UFAL

INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

p W4 PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
mamimad EM QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

Contribuicao ao controle biolégico de

Rhynchophorus palmarum - atividade

de voo, eficiéncia de autoinoculagao e

caracterizacao molecular de isolados
de Beauveria bassiana

MARCELO DA COSTA MENDONCA

Universidade Federal de Alagoas

Campus A. C. Simodes
Tabuleiro do Martins
57072-970 - Maceio-AL




Universidade Federal de Alagoas
1 Instituto de Quimica e Biotecnologia
M Programa de Pos-Graduacdo em Quimica e Biotecnologia

Contribuicao ao controle biologico de Rhynchophorus
palmarum - atividade de véo, eficiéncia de autoinoculacao
e caracterizacao molecular de isolados de Beauveria
bassiana

MARCELO DA COSTA MENDONCA

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica
e Biotecnologia da Universidade Federal
de Alagoas, para a obtencdo do Titulo
Doutor em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. lvanildo Soares de Lima
Co-Orientador: Prof. Dr. Antbnio Euzébio G.
Sant’Ana

Maceio - Alagoas
Fevereiro de 2007



Catalogagao na fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Central
Bibliotecario Responsavel: Claudio César Teméteo Galvino

M539c¢

Mendonga, Marcelo da Costa.

Contribui¢@o ao controle bioldgico de Rhynchophorus palmarum — atividade de
voo, eficiéncia de autoinoculacao e caracterizagdo molecular de isolados de Beauveria
bassiana / Marcelo da Costa Mendonga. — 2007.

[102] f. :il.

Orientador: Ivanildo Soares Lima.

Co-orientador: Antonio Euzébio Goulart de Sant’ Ana.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Alagoas. Instituto de Quimica e
Biotecnologia. Programa de Pds-Graduacdo em Quimica e Biotecnologia. 2017.

Bibliografia: f. 82-97.
Anexos: f. [98-102].

1. Broca-do-olho-do-coqueiro. 2. Cocos nucifera. 3. Fungo entomopatogénico.
L. Titulo.

CDU: 595.76




PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM  Campus A. C. Simdes

QUIMICA E BIOTECNOLOGIA Tabuleiro dos Martins
Instituto de Quimica e Biotecnologia 57072-970
Universidade Federal de Alagoas Macei6-AL

Tel. 55 82 3214-1384 Fax. 55 82 3214-1389 Brasil

www.qui.ufal.br

Membros da Comissdo Julgadora de Defesa de Tese de Doutorado de Marcelo
da Costa Mendonga, inititulada: “Contribuicdo ao Controle Biologico de
Rhynchophorus palmarum - Atividade de V6o, Eficiéncia de Autoinoculacio e
Caracterizacdo Molecular de Isolados de Beauveria bassiana”, apresentada ao
Programa de P6s-Graduagdo em Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas em 28 de fevereiro de 2007, as 8:00 horas na sala de Multimeios do bloco 14.

COMISSAO JULGADORA

Soares de Lima
A CECA/UFAL.

Prof. Dr. Antonio Euzébio Goulart Sant’Ana
Co-Orientador - IQB/UFAL

\ Q) \\ \)/J( ~ —
Jr\&w\r Jos;%v@s de\OhJ\}g}

Pr&ﬁg~ Dr. Genésio Tamara Ribeiro
UFS

Prof. Dr. Luiz
IQB

Pr®. Dr®. Edna Peixoto da Rocha Amorim

U.A CECA/UFAL



agradeco a meus pais pelo eterno incentivo

oferego a minha esposa Rafaela e as minhas Marias -
Luiza e Fernanda - pela compreensdo e apoio
incondicional durante esses anos; dividindo, em todos o0s
momentos, este sonho comigo...

“Sonho que se sonha so
E s6 um sonho que se sonha sé
Mas sonho que se sonha junto é realidade”

Raul Seixas

A felicidade seria completa com sua presenca;
sem dizer adeus partiu, deixando a lembranca
dos momentos felizes que compartilhamos.
Por todo carinho dedico a vocé essa
conquista, minha “tia-mae”...

Mab G. da Costa



Este trabalho contou com a parceria e o apoio financeiro
das seguintes instituigoes:

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas —
FAPEAL, pela concessao da bolsa de doutorado

Banco do Nordeste — BN e a Interacta Quimica Ltda,
pelo financiamento de parte dessa pesquisa, por meio
de projeto aprovado no Edital ETENE/Fundeci

A estas Instituicbes os meus sinceros agradecimentos;
espero que a conclusao e os resultados obtidos nessa
Tese, seja mais um exemplo que reforce a importancia

em continuar investindo em pesquisa.



AGRADECIMENTOS

Durante minha vida profissional, mesmo diante de tanta concorréncia, encontrei
pessoas que ainda nado conhecia, contudo, ndo mediram esforcos para contribuir
com minha busca por uma melhor qualificacdo. No doutorado, trés

Professores/Pesquisadores tém os meus sinceros agradecimentos:

- O Professor Dr. Ivanildo S. de Lima, pela amizade, confianga e orientacdo durante
a execucgao dessa pesquisa e ao Professor Euzébio pela co-orientagéo;

- A Professora Dra. Renata Mann (UFS), pela amizade, disponibilidade e “co-
orientacdo” com valiosas sugestdes nos trabalhos de caracterizacdo molecular;

- A Pesquisadora Dra. Joana Maria S. Ferreira (Embrapa/CPATC), pela
oportunidade e confianga, disponibilizando a estrutura do Laboratério de
Entomologia e compartilhando parte do material de suas pesquisas para 0s

experimentos;

Aos Professores do Instituto de Quimica (UFAL) pelos ensinamentos transmitidos

durante o curso de p6s-graduacao;
Ao amigo e Pesquisador Dr. Luiz Mério (Deagro), pela revisao e valiosas sugestoes;

Aos colegas do curso de pds-graduagdo, em especial, a Adriana Guimaraes e M® de
Fatima Arrigoni Blank, pela amizade e convivio durante este periodo;

Ao amigo Péricles Gabriel e sua familia, pela eterna amizade e pelo abrigo durante o
inicio do curso, nunca esquecerei os momentos de convivio que ficaram marcados

pelo nascimento da minha sobrinha;

A bibliotecaria Josete Melo (Embrapa/CPATC) pela revisdo das referéncias

bibliograficas;

As estagiarias do Curso de Agronomia/Biologia (UFS): Renata, Michelle, Agna e Isis,
0S meus sinceros agradecimentos. O convivio com vocés foi, também, muito

importante para o meu aprendizado, sinto-me imensamente gratificado e realizado



Vi

por entender que os trabalhos desta tese, que desenvolvemos em conjunto, tenham

contribuido como experiéncia e colaborado para conduzi-las a p6s-graduacao;

Ao amigo José Dantas (Laboratério de Entomologia/UFS), pelo convivio e auxilio

nos experimentos;

Aos Técnicos do Laboratério de Entomologia Francisco e Vera (Embrapa/CPATC),
pelo auxilio na produgéao do fungo;

Ao Departamento Estadual de Desenvolvimento Agropecuario de Sergipe (Deagro),
por compreender que a qualificacdo dos seus técnicos, também, é importante para
Instituicao;

Ao final, gostaria de agradecer a uma energia que conspira para o bem e que faz

nossa vida dar certo e 0os nossos sonhos realizados... muitos a chamam de Deus!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ESQUEMA
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUGCAO
2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econémica do Rhynchophorus palmarum Linnaeus,

2.2 Atividade de véo e flutuagdo populacional de insetos, um enfoque
para o Rhynchophorus palmarum L. ..............cccocoiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee
2.3 Controle biolégico com fungos entomopatogénicos ...........cccceeeeeuneee.
2.3.1 Fungo entomopatogénico deuteromiceto — Beauveria bassiana
(Moniliales: MoNIliaCEaE) .......vveerieiiiiiiiiiiiiiie e

2.3.2 Controle biolégico de Rhynchophorus palmarum com Beauveria
DASSIANG ...

2.4 Marcadores MOIECUIAIES ........cooiiiiiiiieee e
2.4.1 Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD) e suas
APHCAGOES ...ttt

2.4.2 Marcadores baseados na amplificagdo de microssatélites e sua
APICAGCAD e

2.4.3. Regifes ITS de DNA ribossomMal .....cccooviiiiiiiiiiieiiieeee e

2.4.4 Marcadores isoenzimaticos na caracterizagcdo de microrganis-

3. CAPITULO I: ATIVIDADE DE VOO E FLUTUAGAO POPULACIONAL

vii

pagina
X
Xiii
Xiv
XV
XVi

XVviii

11

13

15
17

18

20
22



DE Rhynchophorus palmarum (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

EM PLANTIO DE COQUEIRO......ccuutiiiieeceee et 29
3.1 MATERIAL E METODOS ....co.ooececeeeeeeee e e 29
3.1.1 Atividade de v6o de Rhynchophorus palmarum ............................ 29
3.1.2 Flutuacao populacional de Rhynchophorus palmarum .................. 30
3.2 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oovveeecveeeeeeteeeteeeeeeeeeeenn e 31
3.2.1 Atividade de v6o de Rhynchophorus palmarum ..................c........ 31
3.2.2 Flutuacao populacional de Rhynchophorus palmarum .................. 34
3.3 CONCLUSOES ..ot 36

4. CAPITULO ll: EFEITO DO TEMPO DE EXPOSICAO E
CONCENTRAGAO DE ESPOROS SOBRE A AUTOINOCULAGCAO
DE ADULTOS DE Rhynchophorus palmarum COM Beauveria

[ Loz 1o - O 37
4.1 MATERIAL E METODOS ..ot 37
4.1.1 Coleta de adultos de Rhynchophorus palmarum ........................... 37

4.1.2 Bioensaio de autoinoculacdo para adultos de Rhynchophorus

palmarum com Beauveria bassiana e viabilidade dos esporos do

FUNQGO e 38
4.2 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 43
4.2.1 Coleta de adultos de Rhynchophorus palmarum .............c..ccc........ 43

4.2.2 Bioensaio de autoinoculacdo de adultos de Rhynchophorus
palmarum com Beauveria bassiana e viabilidade dos esopros do

5. CAPITULO Illl: MARCADORES RAPD, MICROSSATELITES, ITS-
DNAr E DE ISOENZIMAS NA CARACTERIZACAO DA
DIVERSIDADE GENETICA DE ISOLADOS DE Beauveria bassiana .. 54

5.1 MATERIAL E METODOS ..o e eeee oo 54
5.1.1 Obtencgéo e multiplicagéo dos isolados de Beauveria bassiana .... 54
5. 1.2 Extrag@0 de DNA ... 57

5.1.3 Amplificagdo de marcadores RAPD na analise da diversidade de

BeauVveria DASSIANA ...........we. e 60

viii



5.1.4 Marcadores de microsatélites na analise da diversidade de
Beauveria DasSIiAna............uue e 61

5.1.5 Amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do

I3 N A P 61

5.1.6. Restricao dos produtos de amplificacao da regido ITS-DNAr....... 62
5.1.7 Caracterizagdo isoenzimatica de isolados de Beauveria bassiana 62
5.1.8 ANAliSE dOS dAUOS .....eeviiiiiiiiiiiee e 63
5.2. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........c.coeueteeeeereteeeeeeeeeeeeeeeeensennnas 64
5.2.1. Diversidade de Beauveria bassiana pelo teste de RAPD ............. 64

5.2.2. Diversidade de Beauveria bassiana por meio de microsatélites .. 68

5.2.3. Amplificagdo da regido ITS do DNA ribossomal (DNAY) ............... 74
5.2.4 Caracterizagao iSOeNZiMALICA .......cccuvveeeeeiiiiiiee e 75
5.3 CONCLUSOES ..ot en e nee s 80
6. CONSIDERACOES FINAIS .....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e en e 81

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 82



LISTA DE FIGURAS

Figura
1-

2 -

10 -

11 -

Pagina

Processo de infeccdo de Beauveria bassiana no inseto: estruturas
do tegumento do inseto e a penetragdo do esporo do fungo (A) e o
diagrama das etapas da infeccdo (B) (Fonte: Wan, 2003,
AAAPTAAOD). et 14
Representagao das regides ITS do DNA ribossomal ...........ccceeeeeen... 23
Dinamica da atividade diaria de véo de Rhynchophorus palmarum
em condicdes de campo, (A) percentual de insetos capturados/hora
e (B) percentual acumulativo de insetos capturados/hora ................ 33
Flutuacdo populacional de adultos de Rhynchophorus palmarum
durante quatro anos (A, B, C e D) de avaliagdo em plantio
comercial de coco, em relagdo a precipitagao pluviométrica............. 35
Formacao dos feixes de cana-de-agucar (A) e imersdo na solucao
do fungo B. bassiana (B) .......ccccouuuuuumiiieieieieeiee e 38
Adultos de R. palmarum agrupados em casais — fase anterior aos
testes de autoinoculacao (A) e na armadilha de autoinoculacdo em
contato com os colmos de cana-de-agucar infectados com o fungo
B. bassiana (B) .......ccouueeeiiii e 39
Insetos individualizados apds os testes de autoinoculagdo, em
colmos de cana-de-agucar infectados com o fungo (A) e em
camara Uumida, visando confirmag¢do da mortalidade por fungo (B) .. 40
Armadilha utilizada nos testes de viabilidade de esporos de
Beauveria basSiana ...........ccueeeui i 42
Percentual de mortalidade (Mc) de adultos de Rhynchophorus
palmarum por Beauveria bassiana nas concentracdes 107(A),
108(B) e 10%C) esporos/mL de suspensdo em fungdo do tempo
para autoinoculagao (0,75; 1,5; 3,0; € 6,0 horas) .......cccevvveeevevnennnnnnn. 45
Percentual de mortalidade diaria e mortalidade acumulada de
adultos de Rhynchophorus palmarum por B. bassiana no periodo
A€ AVANAGAD ..eeeeeeieeii i 50

