO
et al.,, 2011). A ricina esta presente nas sementes de R. communis e pode
representar até 5% do peso total de uma semente, enquanto que a ricinina é
relatada entre 0,3 e 0,8% (KANG et al., 1985; GANDHI et al., 1994; BRADBERRY et
al., 2003). Contudo, o éleo de mamona ndo possui ricina, pois toda a proteina da
semente permanece na torta apos o processo de extracao (MAIA et al., 2010).

Diante do exposto, alguns estudos utilizando as propriedades inseticidas da
mamoneira tém sido realizados. Um exemplo é a utilizacao de extrato aceténico do
pd das sementes secas que apresentou excelente potencial no controle de trés
espécies de mosquitos vetores de doencgas: Anopheles stephensi Liston (Diptera:
Culicidae), Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae) e Aedes albopictus
(Skuse) (Diptera: Culicidae), onde as concentragcbes de 32 e 64 pg mL™
apresentaram efeito larvicida com 100% de mortalidade (MANDAL, 2010). A
utilizacdo de sementes de mamona trituradas a 5 e 10% m m' também demonstrou
ser eficiente no controle de Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae) durante 180 dias de armazenamento em graos de feijao
macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.) (ALMEIDA et al., 2005). Aléem das
sementes, outras partes da mamoneira também apresentam atividade inseticida,
como verificado com o efeito do extrato aquoso de frutos verdes de R. communis a
10% m v que afetou a duracéo e viabilidade larval de Spodoptera frugiperda Smith

(Lepidoptera: Noctuidae) provocando alongamento da duracdo da fase larval,
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inibicdo do crescimento e deterréncia alimentar (SANTIAGO et al., 2008). Outro
resultado interessante foi o uso de extrato de folhas verdes (2,2 g L' de agua
fervida), que reduziu o numero de individuos da broca-do-café por amostra
analisada ap6s 72 horas (PEREZ et al., 2012).

O dleo das sementes também tem sido um derivado da mamona que tem
apresentado atividade inseticida. Para Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae), quando discos foliares de couve, com e sem lagartas, foram
pulverizados com 6leo de mamona a 2% v v', apresentaram mortalidade de 44,4% e
33,9%, respectivamente (RONDELLI et al., 2011). Em outra pesquisa com larvas de
3¢ instar de P. xylostella, o 6leo de mamona a 10% v v' apresentou forte efeito
larvicida, com 100% de mortalidade para testes de toxicidade por ingestdao e por
contato (TOUNOU et al.,, 2011). Em Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:
Noctuidae), o 6leo de mamona a 3,0% v v foi aplicado sobre a dieta artificial
utiizada como substrato alimentar, e causou 44,0% de mortalidade das larvas
(BESTETE et al., 2011).

Alguns compostos de R. communis, como 0s ésteres de acido ricinoleico, atuaram
modificando a morfofisiologia dos ovarios e das glandulas salivares de
Rhipicephalus sanguineus (Latreille) (Acari: Ixodidae), e evitaram dois processos
importantes: o de reproducdo e o de alimentacdo (ARNOSTI et al., 2011a, 2011b;
SAMPIERI et al., 2013). Ja a ricinina foi comprovada como ingrediente ativo de R.
communis e apresentou toxicidade sobre Atta sexdens rubropilosa Forel
(Hymenoptera: Formicidae) e S. frugiperda (BIGI et al., 2004; RAMOS-LOPEZ et al.,
2010). Esta toxina é um alcaloide neutro com agao estimulante do sistema nervoso

central, que pode provocar convulsdes (FERRAZ et al., 1999).

Os insetos necessitam de muitas enzimas para degradar os alimentos, permitindo
posteriormente que sejam absorvidos pelo seu organismo, entre elas esta a a-
amilase, responsavel por degradar as moléculas de amido (ALVES et al., 2009;
MEHRABADI et al., 2011). As sementes de mamona sao ricas em inibidores
protéicos que agem sobre a-amilase e outras enzimas que degradam
polissacarideos, fazendo desses, inibidores nutricionais para o0s insetos
(NASCIMENTO et al., 2011). Os principais alergénicos de R. communis, as

albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, apresentaram atividade sobre a a-amilase de larvas
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de C. maculatus, Zabrotes subfasciatus (Bohemann) (Coleoptera: Chrysomelidae:
Bruchinae) e Tenebrio molitor (Fabricius) (Coleoptera: Tenebrionidae)
(NASCIMENTO et al., 2011).

Outra planta reconhecidamente com atividade inseticida é Azadirachta indica A.
Juss, uma 4rvore milenar, nativa da india, conhecida popularmente como nim
(MOSSINI & KEMMELMEIER, 2005). A partir dessa Meliaceae muitos componentes
ativos podem ser isolados, como salanina, meliantrol, gedunina, nimbolina,
nimbinem, dacetilsalanina; mas o tetranortriterpenoide azadiractina é o composto
com maior atividade biolégica, sendo encontrado no extrato ou éleo das sementes
de nim (DEPIERI & MARTINEZ, 2010). As sementes de nim contém cerca de 0,2 a
0,6% em peso de azadiractina (ISMAN, 2006).

A azadiractina em nivel fisiolégico interfere na sintese e liberacdo de hormdnios
(ecdisteroides) da glandula protoracica, levando a ecdise incompleta em insetos
imaturos (ISMAN, 2006). Em insetos adultos do sexo feminino, um mecanismo de
acao semelhante leva a esterilidade (ISMAN, 2006). Além disso, a azadiractina

apresenta efeito antialimentar para uma ampla gama de insetos (LEY et al., 2008).

Na cafeicultura, os efeitos somados da repeléncia de oviposicdo e da agao ovicida
do 6leo de nim, culminaram com 77,0 e 89,0% de reducdo do numero de lagartas
eclodidas de Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville & Perrottet) (Lepidoptera:
Lyonetiidae), quando solugdes de 6leo emulsionavel de nim a 0,125% v v'' e 0,25%
v v'!, respectivamente, foram pulverizadas sobre as folhas de cafeeiro (MARTINEZ &
MENEGUIM, 2003). Outra praga da cafeicultura, cujos extratos de folhas, sementes
e 6leo de torta de nim apresentam potencial como método alternativo de controle, é
o acaro-vermelho-do-cafeeiro Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae)
(MOURAO et al., 2004). Além dessas pragas, a pulverizacdo do 6leo emulsionavel
de nim e de extratos de folhas e sementes de nim causaram a mortalidade da broca-
do-café tanto em testes de toxicidade por ingestao quanto por contato, bem como
repeléncia, resultando em niveis mais baixos de penetracao dessa praga nos frutos
de café (DEPIERI & MARTINEZ, 2010).

1.2.3.4 Controle biolégico
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Outra estratégia de controle de insetos-praga dentro do Manejo Fitossanitario é o
controle bioldgico. Esse pode ser definido como a regulacao natural do nimero de
individuos de uma populacédo de uma espécie-praga através da acao de inimigos
naturais cujos individuos apresentam habitos de predacdo, parasitismo,
antagonismo ou patogenia. Esses sao genericamente conhecidos como agentes de
controle biol6gico e que agem de forma a impedir que a populacédo da praga sobre a
qual eles atuam se torne numericamente alta a ponto de causar prejuizo econémico,
mantendo ambas as populagcées em equilibrio (AGUIAR-MENEZES, 2003).

Com relacado a broca-do-café, os principais agentes de controle biolégico sdo os
parasitoides e os fungos entomopatogénicos (FORNAZIER et al., 2007). Dentre os
parasitoides os mais importantes sdo os de origem africana, Prorops nasuta
(Waterston) (Hymenoptera: Bethilidae), introduzidos nas principais areas produtoras
do Continente Americano, na Indonésia e na india (INFANTE et al., 2003);
Cephalonomia stephanoderis Betrem (Hymenoptera: Bethylidae), de grande
eficiéncia na regulacao desta praga (LACHAUD et al., 2002); Heterospilus coffeicola
Schneiderknecht (Hymenoptera: Braconidae) e Phymastichus coffea La Salle
(Hymenoptera: Eulophidae), também introduzidos no Brasil e demais areas
produtoras das Américas (CASTILLO et al., 2004).

Entre os fungos entomopatogénicos, B. bassiana tem demonstrado potencial de
controle da broca-do-café, sendo de ocorréncia natural em muitas regides do pais
(BUSTILLO PARDEY, 2005). Esses fungos sado patégenos de largo espectros,
capazes de colonizar diversas espécies de insetos e acaros e de causar, com
frequéncia, epizootias em condi¢des naturais. Esses patégenos também diferem de
outros grupos por terem a capacidade de infectar todos os estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros. Os fungos penetram por diversas vias,
predominantemente através do tegumento e possuem alta capacidade de
disseminagao horizontal (ALVES et al., 2008).

Esse fungo pertence a classe Sordariomycetes, familia Cordycipitaceae, cuja
espécie foi nomeada em homenagem ao entomologista italiano Agostino Bassi, que
em 1835 descobriu ser a causa da doenca muscardina branca, nome dado devido
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ao aspecto de mofo branco do micélio constituido sobre os cadaveres dos
hospedeiros. Essa doenca causava terriveis prejuizos aos produtores de seda
devido a epizootias nas criagées de bicho-da-seda, Bombyx mori L. (Lepidoptera:
Bombycidae) (REHNER & BUCKLEY, 2005).

Comumente encontrado no solo, esse fungo entomopatogénico pode sobreviver
como sapréfito, sendo uma das espécies mais estudadas no controle de artropodes,
provavelmente em funcao da ampla distribuicdo geografica e da variedade de seus
hospedeiros (ALVES et al., 2008). Apesar de B. bassiana ser encontrado em regides
de clima adverso, é consenso entre 0s pesquisadores que a patogenicidade e
viruléncia esta diretamente relacionado as condi¢cdes climaticas, sendo o seu melhor
desenvolvimento com umidade de aproximadamente 80%, temperatura entre 23 e
28 °C e tempo nublado (ALVES et al., 2008).

Para iniciar o processo de infec¢do, os conidios devem entrar em contato com a
cuticula ou serem ingeridos pelo inseto (ALVES et al.,, 2008). A infecgdo via
tegumento é a mais frequente. O fungo germina num periodo de 12 a 18 horas,
dependendo de condicbes favoraveis de umidade, temperatura, pH, oxigénio e
nutricdo. Decorridas 72 horas da inoculacdo, o inseto apresenta-se totalmente
colonizado. O tecido gorduroso € o mais atacado, seguido pelo tecido intestinal e
demais tecidos, resultando na morte do inseto em funcao da falta de nutrientes e do
acumulo de substancias téxicas. Sobre o cadaver ocorre a formagao de grande
quantidade de conidiéforos e conidios caracteristicos, os quais poderao disseminar e
contaminar outros individuos (ALVES, 1998).

Devido a alta capacidade do fungo B. bassiana em causar a doenca em populacoes
da broca-do-café, inUmeros estudos de selecado de isolados tém sido realizados,
visando a obtencao de isolados que possam ser formulados no futuro (NEVES &
HIROSE, 2005; CRUZ et al., 2006; DALVI et al., 2011). No sul do Estado do Espirito
Santo foram coletadas 27 amostras de H. hampei, das quais foram selecionados 4
isolados, CCA-UFES/Bb-4, Bb-11, Bb-15 e Bb-18, que apresentaram mortalidade
confirmada superior a 60% apo6s a pulverizagdo com uma suspensdo de 1 x 10°
conidios mL' (DALVI et al., 2011). Entretanto, apesar dos levantamentos realizados,
no Brasil ha apenas uma formulacdo a base desse fungo registrada para o manejo

da broca-do-café. Mundialmente, a formulacdo e utilizacdo de bioinseticidas
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baseados em microrganismos entomopatogénicos vém crescendo como uma
solucdo efetiva e ecoldgica, minimizando o impacto provocado pelos inseticidas
convencionais (FARIA & WRAIGHT, 2007).

O estudo das propriedades e das técnicas de preparagcao de agrotoxicos
especificamente desenvolvidos para o controle de insetos tem uma importancia
muito grande, principalmente quando se leva em conta o aumento na utilizagdo
desses insumos nos ultimos anos. O mercado nacional movimentou em 2009/2010
aproximadamente 7,12 bilhdes de ddlares com inseticidas. A industria brasileira de
agrotoxicos passou a lideranca mundial do setor em 2008, superando os Estados
Unidos, constituindo uma grande fonte de divisas do pais (ANVISA, 2014b). Todavia,
praticamente toda tecnologia existente pertence a companhias multinacionais. Deste
modo, o desenvolvimento de tecnologias préprias € importante, principalmente

quando se considera a vitalidade do mercado mundial de agrotdxicos.