Evolucao da infeccdo de adultos de Rhynchophorus palmarum pelo



fungo Beauveria bassSiana ...
12 - Avaliagdo da viabilidade de esporos de Beauveria bassiana em
funcdo da autoinoculacdo e mortalidade (corrigida) de
Rhynchophorus palmarum pelo fuNQO ...
13 - Localidades de origem dos isolados de Beauveria bassiana para o
EStado de Sergipe ......eeeeiiiiiiiiiiieeee e
14 - Cultura monosporica dos isolados de Beauveria bassiana da
micoteca da Embrapa Tabuleiros COSteIros ..........cccccuvcuveeeeeienncnnnee
15 - Produtos de amplificacdo de RAPD, em gel de agarose, de
isolados de Beauveria bassiana (primer n° 16 Dialab). (Acessos: 1-
BC.05, 2- 27.94, 3- 32.91, 4- 52.96, 5- 53.96, 6- 57.99, 7- 58.99, 8-
59.99, 9- 62.00, 10- 64.99, 11-65.03) ...eevvrieeiiiieiiie e
16 - Dendograma de similaridades entre 11 acessos de Beauveria
bassiana, para analise de RAPD, baseado no coeficiente de
similaridade Jaccard (método UPGMA) .......cccoiiiiiiiiiiiiie e
17 - Produtos de amplificacdo de microsatélites, em gel de agarose, de
isolados de Beauveria bassiana. (acessos: M- Marcador, 1- BC.05,
2- 27.94, 3- 32.91, 4- 52.96, 5- 53.96, 6- 57.99, 7- 58.99, 8- 59.99,
9- 62.00, 10- 64.99, 11- 65.03) ..ceeeeeiriiiiiiieee e
18 - Dendograma de similaridades entre 11 acessos de Beauveria
bassiana, para microssatélites baseado no coeficiente de
similaridade Jaccard (método UPGMA) .......ccceveeiiiiiiiiiieeeeeeiieee
19 - Dendrograma de analise de consenso de agrupamentos entre 11
acessos de Beauveria bassiana, para RAPD e microssatélites
baseado no coeficiente de Jaccard (método Strict) ..........cccceeeeeennnes
20 - Produtos de amplificacao de regides Internal Transcribed Spacer -
ITS de DNA ribossomal de Beauveria bassiana ............cccccccoeeuveee..
21 - Produtos da restricdo da regiao ITS de DNA ribossomal de
Beauveria bassiana com EcoRle Hae lll ............ccccccccciiiiiiiiiiiinnnns
22 - Padrbes isoenzimaticos em gel de poliacrilamida da enzima
peroxidade — PO (A) e esterase — EST (B), obtidos do micélio de
0Nze acesSSOS de B. DASSIANA ........uuuueeeeeiiiiiiiiiiiieiie e

23 - Dendograma de similaridades entre 11 acessos de Beauveria

Xi

69

71

73

74

75

76



Xii

bassiana, para isoenzimas baseado no coeficiente de similaridade
de Jaccard (método UPGMA) ... 79



Xiii

LISTA DE TABELAS

Tabela Pagina
1 - Coeficientes de correlacdo de Spearman (rs) para 0 numero de
machos (&) e fémeas (Q) de Rhynchophorus palmarum em
relagdo a precipitagdo mensal (mm) para cada ano de avaliagao
(ANOS 1,2, B 4) i 35
2 - Resumo da analise de variancia para mortalidade total (MT) de
Rhynchophorus palmarum ...............cccccoiiioieeiiiiiieeee e 46
3 - Valores médios da mortalidade de machos, fémeas e total (macho
+ fémeas) de Rhynchophorus palmarum, em funcdo da
concentracdo do fungo Beauveria bassiana e do tempo de
AUTOINOCUIAGAD ..o 49
4 - Culturas monospoéricas de Beauveria bassiana do Banco de
Agentes Bioldgicos da Embrapa Tabuleiros Costeiros .................... 57

5 - Seqliéncias dos primers decameros utilizados nas reagdes de

6 - Seqléncia dos primers de microssatélites usados na
caracterizacao genética de Beauveria bassiana ................ccc.ceu..... 61
7 - Primers da regidao ITS-DNAr utilizados no estudo ...........cceeeeeveeeennn. 62
8 - Similaridades genéticas (%) (posicionadas abaixo da diagonal) e
erro padrao associado a similaridade (acima da diagonal) entre
acessos de Beauveria bassiana baseado no coeficiente de
similaridade de JacCard ... 67
9 - Similaridades genéticas (%) (abaixo da diagonal) e erro padrao
associado a similaridade (acima da diagonal) entre isolados de
Beauveria bassiana empregando microsatélites, baseado no
coeficiente de similaridade Jaccard ...........cccuveeiieiiiiiieiiiiiiniiineeeee, 72
10 - Estimativas de similaridade genética (%) — abaixo da diagonal — e
erros associados — acima da diagonal — entre onze acessos de B.
bassiana, baseados em perfis isoenzimaticos baseado no

coeficiente de similaridade Jaccard .........cccoeeeeeees e, 77



Xiv

LISTA DE ESQUEMA

Esquema Pagina
1 - Representacdo esquematica da metodologia de extracdo de

DNA de Beauveria basSiQna ............uuuueeuieeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeanenn 59



XV

LISTA DE ABREVIATURAS

AFLP

AP-PCR
DNA
EDTA
HCI

pb

PCR
RAPD

RFLP

RNA
SCAR

SDS
SSR
TE
VNTR

ITS
UPGMA

DNAr
EST
PO

Amplified Fragment Lenght Polymorphism — Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados

Arbitrarily amplified PCR - PCR de Amplificac&o Arbitraria

Acido Desoxirribonucléico

Etilenodiamin.atetraacético

Acido Cloridrico

Pares de bases

Polymerase Chain Reaction - Reagdo em Cadeia de Polimerase

Random Amplified Polymorphic DNA — Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso

Restriction Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricao

Acido Ribonucléico

Sequence Characterized Amplified Regions — Regides Amplificadas
Caracterizadas por Sequéncia

Dodecil Sulfato de Sédio — Lauril Sulfato de Sodio
Simple Sequence Repeats — Sequéncias Simples Repetidas
Tris-EDTA

Variable Number of Tandem Repeats — Numero Varidvel de
Sequéncias Repetidas em Acaso

Internal Transcribed Spacer

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean - Método de
Médias Aritméticas nao Ponderadas

DNA ribossomal
Enzima esterase
Enzima peroxidase



XVi

RESUMO

Autor: Marcelo da Costa Mendonca
Orientador: Prof. Dr. Ivanildo Soares de Lima

O coleéptero Rhynchophorus palmarum (L.), vulgarmente conhecido como broca-do-
olho-do-coqueiro é considerado uma das principais pragas de palmeiras de
importancia econdmica. Suas larvas destroem a estipe da planta e os adultos atuam
como vetores do nematoide Bursaphelenchus cocophilus causador da doenca “anel
vermelho”. Com o objetivo de subsidiar as praticas de controle biolégico do R.
palmarum ja empregadas, foram realizados testes visando: determinar a atividade de
vbo do inseto em plantios de coco; validar a técnica de autoinoculagéo de adultos de
R. palmarum usando armadilhas com iscas vegetais inoculadas com o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana e caracterizar geneticamente isolados do
fungo por meio de marcadores moleculares do tipo RAPD, microssatélite e ITS-DNA.
Para determinar a atividade de v6o do inseto foram instaladas, na periferia de
pomares comerciais de coco, armadilhas de captura/monitoramento da populagéao de
adultos de R. palmarum, contendo atrativo alimentar (colmos de cana-de-agucar)
mais feromdnio de agregacdo. Nos testes de autoinoculagdo utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x4 (3
concentragdes do fungo e 4 tempos de autoinoculacédo), com 4 repeticbes de 5
casais. Os insetos foram separados, limpos em agua destilada e transferidos para
baldes contendo cana-de-aguUcar inoculada com B. bassiana nas concentracoes
padronizadas (107, 10® e 10° esporos/mL de suspensio), permanecendo em contato
com o inéculo por 45min.; 90min.; 3h00 e 6h00. Apbs o periodo de exposicao ao
fungo, os insetos foram individualizados, sendo a mortalidade/infecgao avaliada por
20 dias. Na caracterizacdo genética foram utilizados 11 isolados, para os quais
foram obtidas culturas monospéricas que posteriormente foram repicadas, em meio
liquido a 25°C+1°C, em agitagdo constante e no escuro. Apds sete dias os micélios
foram filtrados, liofilizados e em seguida seu DNA gendémico extraido em tampéo de
extracdo SDS 10%. Foram testados 20 primers decameros de sequéncia arbitraria
da marca IDT. As amplificagbes foram realizadas em termociclador
(Biometra/Unisciense) programado com temperatura inicial de 94°C por 5min. e 45
ciclos a 94°C por 1min., 36°C por 2min. e 72°C por 1min.. Para as andlises de
microssatélites foram empregados quatro pares de primers. As reagdes de
amplificagéo foram feitas em um volume de 25uL. As amplificagdes consistiram de
um ciclo inicial de 94°C e 30 ciclos de: 94°C por 1min.; 50°C por 1min. e 72°C por
2min., ao final 1 ciclo de 72°C por 7min. Os fragmentos amplificados foram
separados em gel de agarose, submetidos a eletroforese em tampéao TBE, corados
com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizados sob luz UV. Observou-se que o
inseto inicia sua atividade de v6o as 5h00 até as 18h00, ocorrendo um pico
populacional maximo das 9h00 as 11h00. Verificou-se uma mortalidade crescente de
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adultos de R. palmarum em fungdo do aumento da concentracdo do fungo e dos
tempos de exposicao ao indculo. O maior indice de mortalidade (53%) ocorreu nove
dias apo6s a autoinoculagdo do inseto. As analises de RAPD geraram 138 bandas
polimérficas e 14 monomorficas, sendo os padroes empregados para o célculo das
similaridades genéticas que variaram de 2% a 77%. Os isolados 57.99 (Betume2-
SE) e 53.96 (Moju-PA) apresentaram maior similaridade (77%), seguidos de 64.99
(Egito) e 53.96 (Moju-PA), com uma similaridade de 73% pelo teste de RAPD.
Enquanto que para o microssatélite os isolados BC.05 e 32.91 apresentaram maior
similaridade genética (82%), seguidos de 64.99 e 57.99 com similaridade genética
de 80%. Nao foram observadas variagcdes na amplificagdo das regides ITS de DNAr
para os isolados de B. bassiana.
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ABSTRACT

Author: Marcelo da Costa Mendonca
Adviser: Prof. Dr. lvanildo Soares de Lima

The coleoptera Rhynchophorus palmarum (L.), vulgarly known as palm weevil is
considered on of mainly pest of several palm trees of economic importance. In
coconut tree their larvae destroy the plant culms and their adults act like a vector of
nematode Bursaphelenchus cocophilus that cause the red ring disease. With the
objective of subside the practices of biological control of R. palmarum already utilized
it was carried out tests aiming to determine the flight activity of the insect in coconut
fields; to validate the technique of autoinoculation of adults of R. palmarum using
traps like vegetal traps bait inoculated with the Beauveria bassiana
enthomopatogenic fungi; and to characterize genetically isolates of the fungi by
molecular makers of RAPD, microsatellites and ITS-DNAr. To determine the flight
activity of the insect it was installed, around the commercial field, traps of
capture/monitoring for population of R. palmarum adult’s insect, containing attractive
feed (culms of sugar cane) added with pheromone of aggregation. For the
autoinoculation tests it was used the randomized statistical design, in a factorial
scheme 3x4 (3 spores concentration of the fungi and 4 periods of autoinoculation),
using four replications constituted by 5 pairs of males and females. The insects were
separated, cleaned with distilled water and transfer to buckets with sugar cane culms
inoculated with B. bassiana on concentrations 10’7, 10® and 10° spores/mL of
suspension), keeping in contact with the inoculums for 45min.; 90min.; 3h00 and
6h00. After this period of exposition the insects were individualized being the
mortality/infection evaluated for 20 days. For genetic characterization it was used 11
isolates obtained from monospores cultures that posterior were inoculated in a liquid
medium at 25°C+1°C under constant shaking in dark conditions. After seven days the
mycelium were filtered, lyophilized and after DNA extracted in SDS buffer at 10%. It
was tested 20 decamer primers of arbitrary sequence of IDT Company. The
amplifications were carried out in termocycler (Biometra/Unisciense) programmed for
initial temperature of 94°C for 5min. and 45 cycles of: 94°C for 1min., 36°C for 2min.
and 72°C for 1min.. For microsatellites analyses it was used four pairs of primers.
The amplification reactions were carried out using a volume of 25uL. The
amplifications consisted by one initial cycle of 94°C and 30 cycles of 94°C for 1min.;
50°C for 1min. and 72°C for 2min., and a end cycle of 72°C for 7min.. The amplified
fragments were separated by electrophoresis in agarose gel using TBE buffer, and
the gel stained with ethidium bromete (0.5ug/mL) after visualized under UV light. The
insect initiates flight activity at 5h00 am through 6h00 pm o’clock occurring the
population maximum at 9h00 am to11h00 am. It was verified the mortality increase of
adults of R. palmarum in accord to fungi concentration and period of exposition of the
inoculums. The higest index of mortality (53%) occurred nine days after the
autoinoculation by B. bassiana. The RAPD analysis generated 138 polymorphic and



XiX

14 monomorphic bands being the patterns used to calculate the genetic similarity that
varies of 2% to 77%. The 57.99 (Betume2-SE) and 53.96 (Moju-PA) isolates
presented high similarity (77%), followed by 64.99 (Egypt) and 53.96 (Moju-PA), with
similarity of 73% by RAPD test. For microssatellite the BC.05 and 32.91 isolates
presented genetic similarity of 82%, followed by 64.99 and 57.99 with genetic
similarity of 80%. It was not observed amplifications variations using ITS regions for
B. bassiana isolates.



1. INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma palmeira de importancia econémica
mundialmente reconhecida, sendo cultivado em mais de 86 paises situados nos
trépicos, tanto para consumo in natura como para fins industriais, com mais de 360
modalidades de aproveitamento. A cocoicultura brasileira, localizada inicialmente
apenas na faixa litoranea, tem se expandido para outros estados, a exemplo de
Goias, Tocantins, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo e para regides do interior,
principalmente nos perimetros irrigados, com produtividade superior as obtidas nos
cultivos tradicionais. A produgdo brasileira foi de 2.078.226.000 frutos (nordeste
1.467.822.000 frutos — 70% da produgéo do pais) e ocupa uma area de 288.142 ha
(IBGE, 2004). Nos ultimos anos a cultura do coco verde, com producdo voltada para
0 consumo in natura, atingiu a regiao Centro Sul e as regidbes onde o
desenvolvimento da fruticultura tem proporcionado a formacdo de pdlos que

apresentam condi¢des climaticas favoraveis ao crescimento da producao agricola.

Como toda atividade agricola, a cultura do coqueiro esta sujeita a varios
problemas, dentre os quais se destacam os aspectos fitossanitarios. A formacao de
agroecossistemas que se estabelecem em grandes plantacdes diminui a diversidade
biol6égica e aumenta os riscos de ataques de pragas, que sao responsaveis por
grandes perdas e aumento dos custos de producao, interferindo negativamente na
rentabilidade do produtor. A coleobroca Rhynchophorus palmarum, Linnaeus 1764
(Coleoptera: Curculionidae) causa importantes prejuizos a algumas arecaceas,

principalmente aos coqueiros e dendezeiros, nas quais € responsavel por danos



diretos, devido a destruicdo dos tecidos internos da planta pelas larvas, e indiretos,
sendo o adulto o vetor do nemato6ide Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) Baujard

causador da doenca “anel vermelho”.