Apesar de existirem muitos compostos com atividade inseticida, hd a necessidade
de desenvolver novos produtos que sejam seletivos, ataquem sitios especificos em
baixas dosagens e que, entdo, sejam degradados mais rapidamente, deixando o
minimo de residuos no meio ambiente e nos alimentos. Assim, esse trabalho teve
como objetivos: (1) avaliar e aprimorar metodologias de criacao da broca-do-café; (2)
avaliar a utilizagdo de O&leos vegetais, 6leos minerais, o inseticida contedo
azadiractina (ICA) e os derivados da mamona; e (3) verificar a compatibilidade in
vivo entre o éleo de mamona e o fungo B. bassiana, visando ao manejo de H.

hampei.
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2 CAPITULO Il

ADAPTACAO DE TECNICAS DE CRIACAO DA BROCA-DO-CAFE,
Hypothenemus hampei (FERRARI)

RESUMO

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae), é um dos principais obstaculos a cafeicultura mundial. Portanto, para
que pesquisas possam ser desenvolvidas com essa praga € necessario o estudo de
técnicas de criacao adequada, visando a producao de insetos em quantidade e com
qualidade. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar técnicas de criacdo da
broca-do-café, utilizando diferentes cafés, bem como as formas de assepsia e
consequentemente o armazenamento, visando facilitar a execucdo e comparacao
dos dados de pesquisas com essa praga. Para isso, foi avaliado o numero de
descendentes produzidos utilizando-se o café arabica em coco, o café arabica
pergaminho e o café robusta em coco. Para a assepsia desses cafés usou-se o
produto comercial a base de P20s (PCB-P20s, 30 mL/20 L de agua), o Hipoclorito de
Sédio (NaClO, 5% v v') e a agua destilada (controle), sendo esses separados em
dois lotes apds o processo assepsia, um utilizado imediatamente e o outro
armazenado em freezer a -20 °C por 60 dias para posterior utilizacdo. O café robusta
sem o processo de assepsia (controle) foi o melhor para a criacao da broca-do-café
e produziu 464,2 insetos, além de ser menos oneroso. Para o café arabica em coco
e o0 pergaminho recomenda-se o processo de assepsia com NaClO e PCB-P20s,
respectivamente. O armazenamento do café em freezer a -20 °C por 60 dias apds o
processo de assepsia nao é recomendado para nenhum dos cafés utilizados na
criacdo. A melhor técnica para criagao da broca-do-café é em café robusta em coco,
sem a necessidade de qualquer processo de assepsia, podendo esse ser
armazenado em freezer a -20 °C para ser utilizado durante a entressafra.

Palavras-chave: Coffea arabica, Coffea canephora, Assepsia, Armazenamento do
café.
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ADAPTATION OF TECHNIQUE FOR REARING OF THE COFFEE BERRY
BORER, Hypothenemus hampei (FERRARI)

ABSTRACT

The coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) is a major obstacle to world coffee production. Therefore, so that
researches can be developed with this pest is necessary to study techniques of
rearing adequate, aimed at producing insects in quantity and with quality. Thus, the
objective of this study was to evaluate techniques of rearing of the coffee berry borer,
using different coffees, as well as forms of asepsis and the storage, aimed to
facilitate the execution and comparison of research data with this pest. For this, the
number of offspring produced were evaluated using arabica coffee beans, arabica
coffee parchment and robusta coffee beans. For the asepsis of these coffees was
used a commercial product the P20Os-based (PCB-P20s, 30 mL/20 L water), Sodium
Hypochlorite (NaCIO 5% v v'') and distilled water (control), these separated in two
batches after the asepsis process, one used immediately and the other stored at -20
°C for 60 days for further use. Robusta coffee beans without the asepsis process
(control) was the best for the rearing of the coffee berry borer and produced 464.2
insects, beyond this being the cheapest. For the arabica coffee beans and the
parchment, it is recommended the process of asepsis with NaCIO and PCB-P20s,
respectively. The coffee storage in freezer at -20 °C for 60 days after the process of
asepsis is not recommended for any of the cafes used in rearing. The best technique
for rearing of the coffee berry borer is in robust coffee beans, without any process of
asepsis, which can be stored in freezer at -20 °C for use during the off season.

Keywords: Coffea arabica, Coffea canephora, Asepsis, Coffee storage.
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2.1 INTRODUCAO

Os danos causados pela broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), vém sendo um dos principais obstaculos a
cafeicultura mundial (MESSING, 2012). Devido aos danos quantitativos e
qualitativos provocados por essa praga, 0s prejuizos econdmicos a cultura chegam a
afetar a economia de mais de 25 milhées de pequenos agricultores no mundo
(FAIRTRADE FOUNDATION, 2013).

Para que estudos possam ser desenvolvidos com a broca-do-café é necessario o
aprimoramento de uma técnica de criacdo adequada, visando a producgéo de insetos
em quantidade e com qualidade (BUSTILLO et al., 1996). O sucesso da criacédo
massal de H. hampei é dependente, principalmente, do controle da umidade e da
temperatura em cada etapa, da manutencao diaria das condicées de assepsia do
laboratério e da obtecdo de insetos saudaveis que possibilitem a realizagcdo de
estudos cientificos (BUSTILLO et al., 1996). Pesquisas mencionam técnicas que sao
utilizadas para criacdo da broca-do-café, tais como: dietas artificiais (BRUN et al.
1993, VILLACORTA & BARRERA, 1993; CONSTANTINO et al., 2011), café cereja
(INFANTE et al., 1994; HIROSE & NEVES, 2002; JARAMILLO et al., 2009) e café
pergaminho (BUSTILLO et al., 1996).

A criacdo em dietas artificiais, apesar de apresentar algumas vantagens como
ocupar menor espago fisico e produzir maior nUmero de insetos, também apresenta
alguns problemas sanitarios que exigem cuidados para evitar a contaminacao da
dieta, sendo necessarios mao de obra especializada e laboratério com maior
infraestrutura (HIROSE & NEVES, 2002). De acordo com Portilla & Streett (2006) as
dietas artificiais existentes para a broca-do-café afetam negativamente a
fecundidade e a razao sexual. Além disso, estudos com fungos entomopatogénicos
podem ser comprometidos, pois essas dietas interferem no sistema imunoldgico do
hospedeiro e na germinacdo dos conidios (HIROSE & NEVES, 2002; CORY &
ERICSSON, 2010; SHIKANO et al., 2010).

Quando se utiliza o café cereja ou o pergaminho do café como alimento, o principal

problema é a contaminagcado por microrganismos que dificulta manuseio, visto que
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mais de 50 espécies de fungos ocorrem associados a H. hampei e suas galerias, e
muitos desses sdo toxicos ao homem (PEREZ et al., 2003; PETERSON et al., 2003;
CARRION & BONET, 2004; GAMA et al., 2006). Dentre os microrganismos, algumas
espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sao
contaminantes toxigénicos do café e produzem a micotoxina (ochratoxina A),
considerada um problema grave para a saude humana e para a industria de café
(BATISTA et al., 2003; TANIWAKI et al., 2003; VELMOUROUGANE et al., 2010).
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar metodologias de criacdo da broca-
do-café utilizando diferentes cafés, bem como processos de assepsia e 0
armazenamento apds esses processos, visando disponibilizar uma técnica que
facilite as pequisas e o desenvolvimento de programas de manejo fitossanitario

dessa praga.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no setor de Entomologia do Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico em Manejo Fitossanitario (NUDEMAFI) do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), em
Alegre — ES.

2.2.1 Criacao e manutencao de H. hampei

A criagdo e manutengado da broca-do-café foram realizadas em sala climatizada a
temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa (UR) de 60 + 10% e fotofase de 12h.
Para isso, foram coletados a campo frutos de café brocados de Coffea canephora
Pierre ex Froehner no municipio de Jerébnimo Monteiro - ES (latitude: -20° 47' 22" e
longitude: -41° 23' 42"). Posteriormente, foram lavados com solugdo de Hipoclorito
de Sddio (NaClO) a 5% v v utilizando dgua como solvente para evitar a proliferagao
de eventuais contaminantes. Em seguida, foram enxaguados em agua corrente e

expostos em ambiente ventilado, sem exposicao direta a luz solar, por 24 horas. Os
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frutos brocados foram acondicionados em caixas plasticas (15 x 30 x 5 cm) com
tampa. Para possibilitar as trocas gasosas, nas tampas foram feitas aberturas
vedadas com tecido “voal”. Em cada caixa foram acondicionados no maximo 300
frutos, ocupando apenas uma lateral da caixa, ficando a outra lateral livre para que
as brocas recém-emergidas, ao deixarem os gréos, se deslocassem para a
extremidade livre para coleta. A coleta dos insetos foi feita com succionador de

insetos pequenos adaptado a uma bomba-de-vacuo.

Para a continuacdo da criacdo, os insetos coletados foram colocados em contato
com graos sadios de café em pergaminho na propor¢cao de uma broca por grao, em
recipientes plasticos do tipo gerbox® quadrado (10 x 10 x 4 cm) com tampa. Estes
recipientes continham 200 gréos de café, da espécie Coffea arabica L., previamente
lavado com NaClO a 5% v v'! por 1 minuto e enxaguados em agua corrente. Os
recipientes foram tampados com tecidos pretos para proporcionar condicoes
adequadas para reproducdo. Periodicamente, foi borrifada dgua destilada para a

manuten¢ado da umidade dos graos (45%).

2.2.2 Adaptacoes das técnicas de criacao da broca-do-café

As metodologias utilizadas como base para esta pesquisa foram as propostas por
Bustillo et al. (1996), Hirose & Neves (2002) e Pérez et al. (2005). Sendo assim,
foram utilizados os cafés arabica em coco, arabica pergaminho e robusta em coco
como alimento para a broca-do-café. Previamente, os frutos de café foram
selecionados em relacado a presenca ou auséncia de broca-do-café, para assegurar
a isencao do inseto no lote empregado no bioensaio. Para a assepsia dos graos
foram utilizados o NaClO a 5% v v' (2,0 a 2,5% de cloro ativo; Empresa: Industria
Anhembi S/A, Osasco, SP), produto comercial a base de P20Os (PCB-P20s5, 30 mL/20
L de &gua) (Super17® - 5,0% p p' de P20s soluvel em agua; Empresa: SULPHUR
TEC - Industria, Comercio, Importacdo e Exportacdo LTDA; Orlandia, SP), bem
como a agua destilada (controle). Os graos foram colocados em solugéao por 24 h;
apos este periodo foram lavados em agua corrente e colocados para secar a sombra
por 36 h, para que atingissem umidade de aproximadamente 45%. Apds o processo
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de assepsia, foram separados dois lotes dos cafés, sendo um utilizado
imediatamente no bioensaio e o outro armazenado em freezer a -20 °C por 60 dias

para posterior utilizacdo em um novo bioensaio.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial
triplo 3 x 3 x 2 (Cafés: arabica em coco, ardbica pergaminho e robusta em coco x
Assepsia: NaClO, PCB-P20s, controle x Armazenamento: uso imediato e apos
armazenamento em Freezer a -20 °C por 60 dias) com 5 repeticoes. As repeticdes
foram constituidas de recipientes plasticos do tipo gerbox® quadrado 10 x 10 x 4 cm
com tampa, contendo 200 pergaminhos de café ardbica ou 100 grédos de café em
coco (arabica ou robusta). Para montagem do experimento foram utilizados insetos
provenientes da criagdo, sendo infestados com 50 brocas/gerbox. Os lotes foram
identificados e acondicionados em sala climatizada a 25 £ 1 °C, UR de 60 = 10% e
fotofase de 12h, e cobertos com tecido preto, condicdo essa necessaria para a
reproducdo desse inseto. Para a manutencdo da umidade dos grdos em
aproximadamente 45% foi borrifado agua destilada periodicamente. A partir do 40¢
dia iniciou-se a avaliacdo do numero de descendentes produzidos a cada 3 dias até
o 702 dia. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. E para a avaliacdo
do numero de individuos produzidos diariamente foi submetida a andlise de

regressao, nivel de significancia do teste foi de 5%.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste bioensaio apresentaram interagao tripla entre os cafés,
0s processos de assepsia e as formas de armazenamento sobre o numero de
individuos da broca-do-café produzidos (Fa:s9= 10,90; P<0,0001) (Tabela 1).

Entre os cafés que nao foram armazenados e sem assepsia, 0 mais adequado para
criagdo da broca-do-café foi o café robusta em coco, que produziu 464,2 insetos,
mas quando foi realizado o processo de assepsia com NaClO, o café arabica e o
robusta em coco foram superiores ao café arabica pergaminho (Tabela 1). No caso

do processo de assepsia utilizando o PCB-P20s ndo houve diferenca estatistica
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entre os cafés robusta em coco e ardbica pergaminho, produzindo 535,6 e 454,2
brocas, respectivamente (Tabela 1). Quando os cafés foram armazenados por 60
dias em freezer a — 20 °C, tanto para o processo de assepsia controle como para o
NaClO, o café arabica e robusta em coco foram os melhores para a reproducao da
broca-do-café (Tabela 1). No entanto, quando assepsia foi realizada com o PCB-
P20s, o café arabica em coco foi o que apresentou maior producédo de descendentes
da broca-do-café (371,6 brocas) (Tabela 1).

Tabela 1. Total de descendentes obtidos em diferentes metodologias de criagdo de
Hypothenemus hampei, a 25 = 1 °C, UR de 60 = 10% e fotofase de 12h.

) . Armazenamento apos 0 dias
Cafés/Assepsia

Controle NaClO PCB-P20Os
Arabica pergaminho 150,2 + 12,21 Cc! 298,0 + 10,31 Bb* 4542 + 38,08 Aa*
Arabica em coco 235,4 + 12,32 Bb* 455,8 + 4,51 Aa* 269,0 + 13,76 Bb*

Robusta em coco 464,2 + 15,92 ABa* 405,0 + 31,65 Ba 535,6 + 48,89 Aa*

Armazenamento apés 60 dias

Arabica pergaminho 94,0 £ 10,46 ABb 37,8 £8,82 Bb 138,0 £ 11,30 Ac
Arabica em coco 336,8 + 20,82 Aa 352,6 + 33,16 Aa 371,6 £ 25,54 Aa
Robusta em coco 386,6 + 30,33 Aa 346,2 + 30,86 ABa 275,2 + 23,15 Bb

Médias (+ EP) seguidas pelas mesmas letras mailscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

*Médias diferem entre si, quanto ao armazenamento, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

As diferengas apresentadas no numero de individuos produzidos em cada café
podem estar correlacionadas com a composicao quimica do grao, visto que ha
variacdo em funcado da espécie e até mesmo entre cultivares dentro da prépria
espécie (CASAL et al.,, 2000; KY et al, 2001; MENDONCA et al., 2007;
KITZBERGER et al.,, 2013). Em gendtipos de café arabica (C. arabica) foram
encontrados maiores teores de sacarose e trigonelina comparados aos genétipos de
café robusta (C. canephora) (KY et al., 2001; CAMPA et al., 2004). No entanto, para
cafeina e acido clorogénico os maiores valores foram encontrados em C. canephora
(CASAL et al., 2000; KY et al., 2001; RODRIGUES et al., 2007). Além disso, a forma
de processamento (seca ou Umida) também pode influenciar nas caracteristicas
quimicas do café (LIMA et al., 2008; FERREIRA et al., 2013). Entretanto, em estudo
realizado para investigar o papel da cafeina na defesa quimica do café contra H.
hampei nao foi observada correlacao positiva entre resisténcia e teor de cafeina em
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varias espécies de café (GUERREIRO FILHO & MAZZAFERA, 2003). Esses autores
também relatam que a atratividade para os insetos n&o estava diretamente
relacionada com o teor de cafeina nos frutos maduros, visto que espécies de café
com baixo teor de cafeina também foram colonizadas, porém com menor

intensidade.

Um dos principais fatores para o sucesso na criacdo massal de H. hampei é o
controle da umidade (BUSTILLO et al., 1996; OROZCO, 2002). Observou-se que 0
café arabica pergaminho perde mais umidade comparado aos cafés em coco, sendo
necessaria maior reposicdo de agua para manter a umidade. Essa oscilagdo da
umidade dos grdos € um fator prejudicial na criagdo, visto que essa deve ser
mantida aproximadamente em 45% (HIROSE & NEVES, 2002). Assim, esse é um
fator negativo para a criagdo da broca-do-café utilizando-se o café arabica
pergaminho, pois esse café dificulta 0 manejo da criacao e requer maior atengéo do
responsavel pela criacdo do inseto.

Quando se trata de diferentes cafés para a criacdo de H. hampei, deve-se
correlacionar o custo dos diferentes materiais e a eficiéncia na produgao. O café
arabica possui maior qualidade e, consequente, preco superior ao café robusta;
além disso, o processamento do café por via umida (pergaminho) aumenta a
qualidade, resultando em precos ainda mais altos (NISHIJIMA et al., 2012). Assim
sendo, o café robusta torna-se a opcao mais econémica para a criagao da broca-do-
café.

Quando se trata da assepsia dos grdos para café robusta em coco sem ser
armazenado, os processos de assepsia nao diferiram do controle, sendo esse
processo desnecessario para esse café (Tabela 1). No entanto, para o café arabica
pergaminho sem ser armazenado o melhor processo de assepsia foi utilizando-se o
PCB-P20s5 (454,2 individuos da broca-do-café), pois apresentou maior numero de
brocas produzidas comparado ao controle e ao NaCIO (Tabela 1). Contudo, para o
café arabica em coco sem ser armazenado o processo de assepsia utilizando NaCIlO
foi o melhor, visto que esse apresentou uma producao de 455,8 descendentes da
broca-do-café, superior aos demais tratamentos (Tabela 1).
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Em relagédo aos cafés que foram armazenados para serem utilizados 60 dias ap6s o
processo de assepsia, hdo houve diferenca entre o controle e os demais tratamentos
(NaCIlO e PCB-P20s5) tanto para o café arabica pergaminho quanto para o café
arabica em coco. No caso do café robusta em coco isso ocorre apenas para o
tratamento com NaClO, uma vez que quando tratado com PCB-P20s diferiu-se do
controle reduzindo o numero de descendentes produzidos. Tais resultados
demonstram a ineficiéncia da realizacao do processo de asssepsia do café antes do

armazenamento (Tabela 1).

No que diz respeito aos processos de assepsia, existem algumas recomendagdes,
mas nao ha um comparativo que comprove a eficiéncia (BUSTILLO et al., 1996;
HIROSE & NEVES, 2002; PEREZ et al., 2005). Bustillo et al. (1996) recomendam a
utilizacdo do fungicida tiabendazol 0,3% para a assepsia do café maduro. Hirose &
Neves (2002) sugerem que os frutos devem ser mergulhados em solucdo de NaClO
a 5% v v' por um minuto, lavados em agua corrente, e colocados para secar a
sombra por 48h. QOutro processo de assepsia é o proposto por Pérez et al. (2005)
onde os frutos de café devem ser lavados com detergente durante 15 minutos,
enxaguados com agua de torneira e depois mergulhados numa solucao de NaClO a
2% p v'! durante 10 min, lavados novamente com agua destilada estéril, em seguida
embebidos em uma solugdo de sorbato de potassio a 2% p v, e, finalmente,
lavados com agua destilada estéril. Assim sendo, a analise da eficiéncia do processo
de assepsia & importante, uma vez que pode variar com o café utilizado na criacao
da broca-do-café, gerando diferentes recomendacdes. Além disso, também pode
reduzir o custo de producgéo da criagao, pois no caso do café robusta os processos
de assepsia ndo apresentaram resposta positivas quanto ao crescimento
populacional dos insetos, ndo sendo necessaria a utilizagao.

Com relagdo ao armazenamento dos cafés sem o processo de assepsia (controle),
nao houve diferenca entre o café arabica pergaminho armazenado ou nao apés 60
dias em freezer a -20 °C (Tabela 1). Entretanto, o café arabica em coco armazenado
por 60 dias apdés o0 processo de assepsia apresentou maior produgdo de
descendentes da broca-do-café (336,8 brocas), comparado ao ndo armazenado
(Tabela 1). Contudo, o inverso foi constatado para o café robusta em coco, o qual
apresentou maior nimero de brocas produzidas quando nao foi armazenado por 60
dias em freezer a -20 °C apds o processo de assepsia (464,2 brocas) (Tabela 1).
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Quando esses cafés foram submetidos a assepsia com NaClO, o armazenamento
em freezer a -20 °C reduziu o numero de brocas produzidas pelo café arabica em
coco e pergaminho, mas nao afetou a produgdo em café robusta em coco (Tabela
1). Utilizando-se o PCB-P20s no processo de assepsia, 0 armazenamento por 60
dias em freezer a -20 °C apds o processo de assepsia reduziu 0 numero de
descendentes da broca-do-café em café arabica pergaminho e robusta em coco;
contudo, o café arabica em coco apresentou resposta inversa (Tabela 1). O
armazenamento do café em freezer a -20 °C é um processo que onera o0 custo de
criagdo da broca-do-café; contudo, é necessario durante a entressafra para garantir
a criacao da broca-do-café.

O café arabica pergaminho, tanto sem assepsia (controle) quanto para o que foi
realizado o processo de assepsia com NaClO ou PCB-P20s, apresentou o nimero
de brocas produzidas diariamente ajustando-se ao modelo linear (R?> = 87,09% e
P<0,0001; R? = 69,01% e P = 0,0015; R? = 80,05% e P = 0,0002, respectivamente),
ou seja, ha uma reducao do numero de brocas produzidas a partir da data inicial de
avaliacao (40¢ dia) até a data final (702 dia) (Figura 1). Entretanto, quando o café
arabica pergaminho foi armazenado por 60 dias em freezer a -20 °C nenhum dos
processos de assepsia ajustou-se a um modelo, apresentando uma producdo de
broca-do-café constante ao longo do tempo (Figura 1).

O café arabica em coco tratado com agua destilada (controle) manteve uma
producédo de brocas constante ao longo do tempo (Figura 1). Tal fato ndo ocorreu
quando esse foi armazenado por 60 dias em freezer a -20 °C, onde se ajustou a um
modelo quadratico (R?> = 70,28% e P = 0,0078), sendo as maiores produgdes de
brocas entre o 462 e o 552 dias de avaliagdo (Figura 1). Para o café ardbica em
coco, no qual foi utilizado o processo de assepsia com NaClO e PCB-P20s, a
producdo de brocas ajustou-se ao modelo quadratico (R? = 63,30% e P = 0,0181; R?
=61,00% e P = 0,0231, respectivamente), havendo um pico de producao entre o 559
e 0 642 dias de avaliagao (Figura 1). No entanto, quando esses cafés foram
armazenados por 60 dias em freezer a -20 °C, a produgédo de brocas manteve-se
constante ao longo do tempo (Figura 1).
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Figura 1. Producdo diaria de descendentes de Hypothenemus hampei obtidos em diferentes
metodologias de criacdo, a 25 £ 1 °C, UR de 60 + 10% e fotofase de 12h. "™Nao significativo;
Hipoclorito de Sédio (NaClO); produto comercial a base de P20s — Super 172 (PCB-P20s).

O numero de descendentes da broca-do-café produzidos em café robusta em coco

apos o processo de assepsia controle NaClIO e PCB-P20s ajustou-se ao modelo
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linear (R? = 78,08% e P = 0,0003; R? = 63,26% e P = 0,0034; R?2 = 79,52% e P =
0,0002, respectivamente), apresentando reducdo do numero de brocas produzidas
ao longo do tempo (Figura 1). Contudo, esse café, apds ser armazenado por 60 dias
em freezer a -20 °C posteriormente aos processos de assepsia com agua destilada
(controle) e NaClO, ajustou-se ao modelo quadratico e linear, respectivamente (R? =
75,90% e P =0,0034; R? = 78,69% e P = 0,0003) (Figura 1). Enquanto que o café
robusta em coco, no qual foi realizado o processo de assepsia com PCB-P20s5 e
armazenado em freezer a -20 °C, ndo se ajustou a nenhum modelo (Figura 1).

Dessa forma, acredita-se que o conhecimento do comportamento de producéo diaria
da broca-do-café a partir das metodologias propostas é fundamental para
organizacao de lotes de producdo. Assim, pode-se determinar um cronograma de
producdo, com lotes iniciando a producédo, em alta produgédo e outros em fase final
de producédo, a fim de manter um ndmero constante de brocas produzidas para

montagem de experimentos.

As metodologias propostas anteriormente sdo complexas e dependentes de maior
infraestrutura para manusea-las. As adaptacdes metodolégicas propostas visaram
reduzir o espaco fisico utilizado, facilitar o manuseio (tanto em relagdo a preparagao
dos lotes de café e armazenagem quanto na coleta da broca-do-café), reduzir a
demanda por mao de obra, e principalmente reduzir o custo de produgcdo dos

insetos.

2.4 CONCLUSAO

- O café robusta sem o processo de assepsia foi o melhor para a criacdo da broca-

do-café, além de ser menos oneroso.

- Para o café arabica em coco e o pergaminho, recomenda-se 0 processo de
assepsia com NaClO e PCB-P20s, respectivamente.

- O armazenamento do café em freezer a -20 °C por 60 dias ap6s 0 processo de

assepsia nao é recomendado para nenhum dos cafés utilizado na criacéo.
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- A melhor técnica para criagdo da broca-do-café € em café robusta em coco, sem a
necessidade de qualquer processo de assepsia, podendo ser armazenado em

freezer a -20 °C para ser utilizado durante a entressafra.
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3 CAPITULO lll

CONTROLE DA BROCA-DO-CAFE, Hypothenemus hampei (FERRARI) COM
INSETICIDAS BOTANICOS E OLEOS MINERAIS

RESUMO

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae), € o principal problema fitossanitario da cafeicultura. Devido aos
problemas causados pelos inseticidas quimicos sintéticos sdo necessarias novas
alternativas para o controle de H. hampei. Uma das alternativas pode ser a utilizacao
de inseticidas botanicos, derivados principalmente de espécies das familias
Piperaceae, Fabaceae, Meliaceae e Euphorbiaceae. Desta forma, o objetivo desse
trabalho foi avaliar inseticidas botanicos, 6leos minerais e o inseticida contendo
azadiractina (ICA) no controle da broca-do-café, bem como, o poder residual do 6leo
de mamona. Para isso foram utilizados os 6leos vegetais de canola, girassol, milho,
soja e mamona, os O6leos minerais assist® e naturol® e o ICA, testados na
concentracdo de 3,0% v v-'. A concentragdo letal média (CLso) foi estimada usando a
analise de Probit. O 6leo e o extrato da torta de mamona foram avaliados na
concentragdo de 3,0% v v' e 3,0% m v, respectivamente. O ICA e o 6leo de
mamona causaram 40,8 e 53,7% de mortalidade da broca-do-café, e apresentaram
Clso de 6,71 e 3,49% v v'!, respectivamente. Analisando o perfil cromatografico do
6leo de mamona foram identificados os ésteres metilicos dos acidos graxos:
palmitico (Cie0; 1,10%), linoleico (Cis:2; 4,50%), oleico (Cr1s:1; 4,02%), estearico
(C1s:0; 0,50%) e ricinoleico (12-OH 9-Cis:1; 88,04%). O extrato da torta da semente
de mamona ndo apresentou toxicidade sobre H. hampei. O 6leo de mamona
apresentou baixa persisténcia no ambiente. O 6leo de mamona causou a
mortalidade da broca-do-café, sendo provavelmente devido ao bloqueio dos
espiraculos, impedindo a respiracao desse inseto.