Ha uma baixa eficiéncia nas técnicas de controle quimico para essa praga, via
aplicacao de produtos por pulverizagdo. Este fato esta associado ao comportamento
desse inseto cujos adultos ndo permanecem nas plantas, apenas alimentam-se e
ovipositam, e suas larvas completam o ciclo no interior dos tecidos vegetais; além
disso, o coqueiro apresenta um porte elevado e uma conformacdo de copa que
dificulta a veiculacdo e penetracdo de produtos. Aliado a esses fatos ha uma
tendéncia mundial de reducdo ao uso de técnicas de controle de pragas que poluam
o0 ambiente e sejam toxicas para homens e animais. Nesse sentido, faz-se
necessario o desenvolvimento de métodos que possibilitem, com eficiéncia e
seguranga, o controle das pragas.

O controle bioldgico trata da utilizagao racional de inimigos naturais visando
manter a populagdo das pragas em niveis abaixo do dano econ6mico sem
consequéncias negativas para o ambiente. Os agentes de controle incluem os
fungos, virus, bactérias, nematéides e protozoarios. Entre os agentes causais de
infeccdo em insetos, os fungos ocupam um lugar de destaque sendo considerados
eficientes reguladores de um grande numero de pragas. Dentre as espécies de
fungos mais conhecidos e estudados a Beauveria bassiana se sobressai por
apresentar ocorréncia generalizada em todos os paises e por ser freqientemente
encontrada sobre insetos. A especificidade, diversidade de espécies e isolados e a
facilidade de manipulagdo no momento da aplicagcdo, por meio de pulverizacdes
comumente empregadas no campo, tornam o uso desse microrganismo vantajoso
em relacao as demais técnicas de controle.

Existem inUmeros isolados desse fungo infectando diversos hospedeiros em
diferentes regides. Este fato caracteriza uma provavel existéncia de elevada
variabilidade genética. Atualmente, muitos métodos estao disponiveis para analisar a
diversidade de plantas, insetos, fungos dentre outros. Os métodos fenotipicos,
associados as técnicas de biologia molecular, apresentam-se como uma estratégia
importante para a caracterizacdo e identificacdo de germoplasmas microbiano
(Qliveira et al., 1999; Ferreira & Grattapaglia, 1996; Nour et al., 1995).



Estas técnicas genéticas moleculares contribuem na resolu¢do de problemas
associados a taxonomia e a variacdo genética para muitas espécies de fungos
entomopatogénicos, além de auxiliar no controle de qualidade de micoinseticidas,
protecdo de patentes, monitoramento ambiental e persisténcia do produto (Hegedus
& Khachatourians, 1996a).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos:

e Determinar a atividade de v6o e flutuagao populacional de R. palmarum em um
agroecossistema coco;

¢ |dentificar a razdo de transmissao (tempo e concentracdo) de esporos de B.
bassiana para adultos de R. palmarum;

e Determinar a eficiéncia de parasitismo de B. bassiana por meio de armadilhas
de autoinoculagao para adultos de R. palmarum e a viabilidade dos esporos;

e Caracterizar, por meio de marcadores moleculares de DNA, a variabilidade
genética de isolados de B. bassiana originarios de localidades e hospedeiros
distintos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econémica e controle do Rhynchophorus palmarum Linnaeus,
1764

O género Rhynchophorus é composto por cerca de 10 espécies, das quais
sete sdo consideradas como as principais pragas nas areas produtoras de coco
(Wattanapongsiri, 1966). O colebptero R. palmarum, vulgarmente conhecido como
broca-do-olho-do-coqueiro, pertence a familia Curculionidae e tem distribuicao
neotropical (Wattanapongsiri, 1966). E uma espécie que apresenta um longo ciclo de
vida, principalmente na fase larval; Wilson (1963), citado por Ferreira et al. (1998),
observou aspectos biologicos desta praga: periodo de incubagao dos ovos — 64 a 88
horas; periodo larval — 33 a 62 dias (dependendo do substrato); periodo pupal — 11,8
dias; longevidade do adulto — macho: 127,5 dias/fémeas: 44,8 dias. Este inseto &
considerado uma das principais pragas das plantagdes comerciais de coco (Cocos
nucifera, L.) e de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) na América Latina e no
Caribe (Posada, 1988; Esser et al., 1987; Griffith, 1987; Morin et al., 1986; Hagley,
1965). Segundo Bedford et al. (1978), espécies de plantas pertencentes as familias
Caricaceae, Bromeliaceae e Musaceae também sdo consideradas hospedeiras de
R. palmarum. As espécies mais comuns em coqueiro sdo: R. palmarum e R.
cruentatus, no continente americano; R. phoenicius, no continente africano; R.
ferrugineus e R. vulneratus, no sudeste da Asia; R. ferrugineus, no Oriente Médio e

R. bilineatus, nas llhas do Pacifico (Oceania) (Ferreira, 2004).



Hagley (1965) em uma revisdo sobre a espécie R. palmarum citou
observacoes realizadas por varios autores: Merian (1726) relatou a infestacao de
coqueiros por larvas deste’ coledptero; Guilding (1828) e Schomburgk (1847)
observaram, além da infestacdo severa de suas larvas em espécies de palmeiras, a
oviposicao e a alimentac¢ao dos insetos adultos em cana-de-agucar; Blandford (1893)
descreveu o comportamento e a extencdo dos danos causados pelas larvas em
plantacbes de coco nas Honduras Britanicas; Bondar (1922) fez a descrigdo
completa deste curculionideo e de seu ciclo de vida no Brasil; Urich & Guppy (1911)
foram os primeiros a registrarem R. palmarum como praga de coqueiro, em Trinidad
e Wilson (1963) observou o ciclo de vida deste inseto em experimentos preliminares

de laboratoério.

A importancia econdmica de R. palmarum estd associada ao dano direto na
planta, causado pelo ataque das larvas que abrem galerias destruindo os tecidos
apicais internos, e ao dano indireto causado pelos adultos, que sdo vetores do
nematodide B. cocophilus agente causal da doenga conhecida por “anel-vermelho”,
letal para o coqueiro e outras palmeiras (Ferreira et al., 1998; Hernandez et al.,
1992; Morales & Chinchilla, 1990). Os danos causados por R. palmarum podem ser
observados desde a implantagcado da cultura. No entanto, a atividade das larvas da
coleobroca € intensa durante a fase produtiva da planta. Em ambas as fases
(vegetativa ou produtiva), as larvas alimentam-se dos tecidos vegetais, ocasionando
a morte da planta. Os coqueiros estressados ou danificados s&o vulneraveis ao
ataque da broca, pois liberam substancias atrativas (cairoménios) (Morin et al., 1986;
Chittenden, 1902). Os odores da fermentacdo produzidos pelas plantas atraem
adultos de R. palmarum que ovipositam nas cicatrizes recém-abertas (Duarte &
Lima, 2001).

Fenwick (1967) e Giriffith (1987) estudaram a interacao entre 0 nematéide e o
R. palmarum concluiram que uma populacdo de 30 larvas em uma unica planta
adulta é suficiente para causar sua morte. Em plantas jovens é possivel que um
namero menor de larvas provoque o mesmo efeito (Sanchez & Cerda 1993, citado
por Duarte & Lima, 2001).

Inicialmente, o controle de R. palmarum era baseado na atragdo dos insetos
pelos odores das plantas hospedeiras, que apds o corte fermentavam dentro do



plantio de coco, atraindo os insetos que eram coletados manualmente (Franco,
1964; Bondar, 1940).

Outras taticas visando reduzir a populacdo de R. palmarum em plantios de
coco foram indicadas por Ferreira (1987) e Moura et al. (1991), dentre as quais: a
utiizacdo de armadilhas atrativas com cana-de-aglcar acrescidas de melago de
cana e a colocacao de armadilhas no coqueiral com iscas confeccionadas com
pedacos de estipe do coqueiro ou de palmeiras, cobertos com folhas secas e
pulverizados com inseticida. Segundo Moura et al. (1998), a armadilha mais utilizada
para a captura de insetos adultos de R. palmarum é a armadilha “tipo balde”;
entretanto, estas apesar de eficazes sdo caras e facilmente subtraidas das
plantacoes.

Baseando-se em estratégias citadas por varios autores, com utilizagdo de
semioquimicos no monitoramento e controle de coleopteros pragas de florestas e
agroecossistemas, foi observado que os insetos machos da espécie R. palmarum
produzem feroménio de agregacao (Hardee (1982); Jansson et al. (1989); Riley et al.
(1992); Borden (1993); citados por Oehlschlager et al. 1995). Este feroménio foi
identificado como (2E)-6-methil-2-hepten-4-ol, substancia que atrai machos e fémeas
para o coqueiral, contribuindo para o aumento da populacdo da praga na cultura
(Rochat et al., 1991).

O método tradicional de controle, baseado na combinacdo de praticas
culturais e na captura dos adultos de R. palmarum utilizando-se armadilhas (iscas
atrativas acrescidas de feroménio de agregacao) impregnadas com inseticidas foi
estudado por Posada (1988), Morin et al. (1986) e Griffith (1987), sendo verificado
através de testes de campo que a combinacdo do feroménio de agregacdo € o
cairomonio produzido por plantas hospedeiras causam um efeito sinérgico na
atratividade dos adultos de R. palmarum, superior ao uso individual das técnicas
(Oehlschlager et al., 1992). Técnicas baseadas na utilizacdo de armadilhas e de
ferdbmonios de agregacdo para a captura de Rhynchophorus spp., tornaram-se
populares nos ultimos anos por apresentarem um controle satisfatério quando
realizadas de forma sistémica. Uma forma de aumentar a eficiéncia de controle de
pragas € associar o feroménio e/ou atrativo alimentar a outra pratica de controle,
seja ela quimica, fisica ou biolégica. Esta técnica é denominada attract and Killer
(atrair para matar), muito utilizada na supressao de diversas pragas. Ebbinghaus et



al. (2001) empregaram esta técnica para o controle da mariposa das frutas Cydia
pomonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Tortricidae), associando feroménio sexual a
aplicacao de inseticida, obtendo 90% de mortalidade da praga. Vail et al. (1993)
utiizaram armadilhas com feroménio para atrair machos adultos de Plodia
interpunctella Hibner, 1813 e contamina-los com virus de granulosis (IMMGV -
Indian Meal Moth Granulosis Virus).

Apesar dos recentes avangos, a ecologia quimica de Rhynchophorus spp.
ainda ndo é entendida totalmente, dificultando o desenvolvimento de métodos de
controle eficazes no campo (Weissling et al., 1993). Esse contexto indica a
necessidade de tornar mais eficientes as taticas de controle da praga, associando os
conhecimentos existentes a cerca do feroménio de agregagédo e das armadilhas aos
métodos de controle bioldgico de insetos.

2.2 Atividade de voo e flutuacao populacional de insetos, um enfoque para
Rhynchophorus palmarum L.

As asas sdo os apéndices utilizados pelos insetos, principalmente, para sua
locomocao area. Varias teorias tentam explicar a origem e funcao, ao menos inicial,
das asas. Acredita-se que estas foram ainda nos primérdios utilizadas para
camuflagem dos insetos, posteriormente, seriam empregadas nos voos planados e
com a evolucao ganhariam articulagcdo moével para véos a longas distancias. Muitos
autores atribuem ao sucesso da classe insecta a presenga de asas,
predominantemente, em um maior numero nos pterygotas. O vbo para estes
invertebrados possibilitou inUmeras atividades, dentre as quais, a ocupacao de
diferentes ecossistemas, que teve um papel fundamental no seu desenvolvimento. A
possibilidade de conquistar e perpetuar-se em ambientes com condi¢ces variadas
influenciou na diversificagdo de espécies de insetos, no seu aumento populacional e
no desenvolvimento de estruturas e de comportamentos, que destaca a classe
insecta como a mais abundante do filo artropoda e, consequentemente, do reino
animal.

A presenca de asas, porém, ndo caracteriza uma relagdo de sobrevivéncia
para os insetos, afinal ha varios exemplos de espécies que desenvolvem alta

populacdo seus individuos sao apteros. Para algumas ordens, como é o caso dos



coledpteros, as asas tém uma funcao a mais do que a locomocgao aérea. Esta ordem
€ caracterizada por possuir um par de asas, denominadas de élitros, que além de
outras fungdes protegem estes insetos contra choques mecéanicos e intempéries. A
ordem diptera apresenta como principal caracteristica a presenca de apenas um par
de asas, localizadas no mesotorax, o segundo par € modificado formando uma
estrutura denominada de halteres ou balancis.

O vbo para os insetos, em especial para aqueles considerados pragas,
favorece a disseminagao das populagbes e a colonizagdo dos plantios de espécies
vegetais. Por razdes fisiologicas o voo somente ocorre sob condi¢des particulares. O
funcionamento dos musculos responsaveis pela movimentacdo das asas, depende
do aumento da temperatura do corpo dos insetos que é influenciada por fatores
externos (Chapman, 1982). O deslocamento do inseto, ou muitas vezes uma
populacao deles, de uma regido para outra ou dentro de uma mesma area de cultivo
ocorre em épocas determinadas e é reconhecido como migracdo, sendo alvo de
muitos trabalhos de pesquisa. A migracdo de insetos é de importancia ecoldgica
extrema, como um processo fundamental de uma populacdo e dindmica de
comunidades, tendo implicagbes importantes para muitas linhas de pesquisa
inclusive na modelagem de populacdes e nas interagdes inseto-planta (Ellingson,
2005). A mudanca ou a direcao de voo de populacdes de insetos é influenciada ou
limitada por diversos fatores abioticos e bibticos, ou pelo conjunto deles, tais como:
correntes de ar/vento, temperatura, umidade, intensidade luminosa, atracdo do sexo
oposto para acasalamento e reproducdo e, em especial, pela riqueza e diversidade
de alimento (Wenks, 1981).

Shirai & Kosugi (2000) avaliaram o efeito do sexo, idade, comportamento de
acasalamento e temperatura na atividade de véo de Adoxophyes honmai Yasuda,
1988 por um sistema de computadores e verificaram que o pico de atividade de v6o
de ambos 0s sexos ocorreu aos dois dias de vida entre um e quatro dias de idade,
nao havendo diferenca significativa na atividade de vbo entre os sexos, embora as
fémeas voem mais longe que machos entre cinco e oito dias. O comportamento de
acasalamento nao afetou a atividade de véo das fémeas, ou seja, ambos 0s sexos
voaram mais ativamente a 23°C e a distancia de seus voos foi reduzida em

temperaturas inferiores a 18°C.



O vento exerce marcada influéncia na disseminacao dos insetos, arrastando a
grandes distancias ndo s6 os ovos, como também larvas e adultos de muitas
espécies podendo transportar insetos adultos alados ou nao (Silveira Neto et al.,
1976). Miranda et al. (2005) estudaram o comportamento e dispersao do gafanhoto
Rhammatocerus schistocercoides Rehn, 1906, e verificaram que os deslocamentos
das suas populacoes realizaram-se em diregdes variadas, determinadas em 80%
dos casos pela direcdo do vento. Muitos insetos tendem somente a voar quando a
velocidade do vento € relativamente baixa, e quando a velocidade esta alta
aguardam momentos de calmaria (Chapman, 1982).

O conhecimento da dispersdo e as temperaturas adequadas, que favorecem
0 vOo dos insetos-praga, tém sido importantes para estudos de reducdo de
resisténcia a inseticidas (Georghiou, 1983, 1980), bem como no Manejo Integrado
de Pragas (MIP) (Regniere & Sharov, 1999; Karaveia, 1986). Estudo objetivando
relacionar 0s niveis populacionais de moscas-das-frutas com os fatores
meteoroldgicos em Porto Alegre — RS, determinaram que os fatores climaticos mais
intervenientes sobre a populagdo de Anastrepha fraterculus Wied., 1830 foram
evaporacgao, temperatura média, maxima e insolacao, e para Ceratitis capitata Wied.,
1824 a temperatura média (Garcia & Corseuil, 1998/99).

Os niveis e variacbes da umidade podem determinar a ocupagdo ou a
atividade dos insetos. Segundo Chapman (1982), € duvidoso o efeito da umidade
como um fator de inibicdo do vbéo dos insetos, embora exista casos que
correlacionem a continuidade do vbéo com este fator fisico. Os insetos sociais, como
0s cup ins e as formigas, sé realizam a enxameagem e vbo nupcial apds chuvas
intensas, que elevam a umidade do ar e do solo. A associagdo de fatores como
umidade e temperatura reproduzem uma forma classica de representar o clima,
permitindo de uma forma simples e pratica a comparacao entre duas regides. Esta
associagao cria ou delimita areas para o desenvolvimento de determinadas espécies
de insetos, as quais se deslocam voando em busca de condi¢cdes mais favoraveis e

adaptadas ao seu ciclo bioldgico.

O comportamento dos insetos pode ser considerado sob trés pontos vista, ou
seja: instinto, inteligéncia e tropismo. Este ultimo, também denominado de tropotaxe,
nada mais € que uma reagdo a um estimulo qualquer, quando este estimulo esta

relacionado a luz passa a ser chamado de fototropismo. Muitos insetos reagem
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favoravelmente a luz voando em sua direcdo, sdo os chamados fototropicos
positivos, outros voam em direcdo oposta a luz, fototrépicos negativos (Silveira Neto
etal., 1976).

A luz é o fator ambiental mais importante que influencia o ritmo circadiano; a
alternancia de luz em regimes claros e escuros afeta os niveis diarios do ritmo
circadiano e a expressao de genes da cronobiologia dos insetos (Collett et al., 2002;
Sumova et al., 2002).

O alimento, como um componente do meio ambiente, € extremamente
importante, influenciando diretamente sobre a distribuicdo e abundéancia dos insetos.
A fungéo principal do inseto adulto esta relacionada a reprodugéo e em muitos casos
a dispersado. Estas funcdes dependem da interacdo e integracdo de processos
fisiologicos e comportamentais, os quais estdo intimamentes correlacionados ao
consumo e utilizacdo dos alimentos (Parra, 1991). No alimento deve ser considerado
nao apenas sua qualidade, como a quantidade dos mesmos, atuando no
comportamento populacional dos insetos e na sua fisiologia (Silveira Neto et al.,
1976). Este mesmo autor destaca o alimento como um fator importante na
distribuicdo de insetos, devido, principalmente, a especificidade alimentar destes
artropodes. Varios autores estudaram a atividade de voo de abelhas e verificaram
que a abundéancia do alimento influenciou a ocupacdo de uma determinada area

(Hilario et al., 2000; Azevedo, 1997; Heard & Hendrikz, 1993).

Entre insetos e plantas sdo possiveis todas as interagdes, pelo menos em
teoria, isto porque competicdo entre insetos e plantas, apesar de teoricamente
possivel, € muito pouco provavel de ser encontrada na natureza. Os insetos
encontram nas plantas ndo apenas uma fonte de alimento, mas também um local
que possam viver e se reproduzir. Sendo dependentes das plantas, os insetos
fitéfagos estdo sujeitos a todas as interagbes entre estas e meio ambiente
(Pizzamiglio, 1991).

Os feromoénios influenciam na atividade de vbéo dos insetos por meio da
atracdo do sexo oposto para o acasalamento através de substancias quimicas
emitidas pelos insetos e por plantas ou pela combinacdo desses volateis. A
utilizacdo de feroménio sexual para o monitoramento populacional de insetos tem
sido uma das técnicas mais empregadas do método de controle de pragas por

comportamento.
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As abelhas produzem feroménios que sao exemplos classicos da influéncia
dos odores no deslocamento e vdo dos insetos. As operarias produzem feromonios
responsaveis por guiarem o enxame no vb0o € N0 pouso, ao passo que, as rainhas
produzem esta mesma substancia com o objetivo de manter o enxame unido, além

disso, atua na atragéo do sexo oposto para o acasalamento.

A atividade de véo do género Rhynchophorus, em geral, € pouco relatada,
apesar dos insetos serem encontrados em todas as épocas do ano. Chittenden
(1902) observou Rhynchophorus voando 5 - 6 km em resposta a palmeiras com
danos; contudo, sdo poucas as informacdes disponiveis sobre o comportamento de

vbo desse inseto (Weissling et al., 1994).

Sobre a dinamica diaria de R. palmarum, Sanchéz et al. (1993) afirmam que
0s adultos apresentam dois picos de atividade bem definidos, que coincidem com a
variagdo de temperatura durante o dia. Este termoperiodismo também foi

influenciado pela umidade relativa do ar.

Segundo Hernandez et al. (1992), Wattanapongsiri (1966) e Hagley (1965), R.
palmarum nao tolera altas temperaturas nem baixos niveis de umidade. O inseto
realiza véos de dispersao e colonizacdao de novos hospedeiros apenas nos periodos

com condi¢des favoraveis.

A importancia das informacdes sobre a atividade v6o desta praga e a caréncia
de conhecimentos na literatura, sobre tudo sob as condi¢bes climaticas encontradas
no local de desenvolvimento desta pesquisa no Estado de Sergipe (caracterizado
como um polo de producéo e desenvolvimento de cocoicultura), fundamentaram a

necessidade de desenvolver esta etapa.

2.3 Controle biolégico com fungos entomopatogénicos

Apesar dos fungos terem sido descobertos como patégenos de insetos ha
cerca de 2000 anos, sua importancia na patologia e controle microbiano de insetos
s6 ocorreu a partir de 1834 com a atuagéo de Agostino Bassi, quando demonstrou a
patogenicidade de B. bassiana para o bicho-da-seda (Bombix mori) (Alves, 1986).

O género Metarhizium € um dos mais conhecidos fungos entomopatogénicos.
Esse deuteromiceto foi identificado pela primeira vez por Metchnikoff, em 1879, em
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um coledptero Scarabeidae como Entomophtora anisopliae. O potencial de uso
desse fungo para controle biol6gico de pragas foi sugerido por Metchnikoff, quando
em 1879 produziu Metarhizium anisopliae em larga escala para o controle da praga
do trigo Anisopliae austriaca e de um curculionideo da beterraba Cleonus
punctiventris.

No Brasil, os fungos também foram os primeiros patégenos de insetos a
serem relatados e vém sendo estudados hd mais de sessenta anos; a exemplo de
outros paises do mundo. Os géneros Beauveria e Metharhizium s&o os mais
estudados e utilizados devido a ampla faixa de agéo e facilidade de producdo em
condicdes de laboratério (Marques, 1992).

Alves (1986) cita as experiéncias de varios autores com a utilizagéo de fungos
entomopatogénicos para controle de pragas: Pestana em 1923, fez referéncia ao
Metarhizium anisopliae, o qual chamou de Penicillium anisopliae, para o controle de
Tomaspis sp.; Bittancourt (1934) relatou a ocorréncia de alguns fungos
entomopatogénicos em pragas de citros e, em 1939, Reininger e Gomes observaram
um ataque de Aschersonia aleyrodis sobre Aleurothrixus floccosus.

No Brasil, o relato mais significativo de fungo como patégeno de insetos foi
feito por Viégas em 1939, citado por Alves (1986), quando publicou dois trabalhos
sobre a ocorréncia de Verticillium lecanii em Coccus viridis € Empusa dysdercus,
mencionando aspectos interessantes sobre os fungos.

Nos ultimos 60 anos, foram publicados no Brasil cerca de 700 trabalhos na
area de patologia e controle microbiano de insetos, aproximadamente, 56% destas
publicagdes relacionam-se aos fungos entomopatogénicos.

E provavel que a maioria dos fungos entomopatogénicos, que abrangem
cerca de 700 espécies reunidas em 90 géneros ja foram constatados atacando
insetos de importancia agricola.

A ampla preocupagdo com o ambiente e os riscos a saude, associados ao
uso indiscriminado de inseticidas quimicos, estimularam a identificacdo e o
desenvolvimento de agentes biolégicos, com grande destaque para os fungos

entomopatogénicos, para o controle de pragas agricolas.

Os fungos distinguem-se dentre os agentes de controle biolégico de insetos
pela abundancia de géneros e espécies no controle de pragas de importancia

econdmica, pela possibilidade de producdo e de armazenamento e pela facilidade
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de aplicagdo no campo. Cerca de 80% das doencas em insetos tém como agentes
etiolégicos os fungos e estes sao particularmente importantes para o controle de
coledpteras, j& que doencas virais e bacterianas sédo raras nessa ordem (Alves,
1998; Zimmerman, 1993; Veen, 1968). Apesar disso, das 700 espécies de fungos
entomopatogénicos de ocorréncia conhecida, apenas 10 espécies foram ou estéo
sendo desenvolvidas para controle de pragas e o potencial entomopatogénico
destas ndo tém sido completamente abordado (Hajek & St. Leger, 1994).

2.3.1 Fungo entomopatogénico deuteromiceto - Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin

O fungo B. bassiana pertence a classe de fungos entomopatogénicos
Deuteromicetos (fungos imperfeitos), apresentando um modo de crescimento
dimérfico. Na auséncia de insetos hospedeiros especificos, passa por um ciclo
vegetativo assexuado que inclui germinagao, crescimento filamentoso e formacao de
simpddulo conidio. Ja na presenca do hospedeiro passa para o ciclo patogénico. Os
conidiésporos germinam na superficie da cuticula, formam o apressorio e os tubos
hifais penetram diretamente na cuticula do inseto. Em seguida, o fungo altera sua
morfologia de crescimento para uma fase de levedura e produz hifas, que circulam
na hemolinfa e se proliferam (Figura 1). Ap6s a morte do hospedeiro, 0 crescimento
do fungo se reverte para a forma hifal tipica (estadio saprotrofico). A habilidade de

mudar de fase pode ser um pré-requisito para a patogenicidade (Riba & Silvy, 1989).
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(A) » (B)  adeséo do conidio na cuticula
conidio apressorio +

germinagao
epicuticula +

formagao do apressorio

v

penetragao na cuticula

procuticula

invasdo da epiderme e da hipoderme

invasdo do tecido proliferagdo das hifas

normal por hifas no corpo e na
epiderme \ hemolinfa
hemocele morte do inseto

hifas (no corpo) .

crescimento saprofitico

Figura 1 — Processo de infecgdo de Beauveria bassiana no inseto: estruturas do
tegumento do inseto e a penetracdo do esporo do fungo (A) e o
diagrama das etapas da infeccao (B) (Fonte: Wan, 2003, adaptado).

Em contraste com as bactérias e os virus, que atravessam a parede do
intestino contaminando os insetos e provocando septicemia, os fungos tém um modo
peculiar de infeccdo. Eles alcangam a hemocele pelo tegumento (cuticula) ou
possivelmente via cavidade bucal. Os esporos do fungo quando ingeridos nao
germinam no intestino e sim na cavidade do corpo. A morte do inseto resulta de uma
combinagao de fatores: dano mecanico, que é o resultado de invasao de tecido;
deplecdo de recursos nutricionais e agao téxica das micotoxinas liberadas no
organismo do inseto (Wan, 2003).

As diferentes espécies de Beauveria sao altamente adaptadas a hospedeiros
especificos. Muitas espécies tém sido isoladas de uma diversidade de insetos de
todo o mundo e possuem importancia na medicina e na agricultura. Uma
caracteristica interessante de muitos isolados € a enorme especificidade de
hospedeiros. Além disso, o alto nivel de persisténcia na populacado de hospedeiros e
no meio ambiente causam efeitos em longo prazo do fungo entomopatogénico na
supressao dos insetos.

O fungo B. bassiana € empregado em escala comercial em alguns paises,
entre eles os Estados Unidos e o México. Na China, B. bassiana é utilizado contra a
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lagarta do pinheiro (Dendrolimus spp.), a broca do milho (Ostrinia nubilalis), e a
esperanca verde (Nephotettix sp.) (Wang et al., 2004).

Volumes consideraveis desse fungo foram comercializados no Brasil para o
controle de acaros do mamao e da broca-do-café (Castrillo & Brooks, 1998), além de
um volume menor ter sido destinado ao controle de cochonilhas. Esse fungo tem-se
mostrado igualmente eficiente no controle de cupins, muito embora, do ponto de
vista comercial, ainda seja desejavel o desenvolvimento de metodologias de
aplicacao de maior praticidade. Apresentam ainda potencial para o controle de
pragas como o0 moleque-da-bananeira e a mosca branca. Para o moleque-da-
bananeira, os esporos do fungo podem ser associados a iscas a base de
pseudocaule da bananeira para uso em pequenas propriedades, como ja ocorre no
Estado de S&o Paulo (Faria & Magalhaes, 2001).

Doencas causadas por fungos entomopatogénicos sdo comuns em insetos e
difundidas entre suas populacdes por meio de epizootias. O entendimento da
transmissdo no campo de esporos para 0s insetos é importante para o
desenvolvimento de técnicas que empregam os fungos como agentes de controle
biologico. A epizootiologia estuda os fatores que determinam ou controlam o
desenvolvimento das doencas em populagdes de insetos em um determinado
ecossistema ou agroecossistema, envolvendo as causas da variagdo do nivel da
doencga, em diferentes épocas e locais. Uma epizootia € caracterizada pelo elevado
indice de doenca, em consequiéncia da multiplicacdo e disseminacdo do inéculo
produzido nos focos primarios (Alves, 1998).