Palavras-chave: Ricinus communis, Azadirachta indica, Oleos minerais, Oleos
vegetais, Inseticida botanicos.
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CONTROL COFFEE BERRY BORER, Hypothenemus hampei (FERRARI) WITH
BOTANICAL INSECTICIDES AND MINERALS OILS

ABSTRACT

The coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) is the main phytosanitary problem of coffee culture. Due to the problems
caused by synthetic chemical insecticides new alternatives for the control of H.
hampei are required. One alternative may be the use of botanical insecticides,
derived mainly species of the families, Piperaceae, Fabaceae, Meliaceae and
Euphorbiaceae. Thus, the objective of this study was to evaluate botanical
insecticides, mineral oils and insecticide containing azadirachtin (ICA) in the control
of the coffee berry borer, as well as the residual power of castor oil. For this
vegetable oils canola, sunflower, corn, soybean and castor, mineral oils Assist® and
naturol®, and the ICA, tested at a concentration of 3.0% were used. The median
lethal concentration (LCso) was estimated using the Probit analysis. The oil and the
extract of castor bean pie were evaluated at a concentration of 3.0% v v'' e 3,0% m
v, respectively. ICA and castor oil caused 40.8 and 53.7% mortality of the coffee
berry borer and showed LCso of 6.71 and 3.49% v v, respectively. From the analysis
of the chromatographic profile of castor oil, methyl esters of fatty acids were
identified: palmitic ((C16:0; 1.10%), linoleic (C1s:2; 4.50%), oleic (C1s:1; 4.02%), stearic
(C1s:0; 0.50%) and ricinoleic acid (12-OH 9-C1s:1; 88.04%). The extract of castor bean
pie showed no toxicity on H. hampei. Castor oil was low persistence in the
environment. Castor oil caused mortality of coffee berry borer being probably due to
blockage of spiracles, preventing insect breathing.

Keywords: Ricinus communis, Azadirachta indica, Mineral oils, Vegetable oils,
Botanical insecticides.
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3.1 INTRODUGAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café, sendo responsavel por 33,73% das
exportacbes mundiais (OIC, 2014). No entanto, existem inUmeros problemas
fitossanitarios que tendem a afetar a producao dessa cultura, sendo a broca-do-café,
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), o principal
deles (VEGA et al., 2014). Essa praga provoca danos aos frutos, reduzindo o peso
dos graos e alterando o tipo de café, classificacdo e sabor da bebida (BATISTA et
al., 2003; VEGA et al., 2009). Consequentemente, as perdas econdmicas,
considerando os danos diretos causados por frutos perdidos e reducédo do peso de
graos, podem ser estimadas entre 215 e 358 milhdes de dblares por ano no Brasil
(OLIVEIRA et al., 2013).

O controle dessa praga normalmente € realizado com inseticidas quimicos sintéticos
(VEGA et al., 2009). No entanto, esses tém apresentado baixa eficiéncia, devido a
selecdo natural de linhagens de insetos resistentes e por causarem problemas
ambientais como a eliminacao da fauna benéfica e a crescente contaminacao do
solo, agua, atmosfera e seres vivos (SANTOS et al., 2013). Além disso, 0
ingrediente ativo mais eficiente para o controle da broca-do-café, o endossulfan, foi
retirado do mercado em 2013, agravando os problemas causados por esta praga,
pois os demais ingredientes ativos apresentam menor eficiéncia comparado a esse
(SOUZA et al., 2013; ANVISA, 2014).

Deste modo, novas alternativas para o controle de H. hampei tém sido uma
necessidade crescente para a cafeicultura. Uma das alternativas para o manejo
dessa praga é a utilizacdo de inseticidas botanicos, sendo os derivados
principalmente de espécies das familias Piperaceae, Fabaceae, Meliaceae e
Euphorbiaceae, os mais estudados (DARBY et al., 2001; CAZAL et al., 2009;
DEPIERI & MARTINEZ, 2010; PEREZ et al., 2012; ZORZETTI, et al., 2012; EL-
WAKEIL, 2013).

Entre as substancias extraidas de plantas, a azadiractina constitui-se como uma
importante alternativa de manejo, visto que apresenta acao fisioldgica, interferindo
na sintese e liberacao de horménios (ecdisteroides) da glandula protoracica, levando
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a ecdise incompleta em insetos imaturos (ISMAN, 2006). Além disso, a azadiractina
apresenta efeito antialimentar para ampla gama de insetos e pode levar adultos do
sexo feminino a esterilidade (ISMAN, 2006; LEY et al., 2008). Para H. hampei o 6leo
emulsionavel, extratos de folhas e sementes de nim causaram repeléncia e
mortalidade (DEPIERI & MARTINEZ, 2010). Os derivados da mamona também tém
sido utilizados no manejo de pragas, como Atta sexdens rubropilosa Forel
(Hymenoptera: Formicidae), Spodoptera frugiperda Smith e Helicoverpa zea
(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) e
H. hampei (BIGI et al., 2004; RAMOS-LOPEZ et al., 2010; BESTETE et al., 2011;
RONDELLI et al., 2011; TOUNOU et al., 2011; PEREZ et al., 2012).

Apesar dos inseticidas botanicos serem uma alternativa para o controle de pragas,
apresentam uma baixa persisténcia no ambiente (EL-WAKEIL, 2013). Tal fato, por
um lado pode ser considerado vantajoso, pois esses inseticidas podem ser seletivos
aos organismos nao alvos e terem menor impacto no ambiente, mas por outro,
exigem um maior numero de aplicacées para manter o inseto-praga abaixo do nivel
de dano econdmico (EL-WAKEIL, 2013).

Além dos derivados vegetais, os 6leos minerais também podem ser utilizados no
controle de pragas (NICETIC et al., 2011). A principal causa de morte dos artrépodes
por 6leo minerais acredita-se que seja devido ao bloqueio dos espiraculos ou
traqueias, em que a falta de oxigénio causa a morte dos insetos (STADLER et al.,
2002; STADLER & BUTELER, 2009; BUTELER & STADLER, 2011). Esses 6leos
podem afetar também o tegumento, causando ruptura da membrana celular e
escurecimento; o comportamento, provocando repeléncia de oviposicdo e
alimentacdo; e o sistema nervoso (NAJAR-RODRIGUEZ et al., 2007; 2008;
BUTELER & STADLER, 2011). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
derivados vegetais, éleos minerais e o inseticida contendo azadiractina (ICA) no
controle da broca-do-café, bem como o poder residual do 6leo de mamona.

3.2 MATERIAL E METODOS
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O experimento foi realizado no setor de Entomologia do Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario (NUDEMAFI) do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), em
camara climatizada a 25 £ 1 °C, umidade relativa (UR) de 60 + 10% e fotofase de
12h.

3.2.1 Criacao e manutencao de H. hampei

A criagcdo e manutengado da broca-do-café foram realizadas em sala climatizada a
temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa (UR) de 60 + 10% e fotofase de 12h.
Para isso, foram coletados a campo frutos de café brocados de Coffea canephora
Pierre ex Froehner, no municipio de Jerdnimo Monteiro - ES (latitude: -20° 47' 22" e
longitude: -41° 23' 42"). Posteriormente, foram lavados com solugdo de Hipoclorito
de Sodio (NaClO) a 5% v v utilizando agua como solvente, para evitar a
proliferacao de eventuais contaminantes. Em seguida foram enxaguados em agua
corrente e expostos em ambiente ventilado, sem exposicao direta a luz solar, por 24
horas. Os frutos brocados foram acondicionados em caixas plasticas (15 x 30 x 5
cm) com tampa. Para possibilitar as trocas gasosas, nas tampas foram feitas
aberturas vedadas com tecido “voal”. Em cada caixa foram acondicionados no
maximo 300 frutos, ocupando apenas uma lateral da caixa, ficando a outra lateral
livre para que as brocas recém-emergidas, ao deixarem 0s graos, se deslocassem
para a extremidade livre para coleta. A coleta dos insetos foi feita com succionador
de insetos pequenos adaptado a uma bomba-de-vacuo.

Para a continuacdo da criacao, os insetos coletados foram colocados em contato
com graos sadios de café na proporcado de uma broca por grao, em recipientes
plasticos do tipo gerbox® quadrado (10 x 10 x 4 cm) com tampa. Esses recipientes
continham 200 graos de café, da espécie C. canephora, previamente lavados com
NaClO a 5% v v! por 1 minuto e enxaguados em &agua corrente. Os recipientes
foram tampados com tecidos pretos para proporcionar condicdes adequadas para
reproducdo. Periodicamente, foi borrifada agua destilada para a manutencdo da
umidade dos graos (45%).



61

3.2.2 Identificacao dos constituintes quimicos do 6leo de mamona

A reacdo de transesterificacdo foi realizada com 150 mg de 6leo de mamona e
alcool metilico-benzeno na proporcao de 4:1, segundo metodologia proposta por
Folch (1957) modificada por Lepage e Roy (1986). A mistura foi aquecida a 100 °C
durante 60 minutos. Em seguida, uma aliquota de 10 pL da amostra
transesterificada foi dissolvida em 1000 pL de diclorometano e injetada, em
duplicata, no cromatégrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG/EM).
Foi feita a andlise e realizada com ionizacao por impacto electrénico (energia de 70
eV), usando hélio como gas de arraste com um fluxo de 1,47 mL min"' e uma coluna
capilar de silica fundida com fase estacionaria Rtx-5MS, de 30 m de comprimento e
0,25 mm de diametro interno. Utilizou-se o seguinte programa de temperaturas:
temperatura inicial do forno de 100 °C (5 min), rampa 10 2C min' até aos 280 °C
durante 10 minutos. A temperatura do injetor e do detector foi mantida a 250 °C.
Injetou-se 1 uL efetuada em modo split; com uma razao de split de 1:5 e em modo
de varrimento continuo (modo SCAN) num intervalo m/z de 33 a 808 u.m.a. A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparacées dos espectros de
massas com os existentes na biblioteca NIST e com a literatura (Haertel, 2009;
Pardo, 2010).

A quantificagdo dos constituintes quimicos do 6leo de mamona foi realizada por
cromatografia em fase gasosa em um cromatégrafo SHIMADZU GC-2010 Plus
equipado com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) equipado com a mesma
coluna descrita anteriormente. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio (0,80 mL
min-'; 85,2 kPa) e as temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 250 e
280 °C, respectivamente. A programacdo de temperatura no forno foi a mesma
utilizada nas analises por CG-EM. Injetou-se 1 uL efetuada em modo split, com uma
razao de split de 1:30.

3.2.3 Testes de atividade inseticida de dleos vegetais, 6leos minerais e do

inseticida contendo azadiractina
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Para execucao dos experimentos foram utilizados os 6leos vegetais de soja (Lote:
0912; Empresa: Bunge Alimentos S.A., Gaspar, SC), girassol (lote: 1112; Empresa:
Bunge Alimentos S.A., Gaspar, SC), canola (lote: 0811; Empresa: Olvebra Industria
S.A., Eldorado do Sul, RS), milho (lote: 1012; Empresa: Bunge Alimentos S.A,,
Gaspar, SC) e mamona, o inseticida contendo azadiractina (ICA) (Sempre Verde
Killer Neem®; lote: 12029 e 13034; Ingrediente ativo: 0,3% azadiractina; Empresa:
Bonigo Industria e Comércio LTDA, Campo Limpo Paulista, SP) e os éleos minerais,
Assist® (codigo: 3513; Ingrediente ativo: 75,6% m v mistura de hidrocarbonetos
parafinicos, ciclo parafinicos, aromaticos saturados e insaturados derivado do
petroleo; Empresa: BASF — The Chemical Company, Sao Paulo, SP) e Naturol®
(lote: 0446; Ingrediente ativo: 100% hidrocarbonetos alifaticos; Empresa: Farmax —
Distribuidora Amaral LTDA, Divinépolis, MG), os quais foram adquiridos em lojas do
segmento, com excec¢ado do 6leo de mamona, que foi obtido a partir da prensagem a
frio de sementes de mamona (Ricinus communis L.), variedade IAC 80, adquiridas
junto ao Instituto Agronémico de Campinas (IAC). O 6leo de mamona foi

armazenado em recipiente coberto com papel aluminio e fechado hermeticamente.