2.3.2 Controle biolégico de Rhynchophorus palmarum com Beauveria
bassiana

O fungo, B. bassiana é empregado no controle de pragas como o moleque-
da-bananeira (Cosmopolites sordidus), a broca dos citros (Diploschema rotundicolle),
a broca da batata-doce (Cylas formicarius), o cupim de monticulo (Cornitermes
cumulans), a mariposa dos pinos (Panolis flammea) e o curculionideo aquatico
(Neochetina bruchi Hustache), sendo o seu potencial também avaliado em diversos
laboratérios para o controle de outras pragas (Chikwenhere & Vestergaard, 2001;
Hicks et al., 2001; Rath, 2000; Marcano et al., 1999; Alves, 1998).
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O potencial do fungo entomopatogénico B. bassiana como agente biolégico
de controle esta relacionado com as condicdes adequadas de concentracdo de
esporos, temperatura e umidade, fatores determinantes para infec¢do dos insetos e
germinacgao do fungo (Searle & Doberski, 1984). Testes de laboratério realizados por
Santana & Lima (1992) atingiram 100% de mortalidade para os insetos adultos de R.

palmarum infestados com B. bassiana.

A aplicacao de fungos entomopatogénicos em plantagcdes comerciais de coco
para o controle de R. palmarum, enfrenta barreiras relacionadas com o
comportamento da praga € a viabilidade do patégeno em campo. Este fato sugere a

necessidade de identificar técnicas de controle capazes de superar tais limitagoes.

Um possivel mecanismo desenvolvido para disseminacao de fungos é o uso
do préprio inseto no transporte dos esporos apds ser infectado pelo patégeno
(Jackson et al, 1992; Pell et al., 1993; Lacey et al., 1994). A técnica de
autodisseminacao foi definida por Ignoff (1978) e citada por Furlong et al. (1995)
como sendo o uso de insetos para introducado e expansao de entomopatégenos nos
ecossistemas. O fundamento da autodisseminacdo esta no estabelecimento da
infeccéo e dependéncia da sobrevivéncia do inseto para disseminagao de patégenos
visando atingir sua populacdo em grande escala (Soper 1978, citado por Vail et al.,
1993).

Conhecer o comportamento do inseto para o emprego eficaz da
autodisseminagdo como tatica de controle é imprescindivel, pois este conhecimento
€ a base para desenvolver as estratégias de autoinfecgdo da praga pelo patégeno,
tornando-a uma fonte de inéculo capaz de induzir o processo infeccioso. Jackson et
al. (1992) demonstraram que machos de Heliothis virescens (F.), inseto praga de
tabaco, quando contaminados com virus e unidos a fémeas sadias promovem
transmissdo substancial de Autographa californica NPV (AcNPV). Armadilhas foram
desenvolvidas com feroménio para facilitar a autodisseminacao de Zoophthora
radicans por Plutella xylostella (Lepidoptera: Yponomeutidae), praga de brassicas
(Furlong et al., 1995) e com atrativo alimentar (batata-doce) em sistemas de
autoinoculagdo para Cylas formicarius por B. bassiana (Yasuda, 1999). Estes
autores concluiram que os machos uma vez infectados retornavam ao seu habitat
natural, acelerando a dispersdo do entomopatdgeno. A relagado patdégeno-hospedeiro
€ também fundamental para esta pratica, Weseloh (2004) estudou a disperséo de
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conidios do fungo patogénico Entomophaga maimaiga na sobrevivéncia das larvas
de Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae), verificando que os conidios
produzidos pela esporulagdo nos cadaveres do hospedeiro sdo 0s responsaveis por

infecgbes freqlientes e macicas nas larvas.

Apesar da eficiéncia comprovada dos fungos entomopatogénicos para o
controle das pragas, com enfoque para a espécie B. bassiana, a escassez de
informacbes sobre os impactos na dindmica populacional do R. palmarum no
agroecossistema coco apresenta-se como um dos principais obstaculos para a
utilizacdo mais ampla desse agente de controle biolégico; tornando-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas que enfoquem aspectos referentes ao processo de
infeccdo do fungo e ao comportamento do hospedeiro infectado, relacionando-os a
concentracao dos esporos e ao tempo de autoinoculacao dos insetos adultos.

2.4 Marcadores moleculares

O desenvolvimento de marcadores moleculares possibilitou a utilizacdo da
variabilidade genética existente no DNA para identificar genes de importancia
econdmica. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados
em dois grupos: aqueles baseados na hibridizagdo do DNA genémico com sondas
ou na amplificagdo de fragmentos de DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction -
Reacdo em Cadeia de Polimerase). Entre os identificados por hibridizacdo estao os
marcadores RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism — Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo) e Minissatélites, ou locos VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats — Numero Variavel de Sequéncias Repetidas
em Tandem). Ja aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA — Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions — Regides Amplificadas
Caracterizadas por Sequéncia), Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats
— Sequéncias Simples Repetidas) e AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism — Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados)
(Rezende, 2004).
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2.4.1 Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD) e suas aplicacoes

Atualmente, muitos métodos estéo disponiveis para analisar a diversidade de
plantas, insetos, fungos e outros. Essas metodologias diferenciam-se pela técnica
utilizada para revelar a variabilidade em nivel de DNA, e assim variam quanto a
habilidade em detectar diferengcas entre individuos, custo, facilidade de uso,
consisténcia e reprodutibilidade (Milach, 1998).

A técnica de RAPD (Williams et al., 1990) tem sido escolhida para muitos
estudos, uma vez que € relativamente sensivel, rapida e simples, além de nao
requerer informagdes acerca da sequéncia nucleotidica do DNA genémico. O RAPD
tem sido amplamente utilizado para o estudo de diversos grupos de seres vivos
(Alfenas, 1991).

O RAPD, também conhecido por AP-PCR (Arbitrarily amplified PCR/PCR de
Amplificacao Arbitraria) (Welsh & Mcclelland, 1990) é basicamente uma variagéo do
protocolo de PCR, com duas caracteristicas distintivas: utiliza um primer Gnico ao
invés de um par de primers e esse tem seqliéncia arbitraria, portanto, sua seqiéncia
alvo é desconhecida (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Além de ndo requerer o conhecimento prévio da seqiéncia alvo a ser
amplificada, os marcadores RAPD apresentam a nao utilizacdo de radioatividade,
necessita de pequenas quantidades de DNA e € aplicavel a qualquer espécie, dentre
outras vantagens (Zucchi, 2002).

Entretanto, os marcadores RAPD também apresentam limita¢cdes destacando-
se 0 baixo conteudo de informacao genética por loco. O segmento que é amplificado
€ detectado como um alelo, enquanto que as demais variagdes alélicas séo
classificadas conjuntamente como alelo nulo (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Os
marcadores RAPD possuem carater dominante, limitando seu uso na estimagao de
parametros genéticos, além de apresentar problemas de reprodutibilidade (Karp et
al., 1996). No entanto, sua escolha se baseia no custo e na facilidade de uso.

Para que haja amplificacdo de fragmento RAPD no genoma analisado, duas
seqiéncias de DNA complementares ao “primer’ arbitrario devem estar
suficientemente adjacentes (<4000 pares de bases) e em orientacdo oposta, de
maneira a permitir a amplificacdo exponencial de um segmento de DNA pela DNA
polimerase. Em funcdo da grande quantidade de DNA produzido, este segmento

pode ser visualizado diretamente na forma de uma banda num gel de eletroforese,
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que é geralmente conduzida em gel de agarose € a visualizacao é feita com brometo
de etidio em luz ultravioleta. Tipicamente, cada primer arbitrario utilizado dirige a
sintese de varios segmentos de DNA simultaneamente em diversos pontos do
genoma, resultando assim em varias bandas no gel (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O uso de marcadores RAPD tem permitido o estudo da diversidade genética
inter e intra-especifica, caracterizacao de ragas fisiologicas e classificagdo detalhada
de isolados de fungos (Faleiro et al., 1998; Brioso et al., 2001).

O marcador genético RAPD foi utilizado para diferenciar 24 isolados de B.
bassiana coletados do besouro negro, Alphitobius diaperinus (Coleoptera:
Tenebrionidae) da Carolina do Norte e oeste de Virginia. Dez primers de RAPD que
foram selecionados de 72 que foram testados, produziram 141 bandas para os 24
isolados e separou cada um como uma unica classe. Isoenzimas também foram
utilizadas para diferenciar estes isolados, mas o marcador RAPD apresentou melhor
resolucdo na diferenciacdo. A variacdo foi detectada ndo somente dentro e entre
isolados de diferentes regides, mas também entre isolados coletados do inseto
hospedeiro (Castrilho & Brooks, 1998).

Trichoderma stromaticum € um fungo antagonista a Crinipellis perniciosa,
agente causal da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Bezerra et al. (2003), objetivando
demonstrar a conexao entre T. stromaticum e a Hypocrea sp., extraiu 0 DNA
gendmico de colbnias provenientes de ascosporos desta Hypocrea sp., de conidios
de T. stromaticum e de Fusarium sp. (controle negativo) e em seguida amplificou
com oito “primers” decameros para obtencado de marcadores RAPD. Observaram-se
similaridades genéticas de 82% a 96% entre os isolados ascospdricos e conidiais
com base nos marcadores RAPD e de 6% a 9% entre estes e o isolado de Fusarium
sp.

Teixeira et al. (2004) caracterizaram e dimensionaram a diversidade genética
de dez isolados de Acremonium strictum obtidos de sementes de milho,
provenientes de diferentes regides produtoras brasileiras, por meio da andlise do
DNA gendmico (RAPD). O trabalho objetivou ainda, diferenciar os isolados de A.
strictum de Fusarium verticillioides por meio da técnica citada. Pela analise do DNA,
25 primers geraram polimorfismos, 0s quais tornaram possiveis e seguro o
agrupamento de isolados de A. strictum e sua diferenciacao de F. verticillioides. Os

isolados de A. strictum apresentaram variabilidade intraespecifica entre 3,4% e
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44 4%. Para a maioria dos casos nao foi possivel correlacionar a similaridade
genotipica e a origem geografica dos isolados de A. strictum.

Os fungos causadores da antracnose (Colletotrichum gossypii) e da ramulose
(C. gossypii var. cephalosporioides) em algodoeiro sao de dificil diferenciagdo por
métodos convencionais. No trabalho desenvolvido por Silva-Mann et al. (2002),
associou-se informacdes do teste de patogenicidade com marcadores bioquimicos e
moleculares de DNA/RAPD, visando a identificagdo e diferenciagdo do complexo
Colletotrichum. Foram usados dez isolados, sendo trés classificados como
causadores de antracnose e sete de ramulose, pelo teste de patogenicidade. A
analise de RAPD confirmou a potencialidade da técnica para diferenciar tais fungos.

Vargas et al. (2003) caracterizaram cinco linhagens de Nomuraea rileyi por
andlise de RAPD, por avaliagdo da viruléncia e atividade enzimatica (quitinolitica e
proteolitica). A técnica distinguiu as cinco linhagens avaliadas em dois grupos com
similaridade genética de 76%.

A técnica de RAPD tem sido utilizada na analise da variabilidade genética de
isolados de B. bassiana, por ser de facil execucao, de custo relativamente reduzido e
eficiente na deteccao de polimorfismo (Castrillo et al., 1999; Castrillo e Brooks, 1998;
Berretta et al., 1998; Bidochka et al., 1994).

2.4.2 Marcadores baseados na amplificacao de microssatélites e sua
aplicacao

Os marcadores de microssatélites sdo sequéncias de dois a seis
nucleotideos, repetidas ao longo do genoma, altamente polimérficas, codominantes
e flanqueadas por regides conservadas e nao repetidas de DNA. Essas sequéncias
sdo distribuidas de maneira aleatéria em genomas de organismos eucariotos
(Hearne et al., 1992). As sequiéncias sao comumente repetidas de 10 a 60 vezes
(Gupta et al., 1996), centenas de vezes (Mdrchen et al., 1996) ou milhares de vezes
(Brown et al., 1996)

Estes locos altamente polimérficos, amplificados via PCR foram também
denominados de STMS — Sequence Tagged Microsatellite Sites (Beckmann & Soller,
1990), ou seja, sitios de microssatélites marcados por sequiéncia, e constituem uma
das classes mais polimoérficas de marcadores moleculares (Ferreira & Grattapaglia,
1998).
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Microssatélites sdo normalmente flanqueados por segmentos de DNA Unicos
e conservados. Dessa forma torna-se possivel a escolha de primers que amplificam
especificamente um Udnico loco de microssatélite. O comprimento do segmento
amplificado normalmente se encontra entre 50 e 300 pares de base (pb) (Tautz et
al., 1986).

Regides contendo seqUéncias simples repetidas s&o amplificadas
individualmente por meio de PCR, utilizando-se um par de primers especificos (de
20 a 30 bases) complementares a sequéncias unicas que flanqueiam o microsatélite.
Segmentos amplificados a partir destes sitios quase que invariavelmente
apresentam um polimorfismo resultante da presenca de diferentes numeros de
elementos simples repetidos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A natureza altamente mutavel de locos microssatélites aumenta o nimero de
variantes alélicas em cada loco (Tautz et al, 1986). Assim cada segmento
amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Ou seja, devido a alteracbes nas sequiéncias
nucleotidicas durante a replicacdo do DNA, diferentes individuos de uma mesma
espécie podem apresentar um numero variado de repeticdes dentro de um mesmo
microssatélite, os quais constituem diferentes alelos (Alzate-Marin et al., 2005).

Microssatélites possuem a vantagem de apresentarem heranca Mendeliana e
de serem altamente reproduziveis, com locos especificos, codominantes e
hipervariaveis. Eles permitem, virtualmente, a utilizacdo de qualquer populacao
segregante para estudos de ligagao (Chin et al., 1996). Entretanto, a maior limitagdo
da tecnologia de microssatélites € a grande quantidade de trabalho necessario para
o desenvolvimento prévio dos marcadores (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Para que o microsatélite seja util como marcador, ele deve ser inicialmente
clonado, sequenciado e amplificado a partir de primers que o flanqueiem. Em
seguida, os produtos de amplificagdo sdo separados por eletroforese e visualizados.
Na maioria das vezes, a eletroforese deve ser feita em gel de poliacrilamida devido a
pequena diferenca de tamanho entre os fragmentos alélicos (Alzate-Marin et al.,
2005).

A amplificagdo de regides de microssatélites tem sido apontada como uma
das mais eficientes estratégias de utilizacdo de marcadores moleculares de DNA

para distinguir genétipos de uma mesma espécie (Disconzi, 2002).
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Rehner & Buckley (2003) descreveram o isolamento e caracterizacao de oito
locos de microssatélites que amplificam com sucesso alguns isolados
representativos da diversidade filogenética no complexo B. bassiana.

O heterdptero Ligus hesperus é uma importante praga de ocorréncia no leste
dos Estados Unidos e Canada. Marcadores de microssatélite foram utilizados com
sucesso na determinacdo e caracterizacdo de B. bassiana, visando a selecao de
isolados para o controle biolégico dessa praga (McGuire et al., 2005).

Enkerli, et al. (2004) utilizaram microssatélite para caracterizagdo genética de
isolados de B. brongniartii aplicados durante um longo periodo para controle
biolégico de Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaeidae), verificando que
apds 14 anos alguns isolados persistiam no ambiente e novas populagées haviam
surgido, co-existindo no mesmo habitat.

O alto poder de discriminagcdo e identificacdo de marcadores do tipo
microssatélites torna-o uma valiosa ferramenta, adequada para caracterizacdo e
identificacdo de racas de B. brongniartii usadas como agente de controle bioldgico.
Além disso, esses marcadores podem ser aplicados para o monitoramento das racas
desse fungo usadas no campo para o controle biolégico de pragas, possibilitando
verificar a interagdo com os isolados que ocorrem naturalmente em campo (Enkerli,
et al., 2001).

2.4.3. Regioes ITS de DNA ribossomal

As analises de sequUéncias por meio de RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism - Polimorfismo de Fragmentos de Restricdo) sdo ferramentas que
podem ser utilizadas nos estudos de DNA. O DNA é cortado em fragmentos de
restricdo por enzimas endonucleases, que somente cortam onde existem sequéncias
de DNA especificas, reconhecidas pelas mesmas. Os fragmentos de restricdo sdo
entdo separados, de acordo com o comprimento (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

As variagdes no tamanho de fragmentos gerados por distintas amostras de
DNA apds clivagem com enzimas de restricdo podem ser avaliadas pela
comparagao entre o numero e o tamanho dos fragmentos produzidos pela digestao
do DNA com ou sem uma posterior etapa de hibridizagdo com sondas marcadas
(Marques et al., 2002).
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Uma alternativa para a identificacao e diferenciacao intraespecifica de fungos
envolve utilizacdo de primers especificos. Hegedus & Khachatourians (1996b)
utilizaram primers, correspondentes a segmentos de DNA especificos de B.
bassiana, para identificacao e diferenciacao intraespecifica deste fungo por meio das
técnicas de PCR e SSCP (“Single-Strand Conformation Polymorphism Analysis) em
isolados deste entomopatdgeno, infectando Melanoplus sanguinipes (gafanhotos
migratérios). O perfil de restricdo dos produtos de PCR, sequenciamento e SSCP
permitiram a diferenciagcdo positiva de um isolado particular de B. bassiana em
relacdo a outros.

Outro marcador molecular amplamente utilizado na identificacdo e
diferenciacdo de espécies sao as regides do DNA ribossomal (DNAr). Os DNAr nos
eucariotos estao presentes repetidas vezes e cada unidade consiste de regides
codificadas para os genes RNAr 18S, 5.8S e 28S, e dois espagos internos — Internal
Transcribed Spacers (ITS) que separam essas regides. Cada unidade do DNAr é
separada por um espaco intergénico — Inter Genic Spacers (IGS). A unidade de
DNAr apresenta componentes em sua seqiiéncia que envolve variacdes e podem
ser usadas em estudos de sistematica para diferentes niveis taxonémicos (Fouly et.
al, 1997), pois sao conservadas ao longo da evolucédo (Figura 2).

NTS NTS
L [8s |, [[ | 285 | [ [8s ], If | 288
ETS 5,85 ETS \5,88
ITS ITS
Figura 2 - Representagdo das regides ITS do DNA ribossomal. (Fonte:

http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Eucaryot_rdna.png)

A regiao ITS tem sido a regido de DNA mais seqglenciada nos fungos, pois se
mostra altamente Uutil para sistematica molecular em nivel de espécie e mesmo
dentro de uma espécie, isto é, na identificacdo de racas geograficas, devido ao seu
mais alto grau de variacdo, quando comparada com regides génicas. Em adicao, os

padroes ITS 1 e ITS 4 obtidos com primers especificos tém sido descritos como
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ferramentas seletivas para identificacdo de fungos auxiliando em trabalhos de
diversidade entre isolados (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Berbee & Taylor (1995) enfatizaram que as regides do DNAr 18S e 28S sao
muito conservadas e podem ser utilizadas para diferenciacdo em nivel de género e
espécie, pois sdo conservadas durante a evolugdo. Por outro lado, as regides
espacgadoras ITS e IGS acumulam mais variabilidade, sendo mais utilizadas na
diferenciacdo de espécies ou entre linhagens da mesma espécie (Ristaino et al.,
1998).

Ristaino et al. (1998) estudaram um método rapido de identificacdo para seis
grupos taxondmicos do patégeno de plantas, Phytophthora, utilizando a comparagao
visual dos padrdes de bandas de restricdo para as enzimas Rsal, Mspl e Hae Ill. A
digestdo do produto ITS obtido com as enzimas de restricdo revelou perfis diferentes
dentre as espécies testadas possibilitando, em todos os casos, a diferenciacao inter
e intra-especifica. Os isolados foram caracterizados anteriormente por métodos
tradicionais, por meio de caracteristicas morfoldégicas. Os métodos moleculares
foram, segundo os autores, ferramentas rapidas e faceis para a identificacdo de
espécies dentro desse género.

Além das informagdes relatadas, anteriormente, com o uso de marcadores
moleculares, sugere-se que o alto grau de sensibilidade e precisdo das técnicas
moleculares ainda permitem que fungos entomopatogénicos possam ser
monitorados com seguranca no ambiente de acordo com sua origem e

especificidade (Hegedus & Khachatourians, 1996b).

2.4.4 Marcadores isoenzimaticos na caracterizacao de microrganismos

O termo isoenzima define um grupo de mudltiplas formas moleculares da
mesma enzima que ocorre em uma espécie, como resultado da presenca de mais de
um gene codificando cada uma delas (Moss, 1982). O principio basico da técnica
reside no uso de eletroforese (Smithies, 1955) e na visualizacdo do produto
enzimatico por métodos histoquimicos (Hunter & Markert, 1957). A difusdo de seu
uso ocorreu por meio do desenvolvimento de métodos eficientes para visualizacao
do produto enzimatico e da aplicabilidade imediata encontrada em varias areas de
biologia. As isoenzimas tém sido utilizadas no estudo de dispersao de espécies, na

analise de filogenias, no melhoramento de plantas, possibilitando a deteccédo de
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ligacdo génica com caracteres mono e poligénicos, identificacdo de variedades, na
selecdo indireta de caracteres agrondmicos, introgressao génica e avaliacdo de
germoplasma (Borba, 2002).

As isoenzimas desempenham a mesma atividade catalitica, mas podem ter
diferentes propriedades cinéticas e ser separadas por processos bioquimicos. O
numero de isoenzimas de uma determinada enzima esta relacionado ao numero de
compartimentos subcelulares onde a mesma reagao catalitica é realizada (Gottlieb,
1982).

A premissa basica adotada ao se utilizar dados enzimaticos € que diferengas
na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico sao resultantes de diferencas
em nivel de sequéncias de DNA que codificam tais enzimas. Assim, se os padroes
de bandas de dois individuos diferem, assume-se que estas diferencas possuam
base genética e sejam herdaveis (Murphy et al., 1990). Para interpretar os padroes
de bandas resultantes, € importante ter um conhecimento prévio sobre o numero de
subunidades da enzima — enzimas monoméricas sao formadas por um polipeptideo,
enquanto as diméricas por dois. Individuos heterozigotos para uma enzima dimérica,
além de duas bandas correspondentes aos dois polipeptideos, apresentam uma
terceira banda intermediaria, produto da conjugacdo dos dois polipeptideos. E
comum observar-se mais de um loco génico em um mesmo gel e a migracao das
bandas de cada loco é visualizada em zonas diferentes. As subunidades de uma
enzima podem ser codificadas por locos genéticos distintos, tornando mais complexa
a andlise do padrao de bandas isoenzimaticas.

A deteccdo de marcadores isoenzimaticos envolve basicamente trés etapas:
extracdo de proteinas, separacdo destas proteinas por meio de eletroforese e
coloracao histoquimica do gel, o que permite a visualizagdo do produto em forma de
uma “banda”. Uma vez identificado o tecido, este € macerado na presenga de um
tampéo que permita a extragdo das proteinas, a manutencdo de sua atividade
catalitica e a prevencao de oxidacao de compostos fendlicos associados. O extrato é
entdo separado em gel de eletroforese. Apds a eletroforese, as isoenzimas sao
visualizadas por uso de corantes histoquimicos especificos, os quais fornecem um
substrato para as enzimas. A eletroforese é uma entre vérias formas de
caracterizacao de isoenzimas e muitas variagdes podem nao ser detectadas por esta

técnica.
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Os marcadores isoenzimaticos apresentam vantagens e limitacées quando do
seu uso. Geralmente fornecem ampla informagao genética para diversas aplicacoes,
sua técnica é relativamente barata e acessivel. Embora em numero limitado, varios
locos isoenzimaticos podem ser analisados rapida e simultaneamente. Por isso,
mesmo hoje, com técnicas mais modernas, as isoenzimas continuam sendo uma
classe de marcadores muito Util para andlises genéticas que nao requeiram uma
amostragem ampla do genoma. Alelos isoenzimaticos sdo co-dominantes, isto é,
gendtipos heterozigotos e homozigotos de um determinado loco sdo facilmente
identificados, permitindo estimar parametros tais como freqiéncias genotipicas e
alélicas e a partir destes coeficientes de diversidade génica e heterozigosidade
(Borba, 2002).

Porém, quando a investigacao requer uma cobertura mais ampla do genoma,
como no caso de mapeamento genético ou caracterizagcdo detalhada de
germoplasma, as isoenzimas apresentam duas limitagcdes bésicas: o numero total de
locos que podem ser detectados no genoma e o numero de alelos por loco, isto é, o
nivel de polimorfismo genético detectavel em cada loco é pequeno quando
comparado com marcadores de DNA. Outras limitagbes das isoenzimas como
marcadores dizem respeito a: modificacbes pos-traducdo das enzimas, produzindo
as “isoenzimas conformacionais”, as quais diferem em estruturas secundarias e
terciarias; polimorfismo enzimatico em resposta a condigbes ambientais; diferengas
na atividade isoenzimatica associadas a estadios diferentes de desenvolvimento,
dentre outras (Gracga, 2002).

As isoenzimas de maneira geral sdo bons marcadores, pois, como sua
heranca é co-dominante, o heterozigoto € facilmente reconhecido e a segregacao
pode ser acompanhada de maneira confiavel (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Kesseli & Michelmore (1986) e Falcao & Contel (1991) abordaram que as
variagdes protéicas sao de grande importancia nos estudos genéticos como
indicadores dos niveis de polimorfismo e relacionamento filogenético, bem como na
identificacdo de racas, espécies e populacoes, representando, desse modo, uma
valiosa ferramenta para estudos evolutivos e taxondmicos. Além disso, a diversidade
alélica varia grandemente de loco para loco, sendo grande a variabilidade
isoenzimatica em organismos dipléides.

Cavalli-Molina (1984) destacou que numerosos estudos de locos enzimaticos

mostraram a existéncia de niveis significativos da variagcdo génica intra e
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interpopulacional em uma mesma espécie, além de uma diferenciacao consideravel
entre espécies no grau de heterogeneidade isoenzimatica intrapopulacional.

Numerosas aplicagdes da eletroforese de isoenzimas tém sido feitas. Entre
algumas dessas, pode-se ressaltar a distincdo entre variedades de interesse
econdmico, a identificacdo do genoma das espécies, o estudo das isoenzimas e
suas relacdes entre patdbgenos-hospedeiros, os estudos filogenéticos, a investigacao
das relagbes entre as espécies e a resolugao da origem e natureza de poliploides de
muitos géneros.

A irrestrita adocdo de marcadores isoenzimaticos no diagndstico e
determinagédo da diversidade genética de fitopatdbgenos deve-se, principalmente, a
sua simplicidade de uso, rapidez, seguranca e amplitude dos resultados obtidos
(Teixeira et al., 2004). Estes marcadores distinguiram satisfatoriamente isolados de
Colletotrichum  gossypii  South de  Colletotrichum  gossypii  (South) var.
cephalosporioides A. S. Costa obtidos de sementes de algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.) (Vieira, 1996; Silva-Mann, 2002).

Podem ser citados também experimentos que objetivaram dimensionar a
variabilidade genética de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici Snyder
& Hansen (Andrade et al., 1997), Fusarium moniliforme Sheldon (Camargo et al.,
1997), Botryodiplodia theobromae Pat. (Lima et al., 1997), Myrothecium roridum
Tode ex. Fr. (Machado et al., 1997) e Colletotrichum guaranicola Albuquerque (Véras
etal., 1997).

Foi possivel agrupar isolados de Pisolithus spp. quanto a taxa de divergéncia,
utiizando marcadores morfolégicos e enzimaticos. Para ambos, observou-se
grandes distancias entre os grupos formados, o que propiciou maiores ganhos na
selecdo de cruzamentos realizados entre isolados de grupos diferentes (Souza et al.,
2001).

Dois marcadores genéticos naturais que tém sido usados para patdgenos de
insetos sado isoenzimas e ampliacdo aleatéria de DNA polimérfico (RAPD).
Isoenzimas sdo marcadores valiosos que tém sido usados para testar o polimorfismo
genético em racas dos dois mais comuns fungos entomopatogénicos, B. bassiana
(Poprawski et al., 1988; Bridge et al., 1990; St. Leger et al., 1992) e Metarhizium
anisopliae (Riba & Silvy, 1986; St. Leger et al., 1992). Isoenzimas, no entanto,
podem subestimar a diversidade genética medida pelo fato de refletirem mudancas

em apenas alguns aminodcidos, assim limitando a quantidade de variagcéo
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detectavel para menos de um terco de todas as substituicbes de aminoacidos
(Lewontin, 1974).
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3. CAPITULO I: ATIVIDADE DE VOO E FLUTUACAO POPULACIONAL DE
Rhynchophorus palmarum (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)
EM PLANTIO DE COQUEIRO

Esta primeira fase do trabalho foi essencial para se conhecer a atividade de
vbo e a flutuagdo populacional de R. palmarum. A utilizacdo e a eficiéncia da
armadilha composta por atrativo alimentar e feroménio, para captura dos insetos
adultos em plantio de coco, ja foi comprovada em trabalhos de pesquisa realizados
por outros autores. No entanto, informacgdes referentes ao horario de véo e periodos
de maior ocorréncia do inseto ndo eram conhecidos. Essas informagdes seriam
necessarias para complementar os trabalhos que tém como objetivo a utilizagdo da
armadilha de captura em um sistema de autoinoculagdo do inseto com a B.
bassiana, através da inoculacdo do fungo na cana-de-acgucar, utilizada como atrativo

alimentar.
3.1 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido em duas etapas: a primeira, referente a atividade
de véo do R. palmarum, foi instalada em plantio comercial de coco localizado no
municipio de Araua-SE, regido com condi¢cbes edafoclimaticas predominando um
clima tropical chuvoso com verdo seco, temperatura média em torno de 25,6°C,
precipitacdo de 1.500 mm e solos de areia quartzoza com relevo plano a levemente
ondulado. O plantio é formado por plantas de cultivar hibrida com idade entre 8 a 10
anos. A segunda etapa, onde se monitorou a flutuagcado populacional do inseto, foi
realizada em plantios de coco no municipio de Aracaju-SE, cujas condi¢des
climaticas sdo semelhantes aquelas descritas acima. O plantio de coco limita-se a
uma pequena reserva de Mata Atlantica e é formado por 20 ha da variedade

Gigante, apresentando solo com estrutura de areias quartzozas e areas de “picarra”.
3.1.1 Atividade de véo de Rhynchophorus palmarum
Utilizou-se armadilhas confeccionadas com baldes plasticos (8 L) com duas

aberturas nas laterais de 75 cm?. No interior das armadilhas foram colocados colmos

de cana-de-agucar (15 cm) e uma capsula de feroménio (Rincoforol® - (2(E)-6-metil-
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2-hepten-4-ol), formulado no Laboratério de Sintese Organica/Universidade Federal
de Alagoas/UFAL. O feroménio foi acondicionado em micro tubos do tipo “Eppendoff
safe-lock®” com taxa de liberacdo diaria de 4,3 mg, conforme quantificagdo
realizada por Duarte & Lima (2001). Durante um ano, a cada vinte dias e em dois
dias consecutivos, instalou-se na periferia do plantio de coco duas armadilhas
distanciadas em 300 m e fixadas no estipe do coqueiro a 1,50 m de altura. O
monitoramento dos insetos foi realizado no periodo de 5h00 as 18h00. Os insetos
capturados nas armadilhas foram sexados, quantificados e identificado o horario da
sua coleta. Os resultados possibilitaram verificar a dindmica diaria de véo do R.
palmarum no pomar por meio do percentual de insetos capturados em cada
armadilha/dia/fracdo de hora no periodo de avaliagdo. Além disso, foi observado
visualmente pelos avaliadores, o v6o e o deslocamento dos insetos entre plantas e a

atracao pela armadilha.