Cada unidade experimental foi constituida por um gerbox® (6 cm de didametro x 2 cm
de altura), forrado com papel filtro e contendo 15 fémeas da broca-do-café recém-
emergidas, sendo cada tratamento constituido de 5 repeticoes. Neste bioensaio os
6leos foram testados na concentragido de 3,0% v v! e para preparagdo da calda
foram adicionados espalhante adesivo (Tween® 80 PS; Empresa: Dinadmica Quimica
Contemporanea LTDA, Diadema, SP) a 0,01% m v' e acetona a 2% v v'. Na
testemunha usou-se agua deionizada mais espalhante adesivo a 0,01% (m.v') e
acetona a 2% v v''. A pulverizacio foi realizada sobre fémeas da broca-do-café por
meio de Torre de Potter® a pressédo de 15 libras pol?, aplicando-se um volume de
5,5 mL por repeticdo. Desta forma, com a pressao e o volume utilizados na Torre de
Potter® foi depositado volume médio de 1,78 mg cm=2, variando de 1,43 a 2,08 mg
cm2, em acordo com recomendacdo da IOBC/WPRS (“International Organization for
Biological and Integrated Control of Noxious Animals and Plants/West Paleartic
Regional Section”), que é um depdsito de 1,5 a 2,0 mg cm para superficies de vidro
ou folha (OVERMEER & VAN ZON, 1982). Apés a pulverizagao foi oferecido como
alimento 0,15 gramas de café moido/gerbox®.
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A avaliacdao da mortalidade foi realizada sete dias apds a liberagcdo das fémeas,
sendo corrigida de acordo com a féormula de Abbott (1925). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e os dados foram submetidos a andlise de
variancia. Os dados foram agrupados pelo método de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

3.2.4 Estimativa da concentracao letal média (CLso)

A estimativa da CLso foi feita para os tratamentos que causaram mortalidade
corrigida superior a 40,0%. Essa etapa do bioensaio foi realizada de acordo com
item 3.2.3. Para a estimativa das concentracées letais foram utilizadas oito
concentracdes espacadas em escala logaritmica, sendo os limites inferior
(concentragdo que causa a morte de aproximadamente 15% dos insetos) e superior
(concentragdo que causa a morte de mais de 50% dos insetos, ndo se obtiveram
mortalidades superiores a 95%, portanto nao foi calculado a ClLso) determinados
mediante ensaios preliminares, além das respectivas testemunhas. Os limites da
CLso inferior e superior para ICA foram 0,5-10,0% v v'!, respectivamente, ja para o
6leo de mamona foram 0,5-5,0% v v''. A CLso foi estimada usando a andlise de
Probit com auxilio do programa Polo-PC, com intervalo de confianca de 95%
(FINNEY, 1971, LEORA SOFTWARE, 1987).

3.2.5 Obtencao e teste de atividade inseticida de derivados da mamona

Foram avaliados o 6leo e a torta de mamona. O 6leo de mamona foi utilizado na
concentragdo de 3,0% v v' e adicionado espalhante adesivo a 0,01% m v' e
acetona a 2% v v'. Na testemunha usou-se agua deionizada mais espalhante
adesivo a 0,01% m v' e acetona a 2% v v''. Para a obtencdo do dleo e da torta de
mamona, as sementes foram submetidas a prensagem a frio, conforme descrito no
item 3.2.3. O extrato da torta de mamona foi obtido a partir de 20 g de torta moida
em cadinho. Em seguida, o material vegetal foi transferido para béquer contendo
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solugédo tampédo KH2POs4, NaCl e NazHPO4, de massas 3,40, 0,88, e 3,55 g L' de
agua deionizada (pH 6,0), respectivamente. A mistura foi mantida em agitador
magnético por 30 minutos e, posteriormente, foi filtrada em tecido “voal”. O extrato
obtido foi diluido em relacdo a massa da torta para a concentracdo de 3% m v,
usando a solucdo tamponada citada anteriormente. Na testemunha utilizou-se

apenas solugao tamponada.

A unidade experimental e pulverizacdo foram conforme descrito no item 3.2.3. A
avaliacao da mortalidade foi realizada apds sete dias, sendo corrigida de acordo
com a férmula de Abbott (1925). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado e os dados foram submetidos a analise de variancia. As médias foram

comparadas pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2.6 Poder residual do 6leo de mamona

Nesse experimento, cada unidade experimental também foi constituida por um
gerbox® (6 cm de didmetro x 2 cm de altura) forrado com papel filtro e contendo 15
fémeas da broca-do-café recém-emergidas, sendo cada tratamento constituido de 5
repeticoes. As concentracdes do 6leo de mamona foram as seguintes: 0,5, 1,0, 1,5,
2,0, 2,5 e 3,0% v v' e o controle (0,0%). Na preparacdo da calda foi adicionado
espalhante adesivo, Tween® 80 PS, a 0,05% v v''. A pulverizagéo foi realizada sobre
o café moido (0,15 gramas de café moido/gerbox®) por meio de Torre de Potter® a
presséo de 15 libras pol?, aplicando-se um volume de 5,5 mL por repeticdo. Foram
feitas as infestacdes das fémeas da broca-do-café 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias apos

aplicagéo.

A avaliagdo da mortalidade foi realizada sete dias ap6s a liberacdo das fémeas,
sendo corrigida de acordo com a férmula de Abbott (1925). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado no esquema de parcela subdividida no
tempo 6 x 6 (concentracdes do 6leo de mamona x tempos de inoculagcéo). Os dados
foram submetidos a analise de variancia. Para verificar o efeito das concentracoes
do 6leo de mamona e dos tempos de inoculacao sobre a mortalidade da broca os
dados foram submetidos a anélise de regressao ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Identificacao dos constituintes quimicos do 6leo de mamona

O 6leo de mamona apresenta algumas caracteristicas que o diferencia dos demais,
como o menor valor de indice de iodo e o maior de viscosidade, que séao
propriedades que estdo diretamente relacionadas a constituicdo quimica (Tabela 1).
Entre os 6leos vegetais testados, o 6leo de mamona é o Unico com o éster de acido
graxo ricinoleico em sua constituicdo e apresenta os menores teores dos ésteres

dos acidos graxos palmitico, oleico, linoleico e linolénico (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos dleos vegetais'.

Composicdo quimica (%)>? Canola Girassol Milho Soja Mamona
Acido Palmitico (C1s:) 3,75 5,70 10,47 9,90 0,70
Acido Estearico (C1s:0) 1,87 4,79 2,02 3,94 0,90
Acido Oleico (Ci1s:1) 62,41 15,26 24,23 21,35 2,80
Acido Ricinoleico (C1g:1) - - - - 90,20
Acido Linoleico (Cis:2) 20,12 71,17 60,38 56,02 4,40
Acido Linolénico (C1s:) 8,37 0,45 0,99 7,15 0,20

Constante quimica

Saponificagéo (mg/KOHQ) 168-181 186-198 187-195 189-195 182,90

lodo (g 12/100g) 94-120 136-148 103-135 124-139 84,50

Constante fisica

indice de refragéo (40°C) 1,465-1,469 1,467-1,470 1,465-1,468 1,466-1,470 1,479

Viscosidade (cP) (30°C) 50,50 41,30 47,40 41,20 332,00

'Fonte: Conceigdo et al. (2007); Zambiazi et al. (2007); Brock et al. (2008); Salimon et al. (2010); Codex
Alimentarum (2014).

2Namero de 4tomos de carbono: nimero de dupla ligagoes.

3Composigao do 6leo utilizado no experimento.
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O perfil dos acidos graxos presentes no 6leo de mamona foi obtido apds a analise
cromatografica dos compostos presentes na mistura da reagéao de transesterificacéo
(Figura 1). Ap6s a andlise do perfil cromatogréafico, observa-se que se encontra
coerente com o esperado para o 6leo de mamona, uma vez que foram identificados
os ésteres metilicos dos acidos graxos: palmitico (Cie0; 1,10%), linoleico (Cis:2;
4,50%), oleico (C1s:1; 4,02%), estearico (C1s:0; 0,50%) e ricinoleico (12-OH 9-Cis:1;
88,04%).
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Figura 1. Cromatograma do 6leo de mamona da variedade IAC 80 ap6s reagéo de transesterificagcéo.
1 — C16:0; 2 — C1s:2; 3 — C1s:1; 4 — C1s:0; 5 — 12-OH Cis:1; 6 — NI (n&o identificado).

3.3.2 Testes de atividade inseticida de derivados vegetais, 6leos minerais e do

inseticida contendo azadiractina

A mortalidade da broca-do-café causada pelos 6leos vegetais, 6leos minerais e ICA
apresentou diferengas estatisticas (F7:39 = 6,49; P = 0,0001) (Tabela 2). Os dleos
minerais Naturol® e Assist® e os 6leos vegetais de canola, milho, soja e girassol
apresentaram os menores valores de mortalidade de H. hampei, variando entre 13,6
a 30,3% (Tabela 2). As maiores mortalidades da broca-do-café foram observadas
para o ICA e o 6leo de mamona, nao havendo diferencas entre esses, que causaram
40,8 e 53,7% de mortalidade, respectivamente, na concentracdo de 3,0% v v
(Tabela 2). O extrato da torta de mamona a 3,0% m v' ndo teve agéo inseticida

sobre a broca-do-café (Tabela 3).
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O ICA e o 6leo de mamona apresentaram os valores de Clso, 6,71 e 3,49% v v,
respectivamente, para a broca-do-café (Tabela 2). Apesar de nao haver diferenga
entre os valores de CLso do ICA e do 6leo de mamona, a razao de toxicidade do 6leo
de mamona em relacao ao ICA foi de 1,92 vezes (Tabela 2). A reta de concentragéao-
mortalidade nédo apresentou diferenca quanto ao grau de inclinagéo para ICA e o
6leo de mamona, tendo comportamento semelhante da mortalidade da broca-do-

café em funcao das concentracoes dos 6leos (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade corrigida (%) de fémeas da broca-do-café por éleos vegetais, dleos
minerais e pelo inseticida contendo azadiractina a 3,0% v v' e concentragdo letal média
(CLso), @25 + 1 °C, UR de 60 + 10% e fotofase de 12h.

Oleos Mortalidade' N2 Inclinacdo + EP?  CLso (IC 2@ 95%)* (% v/V) RTso® X2 (GL)®

Naturol® 136 +299b 75 - - _
Assist® 16,0+571b 75 - - -
Canola 254+£554b 75 - - -
Milho 265+410b 75 - - -
Soja 29,0+2,89b 75 - - -
Girassol 30,3+7,46b 75 - - ;
ICA” 40,8+568a 574 1,71 £0,25 6,71 (5,35 — 8,87) - 4,05 (5)

Mamona 53,7+468a 521 1,65+ 0,33 3,49 (2,65 —5,52) 1,92 2,08 (4)

"Médias (= EP) seguidas pelas mesmas letras minlscula na coluna, nido diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo método de agrupamento de Scott-Knott.

2NUmero de insetos usados no bioensaio.

SErro-padrdo (médias seguidas por mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo erro-padrao).
4Concentragao letal (CLso) e intervalo de confianga da Clso a 95% de probabilidade (IC a 95%)
(médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo IC a 95%).

SRazao de toxicidade = maior CLso/menor CLso.

6Qui-quadrado e graus de liberdade.

7Inseticida contendo azadiractina (ICA) — Sempre Verde Killer Neem® (SVKN)

No caso dos 6leos minerais Naturol® e Assist® e dos 6leos vegetais de canola, milho,
soja e girassol, a acao desses pode ter sido por recobrimento dos espiraculos do
inseto causando asfixia e, consequentemente, a morte. Essa asfixia do inseto devido
ao bloqueio dos espirdculos e/ou traqueias tem sido relatada por alguns
pesquisadores como o principal modo de acao de 6leos minerais e em alguns casos
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para Oleos vegetais (HALL & HARMAN, 1991; LAW-OGBOMO & EGHAREVBA,
2006; STADLER & BUTELER, 2009; EGWURUBE et al., 2010; BUTELER &
STADLER, 2011). Os 6leos podem causar também reducédo na dureza da cuticula,
como observado em Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae),
induzindo mudancas estruturais (STADLER et al., 2002). Esses autores encontraram
uma correlagdo entre amolecimento da cuticula e toxicidade de 6leos, estando esta

associada ao aumento da mortalidade.

Tabela 3. Mortalidade corrigida da broca-do-café por derivados da mamona, a 25 £ 1 °C, UR
de 60 + 10% e fotofase de 12h.

Derivados da mamona Concentracao Mortalidade'
Extrato da torta 3,0% m v 0,0+0,00B
Oleo 3,0% v v 53,7 £+ 4,68 A

Médias (+ EP) seguidas pelas mesmas letras mailscula na coluna, nao diferem entre si ao nivel de

5% de probabilidade pelo teste F.

O é6leo de mamona pode ser diferenciado fisico-quimicamente em relacdo a outros
6leos vegetais, principalmente devido ao elevado teor de acido ricinoleico e a alta
viscosidade (Tabela 1). O 6leo de mamona é constituido em 88,04% por acido
ricinoleico, e este apresentou acdo sobre a morfofisiologia dos ovarios e das
glandulas salivares de Rhipicephalus sanguineus (Latreille) (Acari: Ixodidae),
evitando dois processos importantes: o de reproducdo e o de alimentacéao
(ARNOSTI et al., 2011a, 2011b; SAMPIERI et al., 2013). Para a broca-do-café
acredita-se que a mortalidade esteja correlacionada com alta viscosidade do éleo de
mamona, pois essa caracteristica confere a esse 6leo maior capacidade de cobrir 0s
insetos, bloqueando os espiraculos e/ou traqueias e, consequentemente, causando
a morte por asfixia. Para 6leos minerais essa caracteristica fisica esta relacionada
tanto com a acdo inseticida quanto também com fitotoxicidade; no entanto, tais
relagbes ainda ndo foram descritas para 6leos vegetais (STADLER & BUTELER,
2009; NICETIC et al., 2011).