3.1.2 Flutuacao populacional de Rhynchophorus palmarum

Para captura dos insetos adultos utilizou-se armadilhas “tipo balde” conforme
modelo descrito por Moura et al. (1990, 1998), composta por balde de plastico (20
L), e na tampa foram feitos trés furos e instalados funis, com a parte mais estreita
cortada e voltada para dentro da armadilha, visando facilitar a entrada e evitar a
saida dos insetos. No interior da armadilha foram colocados pedacos de 40cm de
colmos de cana-de-agucar (atrativo alimentar) cortados ao meio no sentido
longitudinal e uma capsula do feromdnio sintético (Rincoforol®), fixada na tampa.
Foram utilizadas quatro armadilhas, instaladas a uma distancia de 500m entre si. As
coletas dos insetos foram realizadas durante quatro anos (2001 — 2004)
quinzenalmente, e a cdpsula de feromonio substituida a cada trés meses.

Os valores referentes ao numero de insetos machos e fémeas capturados
pelas armadilhas foram submetidos a analise estatistica ndo-paramétrica por meio
da correlagdo de Spearman, onde a flutuagdo populacional do R. palmarum foi
correlacionada com a precipitagéo pluviométrica mensal para cada ano de avaliagao,

visando estimar sua possivel influencia na dindmica populacional do inseto.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.1 Atividade de voo de Rhynchophorus palmarum

A dindmica da atividade diaria de véo para adultos de R. palmarum em um
pomar comercial de coco encontra-se na Figura 3, sendo os resultados referentes ao
percentual de insetos capturados/armadilha/hora, do total coletado durante cada dia
avaliado.

A atividade diaria de véo de R. palmarum ocorreu das 5h00 até as 18h00,
sendo o periodo de maior atividade das 9h00 até as 14h00 quando se capturou o
maior percentual de insetos nas armadilhas (66,4%). O pico de maior captura (32%)
ocorreu das 9h00 as 11h00. A partir das 12h00 ocorreu uma redugao do vdéo dos
insetos chegando a um percentual baixo as 16h00. Entre as 16h00 e 17h00 houve
um retorno, com uma pequena atividade de véo, que reduziu das 17h00 as 18h00
(Figura 3A). Estudo semelhante realizado por Hagley (1965) na india demonstrou
que R. palmarum apresentou um comportamento de v6o com maior atividade entre
9h00 — 11h00 e 17h00 — 19h00. Nirula (1956), citado por Hagley (1965), observou
que a atividade maxima de vbo para a espécie R. ferrugineus ocorreu entre o nascer
do sol e 9 horas e entre as 17h00 e o pdr-do-sol. O R. palmarum apresenta atividade
diurna, embora eventualmente, possam ser capturados insetos durante a noite,
provavelmente, pela agao do atrativo alimentar e o feromdnio contidos no interior da
armadilha.

Hagley (1965) & Sanchéz et al. (1993) observaram padrbes na atividade de
vbo de R. palmarum, cuja abundancia estda condicionada a temperatura,
pluviosidade, umidade relativa do ar, além de outros fatores como a idade e
disponibilidade de plantas vulneraveis. Nesse estudo, dentre as condicionantes
referenciadas pelos autores e associado ao horario de maior captura dos insetos
(9h00 — 11h00), verificou-se que a temperatura teve uma maior influencia na
atividade de vbo. De acordo com Giles (1969), para a espécie Sitophilus zeamais o
pico de atividade de v6o, medido por meio da captura dos insetos com armadilhas
de succgao, ocorreu entre 15h00 e 17h00. Este mesmo autor analisou a populacédo
de outras cinco espécies, relatando que em temperaturas acima do limiar para essas

espécies a atividade de voo foi inibida.
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Sanchéz et al. (1993) verificaram que durante as horas de maior temperatura
diaria (12h00 as 16h00), ndo é encontrado insetos de R. palmarum voando. Estes
resultados corroboram em parte com os observados nessa pesquisa. Embora as
altas temperaturas, observadas no local onde foi desenvolvido este experimento,
tenham reduzido a atividade de vb6o da praga no coqueiral, ainda foram capturados
insetos adultos de ambos 0s sexos durante o periodo de maior intensidade cal6rica.
O R. palmarum durante as horas mais quentes do dia tende a permanecer protegido
na coroa da palmeira, onde as condi¢des climaticas sdo mais favoraveis.

Os insetos machos séo os primeiros a chegarem ao plantio, sendo capturados
a partir das 5h00 da manha. A populagdo de machos foi maior até as 9h00, quando
entdo foi superada pela das fémeas (Figura 3A). Contudo, ao final das avaliacoes
(18h00) para todas as coletas, a razdo sexual entre machos e fémeas foi
semelhante, 49,3% e 50,7% (Figura 3B). Os machos feromdnio de agregacao, que
contribui para aumentar a populacao dessa praga na cultura do coco, atraindo outros
individuos de ambos os sexos (Rochat, et al., 1991). Segundo Duarte & Lima (2001),
esta atracao também esta associada aos odores da fermentacao produzidos pelas
plantas infestadas ou estressadas, devido aos ferimentos causados durante a
colheita, ja que os insetos ovipositam nas cicatrizes recém abertas.

As observacbes de campo evidenciam que os adultos de R. palmarum
possuem habito diurno, mas evitam voar nas horas mais quentes do dia, ou quando
esta chovendo. Em dias nublados, com brisa suave e temperatura em torno de 25°C,
0s besouros podem ser vistos voando a qualquer hora do dia. Weissling et al.
(1994), verificaram em testes de laboratério que a temperatura e a umidade relativa
afetam significantemente a atividade inicial de véo da espécie R. cruentatus. No
entanto, neste trabalho, ndo se verificou variagao significativa para o inicio de véo do
R. palmarum durante o dia. Foram observados vdos dos insetos no campo desde as

primeiras horas da manha até o inicio da noite.
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Figura 3 - Dinamica da atividade diaria de v6o de Rhynchophorus palmarum em

condicbes de campo, (A) percentual de insetos capturados/hora e (B)

percentual acumulativo de insetos capturados/hora.
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3.2.2 Flutuacao populacional de Rhynchophorus palmarum

Durante os quatro anos de avaliacdo, de 2001 a 2004, foram capturados
insetos em todos os meses, totalizando 11.096 adultos; sendo coletados 17,5%,
16,7%, 31,9% e 33,8% no primeiro, segundo, terceiro e quarto ano,
respectivamente. A percentagem entre machos (55,1%) e fémeas (44,9%), para o
total de insetos capturados, foi muito semelhante em todos os anos de avaliagdo. A
densidade populacional variou ao longo dos anos. O maior nimero de insetos foi
capturado no ultimo ano de avaliagcao (3.751 insetos). A flutuagdo de R. palmarum
apresentou picos durante os quatro anos de avaliagdo, frequentemente, com um
aumento da densidade populacional nos meses de setembro a novembro e uma
reducdo nos meses de janeiro a margo e junho a julho (Figura 4), com excegéo do
segundo ano de avaliacdo que apresentou nos meses de janeiro a margco elevada
densidade populacional (Figura 4B).

Segundo Mdller et al. (1998), a populacado de R. palmarum em dendezais no
municipio de Igarapé-Acu foi maior no periodo chuvoso (janeiro a julho), com uma
média de 25,03 insetos/quinzena/armadilha. Esse resultado concorda com aqueles
encontrados neste estudo, em que considerando a precipitacdo total/ano verifica-se
que nos anos de menor pluviosidade a populacdo de R. palmarum capturada
também foi reduzida.

O maior numero de insetos foi capturado nos dois Ultimos anos de avaliacao,
quando os indices pluviométricos foram maiores, 1.351 mm e 1.549 mm,
respectivamente. Entretanto, por meio da Correlagcdo de Spearman, observou-se
uma associagao entre a redugédo da populagcdo dos insetos ao longo dos anos, nos
meses com maior precipitacdo pluviométrica (Tabela 1). Este fato estd bem
caracterizado na avaliacao da flutuacdo populacional dos dois primeiros anos. Para
esses dois anos, os meses de chuvas foram bem definidos iniciando-se em abril e
terminando no final de julho (Figura 4A e 4B). No entanto, para os dois Ultimos anos
de avaliacdo as chuvas foram mais distribuidas durante os meses, propiciando um
maior periodo com condicbes favoraveis ao crescimento da populacdo de R.

palmarum (Figura 4C e 4D).
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A variacao da densidade populacional de R. palmarum no plantio de coco é
relacionada a atragdo dos insetos pelos volateis liberados dos tecidos de plantas
que foram cortadas ou estao doentes (Oehlschlager et al., 1995; Giblin-Davis et al.,
1996). Observacdo semelhante foi feita por Weissling et al. (1994), para essa
mesma especie, verificando que a abundancia desse curculionideo pode depender
das chuvas ou de outros fatores, como a disponibilidade de plantas feridas ou
doentes. No entanto, nessa pesquisa, verificou-se a marcante influéncia de fatores
climaticos, com destaque para a precipitacdo, na interferéncia do véo e na
densidade populacional da praga em plantio comercial de coco.

Tabela 1 - Coeficientes de correlagdo de Spearman (rs) para o nimero de machos
(3) e fémeas () de Rhynchophorus palmarum em relacdo a

precipitacdo mensal (mm) para cada ano de avaliagao.

Caracteristica 2001 2002 2003 2004
Coeficiente J Q 3 ? J Q 3 ?
rs -0,63 -0,63 -0,75 -0,90 -0,34 -0,20 0,13 -0,12
t (n-2) 2,61* 2,60* 3,64** 6,61* 1,16 0,65 0,44 0,40

*significancia ao nivel de 5% - ** significancia ao nivel de 1%

3.3. CONCLUSOES

¢ Os insetos machos de R. palmarum sao os primeiros a iniciarem a atividade de
vOo, a partir de 5h00 da manh&, em plantio de coco;

e A maior populagao de adultos de R. palmarum é encontrada no plantio de coco
das 9h00 as 11h00 h da manha e, ao final do dia as 18h00 h, a populacdo de
machos e fémeas € semelhante;

¢ A precipitacdo pluviométrica influencia na populagdo de adultos de R. palmarum,
que é reduzida nos periodos de maior preciptacao.
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4. CAPITULO II: EFEITO DO TEMPO DE EXPOSICAO E CONCENTRACAO DE
ESPOROS DE Beauveria bassiana SOBRE A
AUTOINOCULAGCAO E MORTALIDADE DE ADULTOS DE
Rhynchophorus palmarum

A interacdo patdgeno/hospedeiro, influenciada por diferentes fatores
associados a esses organismos e ao ambiente, é alvo de estudo em trabalhos que
utiizam fungos entomopatogénicos para o controle de insetos pragas. Varios
autores testaram com sucesso diferentes espécies de patégenos no controle
biol6gico de pragas. O objetivo desse trabalho foi conhecer a patogenicidade do
fungo, veiculado por meio de colmos de cana-de-agucar infectados com B. bassiana,
sobre adultos de R. palmarum, determinando o tempo necessario para a infec¢ao e
a concentracao de esporos mais eficiente. Os resultados obtidos nessa pesquisa
viabilizarao, a partir da metodologia empregada na armadilha de captura do inseto,
um novo modelo de armadilha que visa a disseminacao dos esporos do patdégeno
por meio da autoinoculacao, contribuindo para reducéo da populacdo da praga nos
plantios de coco.

4.1 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido em trés etapas: a primeira compreendeu a
preparacdo das suspensdes de esporos de B. bassiana, realizada no Laboratorio de
Controle Biolégico da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Tabuleiros
Costeiros (Embrapa — CPATC), localizado no municipio de Aracaju-SE; a segunda
etapa abrangeu as coletas dos insetos nos pomares de coco e a terceira, os testes
de concentracao de esporos do fungo e o tempo para autoinoculacdo de R.
palmarum com B. bassiana, realizados no Laboratério de Entomologia da
Universidade Federal de Sergipe/UFS.

4.1.1 Coleta de adultos de Rhynchophorus palmarum
Os insetos foram coletados em quatro pomares comerciais de coco

localizados no Pélo de Fruticultura do Platé de Nedpolis, no municipio de Neodpolis —

SE. Para captura de adultos utilizaram-se armadilhas “tipo balde” descritas por



38

Ferreira et al. (1998), compostas por baldes de plastico (50 L), em cujas tampas
foram feitos trés furos e instalados funis, com a parte mais estreita cortada e voltada
para dentro das armadilhas, para a entrada e evitar saida dos insetos. Dentro dos
baldes foram colocados colmos de cana-de-agucar (atrativo alimentar) mais capsula
do feroménio comercial (Rincoforol®). As armadilhas foram dispostas na periferia do
plantio de coco distantes 350 m entre si. Os insetos adultos foram coletados
quinzenalmente, quando era trocado o atrativo alimentar. Os feroménios foram

substituidos a cada 30 dias.