A atividade inseticida do 6leo de mamona ja foi comprovada para pragas como S.
frugiperda, H. zea e P. xylostella (RAMOS-LOPEZ et al., 2010; BESTETE et al.,
2011; RONDELLI et al., 2011; TOUNOU et al., 2011). Entretanto, para a broca-do-
café apenas o extrato de folhas verdes (2,2 g L' de agua fervida) foi avaliado,



69

apresentando reducao no numero de individuos por amostra analisada ap6s 72
horas da aplicacdo (PEREZ et al., 2012). Para o 6leo de nim (Dalneem®; 0,1% v v
de azadiractina; Empresa: Dalneem Brasil, Itajai, SC) observou-se reducdo do
namero de graos brocados por H. hampei devido a mortalidade e repeléncia
(DEPIERI & MARTINEZ, 2010). Os autores encontraram até 88,3% de mortalidade
quando fémeas de H. hampei e os graos de café foram pulverizados com uma
solugdo aquosa de 6leo emulsionavel de nim a 1% v v'. Constataram também que o
namero de graos brocados foi menor quando aplicado o 6leo de nim (13,8%)
comparado a testemunha (64,6%).

O ICA e o 6leo de mamona apresentaram valores de CLso mais baixos para outras
pragas quando comparados a broca-do-café. Tal fato pode ser observado para
adultos de Rhizopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrychidae) em que o produto
NeemAzal® - T/S (Ingrediente ativo: Azadiractina (1%); Empresa: Trifolio - GMBH
Company, Lahn-Dill-Kreis, Alemanha) apresentou uma CLso de 148 ppm (0,015%)
apos 7 dias (EL-LAKWAH et. al., 2011) e para adultos de Prostephanus truncatus
Horn (Coleoptera: Bostrichidae), onde o extrato de folhas de nim obtido em éter de
petréleo apresentou uma CLso de 0,040% apds 5 dias (MUKANGA et al., 2010). Com
relagcdo ao 6leo de mamona, a ClLso para lagartas de S. frugiperda foi de 4,83 x 103
ppm (0,483%), valor 7,22 vezes menor que o apresentado neste trabalho para H.
hampei (RAMOS-LOPEZ et al., 2010).

3.3.3 Poder residual do 6leo de mamona

Os resultados apresentaram interacdo entre os fatores concentracdo do 6leo de
mamona e dias apds a aplicacdo sobre a mortalidade da broca-do-café (Fzs:179 =
2,22; P =0,0018) (Figura 2, Figura 3).

Analisando a mortalidade de H. hampei em fungdo das concentracées do 6leo de
mamona, observou-se que para a mortalidade da broca-do-café liberadas 0, 1, 3,4 e
5 dias apdés a aplicacdo do 6leo de mamona ajustou-se ao modelo linear (R? =
74,87% e P = 0,0260; R? = 76,22% e P = 0,0232; R? = 79,42% e P = 0,0171; R? =
80,23% e P = 0,0158; R? = 83,00% e P = 0,0115, respectivamente), ou seja, hd um
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aumento da mortalidade em fungdo do aumento da concentragdo do Oleo de
mamona (Figura 2). No entanto, para inoculagdo apés 2 dias a mortalidade de H.
hampei manteve-se constante em funcédo das concentragdes, com média de 10,83%
de mortalidade (Figura 2). Essa tendéncia de aumento da mortalidade em funcao do
aumento das concentracées também foi verificada quando se utilizou extrato

acetonicos de folhas de Piper hispidum (Piperaceae) (25 mg mL™") para o controle da
broca-do-café (SANTOS et al., 2010).
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Figura 2. Efeito residual do éleo de mamona sobre a broca-do-café, dias ap6s a aplicagdo em fungéo
das concentracoes, a 25 £ 1 °C, UR de 60 = 10% e fotofase de 12h.
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Figura 3. Efeito residual do 6leo de mamona sobre a broca-do-café, concentracdo em fungédo dos
dias apés a aplicagéo, a 25 + 1 °C, UR de 60 + 10% e fotofase de 12h.

A mortalidade da broca-do-café causada pelo residual do 6leo de mamona para a

concentragdo de 0,5, 2,0 e 2,5% v v'' ndo se ajustou a nenhum modelo, mantendo-
se constante ao longo do tempo, com média de 3,35, 8,81 e 11,28% de mortalidade,

respectivamente (Figura 3). Entretanto, para as concentracdes de 1,0, 1,5 € 3,0% v

v'' a mortalidade de H. hampei ao longo do tempo apresentada pelo residual do dleo
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de mamona ajustou-se ao modelo linear (R? = 85,85% e P = 0,0079; R? = 82,74% e
P =0,0119; R? = 86,89% e P = 0,0067, respectivamente), ou seja, hd uma redugio
da mortalidade em funcéo do tempo (Figura 3). Tal fato implica numa perda da acéo
inseticida do éleo de mamona com o decorrer do tempo, aliada também a uma baixa
mortalidade devido a acgao indireta do 6leo. Esse esta presente no ambiente, mas
ndao em quantidade suficiente para provocar alta mortalidade da broca-do-café

comparado a quando se faz aplicacédo direta sobre a praga (Tabela 2).

O conhecimento da persisténcia dos inseticidas botanicos no ambiente é de extrema
relevancia, pois a broca-do-café permanece praticamente todo seu ciclo de vida
dentro do fruto do café, o que a torna uma praga de dificil controle (VEGA et al.,
2014). Assim, para que uma molécula inseticida atinja as fémeas da broca-do-café é
necessario que deixem os frutos, o que normalmente ocorre de setembro a
dezembro, periodo de transito da broca, quando essa sai a procura de alimento
(DAMON, 2000).

Assim como no presente trabalho, os efeitos residuais do éleo de mamona
revelaram significativa diminuicdo na mortalidade larval de P. xylostella com o tempo
entre a aplicacdo e a liberacao de insetos (TOUNOU et al.,, 2011). Esses fatos
podem estar relacionados com a baixa persisténcia do 6leo de mamona,
necessitando de pesquisas que visem melhorar tal caracteristica. Em comparacgéo
com os inseticidas quimicos sintéticos, inseticidas botanicos sao relativamente
instaveis e a degradacao é, consideravelmente, mais rapida quando expostos a
elementos, tais como a luz, a temperatura e o ar (GANGWAR, 2012; RADWAN &
EL-SHIEKH, 2012; TUREK & STINTZING, 2013). Uma vez que os compostos
quimicos da planta tenham sido removidos do compartimento de protecdo como
resultado de métodos de extracdo destrutivos, os componentes estardo sujeitos a
danos oxidativos, transformacdées quimicas e/ou reagbes de polimerizacdo
(MIRESMAILLI & ISMAN, 2014). Além disso, com idade os exiratos de plantas
podem perder qualidade de alguns de seus atributos, tais como odor, sabor, cor e
consisténcia (TUREK & STINTZING, 2013). A diversidade de composicao dos
extratos boténicos e a instabilidade dos constituintes podem tornar os inseticidas
botanicos inadequados para aplicagées, principalmente quando se deseja efeitos
residuais durante longos periodos de tempo (GANGWAR, 2014; MIRESMAILLI &
ISMAN, 2014). Deste modo, principalmente no caso da broca-do-café, que
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apresenta habito criptico, estudos sobre o poder residual de inseticidas botanicos é
um fator importante para que se tenha sucesso no manejo dessa praga com

produtos oriundos de plantas.

3.4 CONCLUSAO

- O ICA e o0 6leo de mamona causaram as maiores mortalidades da broca-do-café.

- O extrato da torta da semente de mamona nao apresentou toxicidade sobre H.
hampei.

- O 6leo de mamona apresentou baixa persisténcia no ambiente.

- A partir dos resultados obtidos constata-se que o 6leo de mamona causa
mortalidade da broca-do-café, provavelmente devido ao bloqueio dos espiraculos,
impedindo a respiracao desse inseto.
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4 CAPITULO IV

COMPATIBILIDADE IN VIVO ENTRE Beauveria bassiana (BALS.) VUILLEMIN E
OLEO DE MAMONA SOBRE Hypothenemus hampei (FERRARI)

RESUMO

Estudos do grau de compatibilidade in vivo entre o fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) e o 6leo de
mamona sao importantes na preservacdo deste entomopatégeno e,
consequentemente, na manutencao do equilibrio ambiental dentro do sistema
agricola. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade in vivo
entre o 6leo de mamona e B. bassiana sobre a broca-do-café. Foi utilizado o isolado
CCA-UFES/Bb-4 de B. bassiana nas concentragdes de 0,0 (controle), 1 x 104, 1 x
10%,1 x 108 e 1 x 107 conidios mL-'. As concentragdes do 6leo de mamona foram as
seguintes: 0,0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0% v v''. Foram avaliadas as
mortalidades total e confirmada e os dados submetidos a analise de variancia. Para
verificar o efeito das concentracdes de B. bassiana e das concentracdes do 6leo de
mamona, foram submetidos a andlise de regressdo, ao nivel de 5% de
probabilidade. Oleo de mamona apresentou efeito antagdnico sobre B. bassiana
reduzindo a mortalidade da broca-do-café. Houve reducdo da mortalidade de H.
hampei causada pela interagdo entre B. bassiana e o 6leo de mamona, em fungao
do aumento da concentracdo do 6leo de mamona. Para concentragcdes mais
elevadas de B. bassiana observou-se menor interferéncia do 6leo de mamona.
Mediante os resultados encontrados, o manejo de H. hampei pode ser realizado
utilizando-se a associacao entre 6leo de mamona e o fungo B. bassina, desde que
se observe a viabilidade econémica e a concentracdo de ambos a ser utilizada.

Palavras-chave: Ricinus communis, Inseticidas botanicos, Controle bioldgico,
Manejo fitossanitario de pragas, Cafeicultura.
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IN VIVO COMPATIBILITY BETWEEN Beauveria bassiana (BALS.) VUILLEMIN
AND THE CASTOR OIL ON Hypothenemus hampei (FERRARI)

ABSTRACT

Studies of the degree of in vivo compatibility between entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) and castor oil, are
important in the preservation of this entomopathogen and consequently in
maintaining the environmental balance within the agricultural system. Thus, the
objective of this study was to evaluate the in vivo compatibility between castor oil and
B. bassiana on the coffee berry borer. The isolate of B. bassiana CCA-UFES/Bb-4
was used in the concentrations of 0.0 (control); 1 x 104; 1 x 105 1 x 108 and 1 x 10’
conidia mL'. Castor oil was used in the following concentrations: 0.0 (control); 0.5;
1.0; 1.5; 2.0; 2.5 and 3.0% v v''. Total and confirmed mortality were assessed and
data were submitted to analysis of variance. To check the effect of concentrations of
B. bassiana and concentrations of castor oil, these were subjected to regression
analysis, the level of 5% probability. Castor oil showed antagonistic effect on B.
bassiana reducing mortality of coffee berry borer. There was a reduction in mortality
of H. hampei caused by the interaction between B. bassiana and castor oil, function
to the increased concentration of castor oil. For higher concentrations of B. bassiana
was observed less interference from castor oil. Upon the results, the management of
H. hampei can be performed using the association between castor oil and fungus B.
bassina, however, it should be noted the economic viability and the concentration of
both being used.

Keywords: Ricinus communis, Botanical insecticides, Biological control, Integrated
pest management, Coffee culture.
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4.1 INTRODUGAO

O café (Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex Froehner) é o produto
agricola tropical mais exportado no mundo, com um valor anual de varejo de
aproximadamente 90 bilhdes de ddlares (JARAMILLO et al., 2011). E também uma
das commodities de maior importancia para economia brasileira (OLIVEIRA et al.,
2013). No entanto, a broca do café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae), € um dos fatores bibticos mais importantes que afeta
negativamente a cafeicultura (VEGA et al., 2014). Essa praga provoca a destruicao
dos frutos, reduzindo o peso dos graos e alterando o tipo de café, a classificacdo e o
sabor da bebida (BATISTA et al., 2003; VEGA et al., 2009). Deste modo, estima-se
que no Brasil, por ano, ocorram perdas entre 215 e 358 milhdes de ddlares, apenas
por danos diretos (OLIVEIRA et al., 2013).

Assim, sao necessarios métodos de manejo eficazes para reduzir as perdas
provocadas por esta praga. Entretanto, o principal método utilizado pelos
agricultores, o quimico, tem apresentado inUmeros problemas, tais como numero
insuficiente de ingredientes ativos, levando a selecdo de linhagens resistentes da
praga, e consequentemente a uma baixa eficiéncia desse método (SANTOS et al.,
2013; MAPA, 2014). Além disso, pode causar também problemas ambientais, como
a eliminagcdo da fauna benéfica e a crescente contaminacdo do solo, agua,
atmosfera e seres vivos (SANTOS et al., 2013; MOLINA et al., 2014).

Esses problemas tém impulsionado a pesquisa por novos métodos de manejo,
destacando-se o uso dos inseticidas botanicos e o controle biolégico (BUSTILLO
PARDEY, 2005; ISMAN & GRIENEISEN, 2014). Nos ultimos 15 anos aumentou-se
significativamente a busca por plantas cujos derivados apresentem atividade
inseticida (ISMAN & GRIENEISEN, 2014). Dentre essas plantas, a mamoneira
(Ricinus communis L.) tem apresentado toxicidade a inUmeras pragas, seja pela
utilizacdo de éleo e/ou extratos ou por compostos isolados como ricinina, acido
ricinoléico e as albuminas 23, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 (BIGI et al., 2004; RAMOS-LOPEZ et
al., 2010; ARNOSTI et al., 2011; TOUNOU et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2011;
PEREZ et al., 2012).
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Dentro do controle bioldgico, o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) tem sido ativamente estudado como um
agente de controle de H. hampei (NEVES & HIROSE, 2005; CRUZ et al., 2006;
DALVI et al., 2011; CHANTASINGH et al., 2013). O principal interesse na utilizacao
de B. bassiana é devido, principalmente, ao modo agao por contato, a ampla gama
de hospedeiros, a grande variabilidade de isolados (diversidade genética) e a
producédo massal in vitro (FUXA, 1987; ALVES et al., 2008; DALVI et al., 2011). Além
disso, esse fungo pode permanecer por um logo periodo no campo (vivendo como
saprofito), ser utilizado no manejo de linhagem de insetos-praga resistentes a
inseticidas, permitir a associagdo com outros métodos de controle e apresentar
menor impacto ao ambiente, sendo considerado um método sustentavel para o
manejo de pragas (FUXA, 1987; TAMAI et al., 2002; ALVES et al., 2008;
AMBETHGAR, 2009; DALVI et al., 2011; ISLAM & OMAR, 2012).

Apesar dos fungos entomopatogénicos permitirem a associagdo com outros
métodos de manejos, € necessario que se estude o grau de compatibilidade entre
esses, uma vez que a interacao pode ser aditiva, sinérgica ou antagénica (ISLAM &
OMAR, 2012). Além de teste de compatibilidade in vitro, os testes in vivo também
sao importantes, visto que durante processo de infeccdo no inseto, inumeros fatores
podem estar envolvidos e afetar a interagdo entre os métodos (FANG et al., 2005;
MOHAN et al., 2007; ISLAM et al., 2010a; PEDRINI et al., 2010; RONDELLI et al.,
2011; ZHANG et al., 2012). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
compatibilidade in vivo entre o 6leo de mamona e B. bassiana sobre a broca-do-
café.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no setor de Entomologia do Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario (NUDEMAFI) do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), em
Alegre - ES.
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4.2.1 Criacao e manutencao de H. hampei

A criacdo e manutengdo da broca-do-café foram realizadas em sala climatizada a
temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa (UR) de 60 + 10% e fotofase de 12h.
Para isso, foram coletados a campo frutos de café brocados de Coffea canephora
Pierre ex Froehner, no municipio de Jerdnimo Monteiro - ES (latitude: -20° 47' 22" e
longitude: -41° 23' 42"). Posteriormente, foram lavados com solugdo de Hipoclorito
de Sodio (NaClO) a 5% v v utilizando agua como solvente, para evitar a
proliferacdo de eventuais contaminantes. Em seguida foram enxaguados em agua
corrente e expostos em ambiente ventilado, sem exposicao direta a luz solar, por 24
horas. Os frutos brocados foram acondicionados em caixas plasticas (15 x 30 x 5
cm) com tampa. Para possibilitar as trocas gasosas, nas tampas foram feitas
aberturas vedadas com tecido “voal’. Em cada caixa foram acondicionados no
maximo 300 frutos, ocupando apenas uma lateral da caixa, ficando a outra lateral
livre para que as brocas recém-emergidas, ao deixarem 0s graos, se deslocassem
para a extremidade livre para coleta. A coleta dos insetos foi feita com succionador
de insetos pequenos adaptado a uma bomba-de-vacuo.

Para a continuacédo da criacao, os insetos coletados foram colocados em contato
com graos sadios de café na proporcao de uma broca por grdo, em recipientes
plasticos do tipo gerbox® quadrado (10 x 10 x 4 cm) com tampa. Esses recipientes
continham 200 graos de café, da espécie C. canephora, previamente lavados com
NaClO a 5% v v por 1 minuto e enxaguados em agua corrente. Os recipientes
foram tampados com tecidos pretos para proporcionar condicbes adequadas para
reproducdo. Periodicamente, foi borrifada agua destilada para a manutencdo da

umidade dos graos (45%).

4.2.2 Obtencao e producao de B. bassiana

Foi utilizado o isolado CCA-UFES/Bb-4 proveniente da colecdo do Banco de
Entomopatégenos do CCA-UFES, o qual foi previamente avaliado em estudos
anteriores que comprovaram sua viruléncia a broca-do-café (DALVI et al., 2011).
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Para ter certeza da patogenicidade e viruléncia, o isolado foi revigorado previamente
em adultos da broca-do-café. Por ocasido dos bioensaios, os fungos foram
repicados em meio de cultura do tipo BDA (batata-dextrose-agar) mais levedura e,
apos aproximadamente dez dias, foram multiplicados em placas de Petri contendo
BDA mais levedura. Os mesmos foram incubados em cémara climatizada a
temperatura de 25 = 1 °C, UR de 70 £ 10% e fotofase de 12h, onde permaneceram

por dez dias.

4.2.3 Extracao do 6leo de mamona

As sementes da variedade IAC 80 da planta R. communis foram adquiridas junto ao
Instituto Agronémico de Campinas (IAC). A extracdo do 6leo foi feita utilizando o
método de prensagem a frio. O 6leo de mamona foi armazenado em recipiente
recoberto com papel aluminio e hermeticamente fechado.

4.2.4 Compatibilidade entre o 6leo de mamona e B. bassiana

Os experimentos foram conduzidos em camara climatizada a 25 + 1 °C, umidade
relativa (UR) de 70 + 10% (condicao essa necessaria para experimentos com fungos
entomopatogénicos que necessitam de alta umidade) e fotofase de 12h. Para avaliar
a compatibilidade, as suspensdes do isolado de B. bassiana foram ajustadas nas
seguintes concentragdes: 0,0 (controle), 1 x 104, 1 x 10%, 1 x 106 e 1 x 107 conidios
mL'. Enquanto que as concentragdes do 6leo de mamona foram as seguintes: 0,0
(controle), 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0% v v'. Assim sendo, a associacdo das
concentracdes do fungo e do 6leo de mamona correpoderam a 35 tratamentos. Na
preparagdo das suspensdes foi utilizado espalhante adesivo (Tween® 80 PS;

Empresa: Dinadmica Quimica Contemporanea LTDA, Diadema, SP) a 0,05% v v'.

As unidades experimentais foram constituidas por caixa de acrilico (gerbox®) (6 cm
de didmetro x 2 cm de altura) forrada com papel filtro e contendo 15 fémeas adultas
de H. hampei. A pulverizagdo sobre as fémeas da broca-do-café foi realizada com
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auxilio de Torre de Potter® a pressdo de 15 libras pol?, aplicando-se um volume de
5,5 mL por repeticdo. Desta forma, com a pressao e o volume utilizados na Torre de
Potter® foi depositado um volume médio de 1,78 mg cm, variando de 1,43 a 2,08
mg cm, estando de acordo com o recomendado pela IOBC/WPRS (“International
Organization for Biological and Integrated Control of Noxious Animals and
Plants/West Paleartic Regional Section”), que é um depésito de 1,5 a 2,0 mg cm™
para superficies de vidro ou folha (OVERMEER & VAN ZON, 1982). Apo6s a
pulverizacéo foi oferecido como alimento 0,15 gramas de café moido/gerbox®.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial 5 x
7 (concentracdes de B. bassiana x concentracées do 6leo de mamona), sendo cada
tratamento constituido de 5 repeticoes. A avaliacdo da mortalidade foi realizada
diariamente até o sétimo dia e os individuos mortos foram transferidos para camaras
umidas para confirmagdo do agente etioldégico. A cdmara umida foi constituida por
caixa de acrilico (gerbox®) (6 cm de diametro x 2 cm de altura), na qual foi colocada
um chumaco de algoddo umedecido na tampa e identificada de acordo com o
tratamento e a repeticdo. Apdés 10 dias foram examinados os cadaveres para
verificar a presenga ou ndo do fungo. Os dados de mortalidade total e mortalidade
confirmada foram submetidos a andlise de variancia e, para verificar o efeito das
concentracdes de B. bassiana e das concentracdes do 6leo de mamona, foram
submetidos a analise de regressdo, ao nivel de 5% de probabilidade. Para os
resultados que se ajustaram ao modelo hiperbdlico foram determinados os pontos
de maxima mortalidade. A partir destes dados foi determinada a concentracao para
obter 90% do ponto de maxima mortalidade, de acordo com equacdes abaixo:

X = (B1*(0,9*PMM))/(PMM — (0,9*PMM))
B1 = parametro estimado; PMM = ponto de maxima mortalidade.

Também foi realizada a analise de regressdo, adotando-se a metodologia de
superficie de resposta a partir do modelo hiperbdlico com duas variaveis

independentes, dado por:

Z = (Bo + B1X1 + B2X12 + BaX1Y1)/(Bs + X1)
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Z = Parametro analisado (mortalidade total); X1 = Concentracao de B. bassiana; Y1 =

Concentragao do 6leo de mamona; Bi, com i variando 0 a 4 = parametros estimados.

O modelo apresentado acima foi escolhido com base na equacao que melhor se
ajustou aos dados, com base no coeficiente de determinacédo (R?) e na significancia

dos betas (B) e da regressao pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste bioensaio apresentaram interacdo entre os fatores
concentragdo de B. bassiana e concentracdo do 6leo de mamona sobre a
mortalidade total e confirmada da broca-do-café (F24:174 = 8,54; P>0,0001 € F24:174 =
5,47; P>0,0001) (Figura 1, Figura 2).

As mortalidades total e confirmada da broca-do-café, para as concentragdes de 0,0
e 1 x 10* conidios mL"' de B. bassiana, ndo se ajustaram a nenhum modelo,
mantendo-se constantes em fungao das concentragdes do 6leo de mamona (Figura
1). No entanto, para as concentragbes de 1 x 10° e 1 x 108 conidios mL", as
mortalidades total e confirmada de H. hampei ajustaram-se ao modelo linear (R?
57,44%; P = 0,0487 e R? = 93,46%; P = 0,0004; R? = 54,69%; P = 0,0479 e R?
91,90%; P = 0,0007, respectivamente), onde constatou-se reducédo da mortalidade

em fungdo do aumento da concentracdo do éleo de mamona (Figura 1). Contudo,
apesar de essas concentracbes de B. bassiana apresentarem 0 mesmo
comportamento para a mortalidade total e confirmada de H. hampei em funcao das
concentracdes do 6leo de mamona, observa-se maior valor de intercepto para a
concentracdo de 1 x 10° conidios mL", ou seja, maior mortalidade (Figura 1).
Diferente das concentragdes anteriores, para a concentracdo de 1 x 107 conidios mL-
' de B. bassiana, a mortalidade total da broca-do-café nao se ajustou a um modelo,
mantendo se constante em funcdo das concentracdes do 6leo de mamona, com
mortalidade média total de 90,49% (Figura 1). Entretanto, a mortalidade confirmada
para esta concentracdo ajustou-se ao modelo linear (R® = 61,28%; P = 0,0374),
havendo redugédo da mortalidade em fungédo do aumento da concentracéo do éleo de
mamona (Figura 1). Quando comparada essa mortalidade confirmada com a
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apresentada pelas concentragdes de 1 x 10° e 1 x 10° conidios mL™, observa-se um
coeficiente angular bem inferior, 0 que reporta uma menor influéncia do éleo de

mamona na mortalidade de H. hampei em concentracdes mais elevada do fungo
(Figura 1).
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Figura 1. Mortalidade de Hypothenemus hampei causada pela interagdo entre Beauveria bassiana e
6leo de mamona em diferentes concentragdes, a 25 + 1 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12h.
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A baixa mortalidade apresentada pelo 6leo de mamona na auséncia de B. bassiana
provavelmente esta correlacionada a alta umidade relativa necessaria a montagem
de experimento com fungos entomopatogénicos. Acredita-se que isso tenha
contribuido para aumentar a formacao de goticulas, impedindo o recobrimento da
fémea da broca-do-café pelo éleo. Aliado a esse fato e de que a provavel acdo do
6leo de mamona seja por recobrimento dos espiraculos e/ou traqueias causando a
morte do inseto por asfixia, a umidade relativa pode ter influenciado diretamente a
acao desse 6leo sobre a mortalidade da broca-do-café.

Apesar de os derivados da mamona apresentarem atividade inseticida sobre alguns
insetos-praga (BIGI et al., 2004; RAMOS-LOPEZ et al., 2010; ARNOSTI et al., 2011;
TOUNOU et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2011; PEREZ et al., 2012), ainda sdo
poucos o0s estudos que avaliam a interacdo entre esses e fungos
entomopatogénicos. No entanto, Rondelli et al. (2011) verificaram que quando foi
adicionado 6leo de mamona a 2% v v' as suspencgdes do isolado ESALQ-447 e do
formulado Boveril® PM (isolado ESALQ-PL63) (Empresa: KOPPERT, ltapetininga,

SP) na concentragdo de 3 x 10° conidios mL™', a mortalidade de larvas de Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) foram significativamente maiores comparado
a utilizacao desses métodos de forma isolada, resultado oposto ao observado neste
trabalho. Apesar do aumento na mortalidade apresentada pelo isolado ESALQ-447,
relatada anteriormente em teste de compatibilidade in vitro, o 6leo de mamona nas
concentragdes de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0% v v! foi moderadamente téxico a
esse isolado (CELESTINO, 2011). De maneira oposta, o isolado de B. bassiana
CCA-UFES/Bb-4, cujo 6leo de mamona foi moderadamente toxico apenas na
concentracdo de 3,0% v v'' (CELESTINO, 2011), no teste in vivo esse 6leo afetou
negativamente o desempenho do fungo sobre a mortalidade de H. hampei, em
concentragdes abaixo de 1 x 107 conidios mL' (Figura 1). Entretanto, quando se
aumentou a concentracdo do fungo, ou seja, quantidade de in6culo, ndo houve
interferéncia na mortalidade total da broca-do-café; e na mortalidade confirmada,
apesar de ter havido reducéao, foi bem menos significativa do que a apresentada em
concentracdes menores do fungo. Tal fato possibilita a utilizagdo desses métodos de
manejo em associacdo desde que se observe a concentragdo de ambos a ser
utilizada. Sendo assim, faz-se necessaria uma avaliacdo a campo para determinar a

eficiéncia desses métodos em funcdo das condi¢cdes climaticas locais, o que
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possibilitard uma melhor analise da relacao entre aumento da concentracdo do

fungo, interacdo com éleo de mamona e eficiéncia de controle da broca-do-café.

Analisando a mortalidade total e confirmada da broca-do-café a partir das
concentracdes do 6leo de mamona em fungcdo das concentracdes de B. bassiana,
observou-se que para as concentragdes 0,0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0% v v' de éleo de
mamona, as mortalidades ajustaram-se ao modelo hiperbdlico (R? = 95,05%; P
0,0047 e R? = 93,34%; P = 0,0074; R? = 99,20%; P = 0003 e R? = 98,54%; P
0,0008; R? = 98,83%; P = 0,0005 e R? = 99,36%; P = 0,0002; R?2 = 94,20%; P =
0,0060 e R? = 97,84%; P = 0,0014; R? = 96,68%; P = 0,0026 e R? = 99,41%; P =

0,0002, respectivamente), em que a mortalidade tende a aumentar em fungédo das

concentracdes de B. bassiana até atingir determinado ponto e a partir deste, o
aumento na mortalidade é pouco significativo e praticamente constante (Figura 2).
No entanto, para as concentracdes mais altas do 6leo de mamona, 2,5 e 3,0% v v',
as mortalidades total e confirmada ajustaram-se ao modelo linear (R? = 85,04%; P =
0,0258 e R? = 83,32%; P = 0,0305; R? = 82,14%; P = 0,0339 e R? = 79,23%; P =
0,0430, respectivamente), apresentando aumento da mortalidade de H. hampei em

fungdo do aumento da concentragéo de B. bassiana (Figura 2).

Para as concentracbes que se ajustaram ao modelo hiperbolico € possivel
determinar a concentracao do 6leo que confere maxima mortalidade da broca-do-
café (Tabela 1). Por determinacdo estatistica observou-se que para as
concentragdes de 0,0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0% v v'' de 6leo de mamona a concentragio
de 1 x 107 conidios mL™" de B. bassiana foi a que conferiu maxima mortalidade total
e confirmada, sendo 93,25 e 89,29; 92,57 e 90,25; 80,85 e 82,68; 82,37 e 84,12;
94,13 e 73,47, respectivamente (Tabela 1). Além da inferéncia anterior, determinou-
se a concentracdo de B. bassiana necessaria para atingir 90% da maéaxima
mortalidade da broca-do-café, onde observou-se reducdes na concentragéao de até
27,24 vezes para mortalidade total e 20,09 vezes para mortalidade confirmada na
auséncia do 6leo de mamona (Tabela 1). A partir dos resultados obtidos pode-se
determinar a viabilidade econémica de uma determinada concentracdo em funcao
da reducdo na mortalidade e reducdo na concentracdo de B. bassiana (Tabela 1).
Tomando-se como base o nivel de dano econémico pode-se trabalhar os resultados

visando obter a melhor resposta econémica para manejo da broca-do-café.
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Figura 2. Mortalidade de Hypothenemus hampei causada pela interagcdo entre 6leo de mamona e

Beauveria bassiana em diferentes concentracées, a 25 + 1 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12h.

Diferente do 6éleo de mamona que demonstrou antagonismo a B. bassiana no

controle da broca-do-café, o 6leo de nim, apesar de haver relatos de efeitos
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fungitoxicos in vitro a B. bassiana (DEPIERI et al., 2005; MORAN et al., 2007;
ARAUJO JR. et al., 2009; ISLAM et al., 2010a), quando aplicado associado a esse
fungo, apresentou maior acdo ovicida sobre ovos de Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) e reduziu o tempo letal (TLso) da mortalidade de ninfas
(ISLAM et al., 2010b). No entanto, a variabilidade genética de B. bassiana pode
influenciar na interacdo deste fungo com éleo de nim (MOHAN et al., 2007). Uma
vez que, quando o formulado Margoside® a 0,3% v v (Ingrediente ativo: 0,15%
azadiractina; Empresa: M/s Monofix Agroproducts Ltd, Hubli, India) foi associado a
B. bassiana, foram observados efeitos aditivos e antagénicos sobre a mortalidade de
lagartas de Spodoptera litura (F.) (Lepidoptera: Noctuidae) em funcao do isolado do
fungo utilizado (MOHAN et al., 2007). Assim, estudos de compatibilidade in vivo com
outros isolados de B. bassiana devem ser realizados, pois é possivel que haja

isolados menos sensiveis a acao do 6leo de mamona.

Tabela 1. Determinacdo de pontos de maxima e 90% da méaxima mortalidade e respectivas
concentracdes, para equacgdes hiperbdlicas (Figura 2).

COM! PMM? CBb? 90% PMM* CBDb?® RM® RC8
Mortalidade Total
0,0 93,25 1 x107 83,93 3,67 x10° 9,32 27,24
0,5 92,57 1 x107 83,13 7,62 x 10° 9,44 13,11
1,0 80,85 1 x107 72,77 1,28 x 108 8,08 7,81
1,5 82,37 1 x107 74,13 2,38 x 10° 8,24 4,21
2,0 94,13 1 x107 84,72 5,18 x 10° 9,41 1,93
Mortalidade Confirmada
0,0 89,29 1 x107 80,36 4,98 x 10° 8,93 20,09
0,5 90,25 1 x107 81,23 1,20 x 108 9,02 8,32
1,0 82,68 1 x107 74,41 3,30 x 108 8,27 3,03
1,5 84,12 1 x107 75,71 4,96 x 10° 8,41 2,02
2,0 73,47 1 x107 66,12 3,90 x 108 7,35 2,56

'Concentracdo de 6leo de mamona.

2Ponto de maxima mortalidade.

3Concentracao de Beauveria bassiana (conidios mL™).
490% da maxima mortalidade.

5Reducao na mortalidade.

6Reducao na concentracdo (conidios mL-1).

Os dados também foram analisados por superficie de resposta, para que se
obtivesse uma funcédo onde, a partir de concentragcbes do éleo de mamona e de
concentragdes de B. bassiana, poderia ser estimada a mortalidade da broca-do-café
causada pela interacao (Figura 3). O modelo propostos foi Z = (128697,57 + 75,87X
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+ 2,9721e°X2 - 9,71XY)/(57998,92 + X), em que observa-se os efeitos linear,
quadratico, da interacao e hiperbdlico (Figura 3). Assim, é possivel verificar que ao
aumentar a concentracao do 6leo de mamona reduz-se a mortalidade da broca-do-
café independentemente da concentracdo de B. bassiana (Figura 3). Também
constata-se que ao aumentar a concentracdo do fungo reduz-se os efeitos
provocados pelo 6leo de mamona (Figura 3). Além disso, fica evidente que a
mortalidade de H. hampei causada por B. bassiana na auséncia do éleo de mamona

€ superior do que quando adicionado o 6leo na suspensao (Figura 3).

Z = (128697,57 + 75,87X + 2,9721e °X* - 9,71XY)/(57998,92 + X)

Mortalidade (%)

Mortalidade estimada

Figura 3. Modelo de superficie de resposta para mortalidade de Hypothenemus hampei causada pela

interagao entre 6leo de mamona e Beauveria bassiana, a 25 + 1 °C, UR de 70 £ 10% e fotofase de
12h.

Assim sendo, os testes de compatibilidade entre produtos fitossanitarios e fungos
entomopatogénicos sdo ferramentas indispensaveis ao manejo fitossanitario de
pragas, contribuindo para a preservacao destes patdgenos e, consequentemente,
mantendo o equilibrio ambiental dentro do sistema agricola (SILVA et al., 2005;
ROSSI-ZALAF et al., 2008). A compatibilidade entre O6leos vegetais e fungos
entomopatogénicos apresentou algumas vantagens, pois podem ser certificados e

utilizados em cultivos organicos; geralmente sdo mais viscosos e, por isso, dao
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maior adesividade a superficie dos insetos e plantas; ndo séo inflamaveis e, por
isso, sd0 mais seguros; conferem certa protecdo aos esporos contra a radiacao
ultravioleta e evaporam menos que 6leos minerais (ALVES & FARIA, 2010). Desta
forma, pesquisas dessa natureza sdo importantes ao direcionamento de futuros
estudos visando a utilizacdo de 6éleo vegetais na formulacdo de fungos
entomopatogénicos.

4.4 CONCLUSAO

- Oleo de mamona apresentou efeito antagénico sobre B. bassiana reduzindo a

mortalidade da broca-do-café.

- Houve reducdo da mortalidade de H. hampei causada pela interacdo entre B.
bassiana e o 6leo de mamona, em fungdo do aumento da concentragdo do éleo de

mamona.

- Para concentragdes mais elevadas de B. bassiana observou-se menor interferéncia

do 6leo de mamona.

- Mediante os resultados encontrados, 0 manejo de H. hampei pode ser realizado
utilizando-se a associacao entre éleo de mamona e o fungo B. bassina, desde que

se observe a viabilidade econémica e a concentracdo de ambos a ser utilizada.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae), é a principal praga da cafeicultura. O manejo dessa praga tem influéncia
direta na qualidade final e, consequentemente, no valor do produto. Devido ao
reduzido numero de principios ativos e aos impactos ambientais causados pelos
inseticidas quimicos sintéticos, novas alternativas para o manejo da broca-do-café
tém sido uma necessidade crescente na cafeicultura. Métodos de manejo que
minimizem os impactos causados por esses inseticidas, tais como os inseticidas
botanicos e o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, sao
importantes para essa praga. No entanto, para que as pesquisas possam ser
desenvolvidas é necessaria uma técnica de criagdo adequada para H. hampei,
sendo esse um dos objetivos deste trabalho. A partir dos resultados obtidos,
verificou-se que a melhor técnica para criacdo da broca-do-café é em café robusta
em coco, sem a necessidade de qualquer processo de assepsia, podendo ser
armazenado em freezer a -20 °C para ser utilizado durante a entressafra. Também
foi avaliada a eficiéncia de inseticidas botanicos, 6leos minerais e o inseticida
contedo azadiractina (ICA) para o controle da broca-do-café. Com base nos estudos
de atividade inseticida, o ICA (3,0% v v') e o 6leo de mamona (3,0% v v'') causaram
40,8 e 53,7% de mortalidade da broca-do-café, respectivamente. O extrato da torta
da semente de mamona nao apresentou toxicidade sobre H. hampei. O éleo de
mamona causou a mortalidade da broca-do-café, sendo provavelmente devido ao
bloqueio dos espiraculos, impedindo a respiracao desse inseto. Visando a utilizacao
associada do 6leo de mamona e do fungo B. bassiana para o manejo da broca-do-
café, avaliou-se a compatibilidade in vivo desses dois métodos de controle. A partir
desse bioensaio, verificou-se efeito antagdnico do 6leo de mamona sobre B.
bassiana, reduzindo a mortalidade da broca-do-café. Houve reducédo da mortalidade
de H. hampei causada pela interagdo entre B. bassiana e o 6leo de mamona, em
funcdo do aumento da concentragao do 6leo de mamona. Para concentracdes mais
elevadas de B. bassiana observou-se menor interferéncia do éleo de mamona.
Mediante os resultados encontrados, 0 manejo de H. hampei pode ser realizado
utilizando-se a associacao entre éleo de mamona e o fungo B. bassina, desde que

se observe a viabilidade econémica e a concentracdo de ambos.