4.1.2 Bioensaio de autoinoculacao para adultos de Rhynchophorus palmarum

com Beauveria bassiana e viabilidade dos esporos do fungo

Preparacao das suspensoes de esporos de B. bassiana: a suspensao-padrao foi
obtida da cultura original do fungo (isolado CPATC/032) em arroz, submetendo-o a
duas lavagens consecutivas com agua destilada com adicdo de Tween 80 (0,05%).
A partir dessa suspensao foram realizadas diluicbes sucessivas para permitir a
contagem direta dos esporos em microscopio 6tico, empregando-se Camara de
Neubauer. Depois de determinada a concentragdo de esporos da suspensao-padrao
equivalente a 2,86x10° esporos/mL de suspensdo, foram realizadas novas diluicdes
em agua destilada acrescida de Tween 80 (0,05%), visando padronizar as
concentracdes empregadas no experimento (10°, 10° e 10° conidios/mL de
suspensao).

A suspensao de esporos foi utilizada ap6s a padronizacao das concentracoes,

nao sendo necessario empregar técnicas de armazenagem do fungo.

Bioensaios de autoinoculacao: em média de quatro colmos de cana-de-aglcar
foram cortados e abertos longitudinalmente formando feixes com 13 cm de
comprimento (Figura 5A). Os feixes foram imersos em suspensdes padronizadas de
esporos do fungo B. bassiana nas concentracdes de 10”7, 10® e 10° esporos/mL de
suspensao, por um periodo de 30 minutos (Figura 5B).

Adultos de R. palmarum foram separados em grupos de cinco casais (Figura
6A) limpos em agua destilada e transferidos para baldes (15 L) contendo os colmos
de cana-de-agucar, previamente infectados pelo fungo (armadilha de
autoinoculagao) (Figura 6B). Os insetos permaneceram em contato com o in6culo
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durante diferentes periodos: 45 min., 1h30, 3h00 e 6h00, correspondente aos quatro
tratamentos. Os tratamentos foram constituidos por quatro repeticdes compostas por
10 insetos cada, totalizando 160 insetos adultos/concentracdo de fungo. Na
testemunha, os insetos permaneceram nos colmos de cana-de-agucar pelo mesmo
periodo dos tratamentos, sendo os colmos imersos somente em agua destilada.
Durante o experimento a temperatura foi de 26,0+1,0°C, a umidade relativa 75% e a
fotofase de 12h.

(A)

Figura 5 - Formacao dos feixes de cana-de-acucar (A) e imersdo na solugdo do
fungo Beauveria bassiana (B).
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(A)

(B)

Figura 6 - Adultos de Rhynchophorus palmarum agrupados em casais — fase
anterior aos testes de autoinoculacdo (A) e na armadilha de
autoinoculacdo em contato com os colmos de cana-de-agucar

infectados com o fungo Beauveria bassiana (B).

Apés o periodo de autoinoculagdo, os insetos foram individualizados em
garrafas plasticas (200 mL) com pedacos de cana-de-agucar utilizados para
alimentacao, substituidos a cada trés dias (Figura 7A). As avaliagcbes foram

realizadas diariamente por um periodo de 20 dias. Os insetos mortos foram isolados
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em potes plasticos (250mL) contendo papel filtro umedecido, visando confirmar a

infeccao por meio da esporulacao do fungo (Figura 7B).

Figura 7 - Insetos individualizados ap6s os testes de autoinoculacdo, em colmos de
cana-de-agucar infectados com o fungo (A) e em camara Umida, visando

confirmagao da mortalidade por fungo (B).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
fatorial 3x4 (trés concentracdes do fungo e quatro tempos de autoinoculacao), com 4
repeticées compostas por 10 insetos de cada, mais a testemunha. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p>0,05).



42

O percentual de insetos mortos pelo fungo foi determinado por meio da
mortalidade corrigida (Mc) em relagéo a testemunha, pela formula de Abbott (Abbott,
1925):
onde,

X_
Mc = yX]OO

Mc (%)= mortalidade corrigida
X= % de sobrevivéncia do grupo controle
Y= % de sobrevivéncia do grupo de tratamentos

Avaliacao da viabilidade de esporos de B. bassiana na armadilha de
autoinoculacao: a viabilidade dos esporos do fungo foi avaliada por meio da
mortalidade dos insetos em uma armadilha adaptada do modelo de autoinoculagéo.
No modelo da armadilha utilizada nos bioensaios de autoinoculagcao foram abertos
trés janelas (5cmx15cm) ao redor das paredes do balde (15 L) (Figura 8). Os colmos
de cana-de-agucar foram imersos por 30 minutos em suspensdo do fungo na
concentracdo de 10° esporos/mL de suspensao, e apds esse periodo permaneceram
em repouso por mais cinco minutos para escorrer o excesso da suspensdo. Foram
instaladas cinco armadilhas, contendo no seu interior colmos de cana-de-agucar
infectados e 20 insetos adultos/armadilha, permanecendo por um periodo de 24
horas. Em seguida, os insetos foram retirados da armadilha e individualizados em
garrafas plasticas contendo alimento e avaliados por 20 dias (conforme metodologia
descrita no item anterior - bioensaios de autoinoculagéo). Os insetos foram
substituidos por outros da criacdo estoque a cada 24 horas durante 14 dias, sem
trocar o colmo de cana-de-acucar infectado com fungo. Para testemunha utilizou-se
a mesma metodologia anterior, porém, os colmos de cana-de-agucar foram imersos
em agua destilada.

Os procedimentos para confirmag¢do da infeccdo dos insetos mortos com o
fungo e a avaliacdo do percentual de mortalidade (mortalidade corrigida), seguiram a
metodologia descrita nos bioensaios de autoinoculagédo (do item 4.1.2). Os
resultados foram submetidos a anélise de variancia e a mortalidade média diaria foi
comparada pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 8 — Armadilha utilizada nos testes de viabilidade de esporos de Beauveria

bassiana.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Coleta de adultos de Rhynchophorus palmarum

O numero médio de insetos em cada coleta, realizada nos quatro pomares
comerciais de coco, foi de 300 adultos; desses foram utilizados nos testes de
autoinoculacdo somente insetos (machos e fémeas) que se apresentavam sadios e

de tamanho uniforme.

Nao foi possivel utilizar insetos adultos originados de criacdo em laboratério.
O R. palmarum é uma espécie que apresenta um longo ciclo de vida, principalmente
na fase larval, o que demandaria maior tempo para a realizagdo dos experimentos.
Este fato ndo influenciou os resultados obtidos neste experimento, haja vista, que as
testemunhas usadas nos testes de autoinoculacédo apresentaram baixa mortalidade.
Além disso, para efeito de célculo, todos os valores de mortalidade foram corrigidos
levando-se em consideracao a testemunha.
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4.2.2 Bioensaio de autoinoculacao de adultos de Rhynchophorus. palmarum

com Beauveria bassiana e viabilidade dos esporos do fungo

Na Figura 9 observa-se um efeito linear crescente para os parametros
avaliados, tempo de exposicdo (autoinoculagdo) e concentracdo do fungo. A
mortalidade dos insetos foi diretamente proporcional ao aumento do tempo de
exposicdo dos insetos aos colmos de cana-de-agucar infectados com o fungo
(45min; 1h30; 3h00 e 6h00) e as concentracdes de esporos (107, 10%, e 10°
esporos/mL de suspensdo). Os altos valores de R? (> 0,90) indicam o ajuste das
equacgdes aos resultados encontrados nesse experimento.

Verificou-se uma tendéncia no aumento da mortalidade dos insetos em
funcdo do maior tempo de permanéncia desses nas armadilhas de autoinoculagao.
Os maiores indices de mortalidade (M;) ocorreram no tempo de 6h de exposicao dos
insetos aos colmos infectados com fungo para todas as concentracbes avaliadas
(Figura 9). Furlong et al. (1995) relataram um tempo de cinco minutos para
autodisseminacdo do fungo entomopatogénico Zoophthora radicans por Plutella
xylostella (Lepidoptera: Yponomeutidae) utilizando armadilhas com feroménio.
Wenzel et al. (2003) avaliaram a patogenicidade dos fungos B. bassiana (isolado
IBCB 66) e Metharzhizium anisopliae (isolado IBCB) na concentragdo de 10°
conidios/placa sobre adultos de R. palmarum. Os fungos, utilizados, foram colocados
em placas de Petri onde os insetos caminharam por trés minutos. Em seguida foram
mantidos sob condigdes controladas de laboratério e avaliados diariamente durante
20 dias, obtendo-se uma porcentagem de mortalidade de 51% e 27% para B.
bassiana e M. anisopliae. Confrontando os resultados obtidos nessa pesquisa com
de outros autores, cujos objetivos foram semelhantes, verifica-se que o contato dos
insetos com o substrato contaminado com fungo torna os resultados de infeccao
mais eficientes, principalmente, em fungéo da relacao existente entre a concentragao
de esporos do fungo e o tempo de exposicado (contato) do inseto ao substrato. No
entanto, como se trata de organismos vivos em uma relacdo patégeno-hospedeiro,
outras fatores devem influenciar a infeccao, tais como: comportamento das espécies,
concentracao e viruléncia do fungo, condicdes fisicas do ambiente e a viabilidade do

patégeno no substrato.
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Na pratica, o emprego de armadilhas com microrganismos patogénicos para
autoinoculacao, além de causar mortalidade direta dos insetos capturados contribui
para dispersdo do patdégeno para outros insetos de ambos os sexos e para outras
geracOes. Ferreira et al. (1996) relataram a transmissdo de B. bassiana entre
individuos adultos de R. palmarum, sendo o nivel de propagacdo da infeccdo de
1:3,5 (inseto infectado:inseto sadio) e a mortalidade de 88,7% nos insetos infectados
via transmissdo. Vail et al. (1993) verificaram mortalidade de 60 e 50% da primeira e
segunda geracdes de Plodia interpunctella.

Observou-se uma relagdo positiva entre a concentracdo de esporos da
suspensado e a mortalidade (Mc) de R. palmarum, atingindo valores equivalentes a
60,5%; 65,8% e 84,2% nas concentragdes de 10°, 10® e 10° esporos/mL de
suspensao, respectivamente (Figura 9). Mulock & Chandler (2001a) constataram
uma mortalidade de 10%, 29% e 50% de adultos de Diabrotica virgifera virgifera
(Coleoptera: Chrysomelidae) em relagdo as concentragcdes de B. bassiana 7x10'?,
2x10"® (duas aplicacdes) e 5x10'® (uma aplicacdo) conidios/ha, concentracdes
superiores as testadas neste experimento. Em trabalhos de infeccao direta de R.
palmarum com B. bassiana, isolado 032/CPATC, Lima et al. (1996) afirmaram que a
concentragdo 10® esporos/mL foi a mais eficiente, provocando uma mortalidade de
96% nos insetos adultos, enquanto que, a concentragdo 10° atingiu apenas 40% da
populacdo de R. palmarum, com mortalidade equivalente de machos e fémeas para

ambas concentragoes.
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suspensdo em fungdo do tempo para autoinoculacéao (45min, 1h30, 3h00
e 6h00).

O resumo da analise de variancia dos parametros avaliados em fung¢do da
concentracao do fungo e do tempo de autoinoculagéo esta representado no Tabela
2. A maior mortalidade de adultos ocorreu na concentragdo 10° esporos/mL. Esta
concentracdo nao apresentou diferenca significativa, pelo Teste de Tukey, para a
concentragdo 10® (mortalidade de fémeas). A menor mortalidade foi verificada na
concentragdo 10’ esporos/mL, ndo havendo diferenca significativa em relacdo a 10°
esporos/mL. Nao houve diferenga significativa no percentual de mortalidade entre os
tempos 45min, 1h30 e 3h00 de autoinoculagdo. Os insetos submetidos ao contato
com os colmos de cana-de-agucar inoculados com o fungo por um periodo de 6h00,
apresentaram mortalidade igual ou superior a 80,0%. Contudo, esse tempo nao
diferiu significativamente para os tempos de 3h00, nos machos, e 3h00 e 1h30, nas

fémeas (Tabela 3).

Tabela 2 - Resumo da analise de varidncia para mortalidade total (MT) de

Rhynchophorus palmarum.

L Qm’
Causas de variacao GL A

Macho Fémea Total
Concentracao do fungo (A) 2 9347,260** 3315,598** 6218,842**
Tempo de autoinoculacao (B) 3 10490,21** 12579,52** 11261,48**
AxB 6 901,4933* 1236,841 821,4911**
Residuo 36 338,4257  644,5372  220,5792
CV (%) 38,8 47,1 29,3

! ** * significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade pelo Teste F.

A mortalidade de adultos de R. palmarum foi avaliada diariamente durante o
periodo do experimento de autoinoculagdo (20 dias). Observou-se um pico de
mortalidade confirmada (porcentagem de individuos nos quais ocorreu a
conidiogénese do fungo) no 9° dia de avaliagdo, com uma mortalidade de 53% do

total de insetos tratados com o fungo. Considerando-se a mortalidade acumulada a
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cada cinco dias, verificou-se que 0s maiores percentuais ocorreram entre 0 102 e 0
152 dia de avaliagdo (Figura 10). Estes resultados concordam com os encontrados
por Lima et al. (1996), que relataram a morte de R. palmarum por B. bassiana entre
0 9% e 0 12° dia apds a inoculacado. Entretanto, este periodo é bastante variavel.
Todas as fases do ciclo das relagbes patdgeno-hospedeiro, principalmente a
germinagdo, penetracdo e reprodugdo sdao muito dependentes das condi¢coes
ambientais: temperatura, umidade e radiagdo ultravioleta. Furlong et al. (1995)
verificaram que o tempo de desenvolvimento do fungo Z. radicans infectando adultos
de P. xylostella esta relacionado a variagao da temperatura, pois adultos inoculados
com conidios primarios morreram com 72h na temperatura entre 18 a 25°C e apos

120h na temperatura entre 16 a 23°C.



Tabela 3 - Valores médios da mortalidade de machos, fémeas e total (macho + fémeas) de Rhynchophorus

palmarum, em funcao da concentragao do fungo Beauveria bassiana e do tempo de autoinoculagao.

, Concentracao (esporos/mL de suspensao) Tempo de autoinoculacao
Mortalidade (%) . 8 9 _
10 10 10 45min 1h30 3h00 6h00
Machos 34,0a 35,7 a 72,3 b 445 a 52,6 a 59,7 ab 80,0b
Fémeas 40,2 a 55,5 ab 65,8 b 50,4 a 68,7 ab 66,3 ab 83,8b
Total 36,6 a 445 a 70,3 b 48,7 a 60,7 a 61,4 a 81,7b

Valores com letras iguais na linha, para cada tratamento (concentragdo e tempo de autoinoculagéo), ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey.

6V
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Figura 10 - Percentual de mortalidade diaria e mortalidade acumulada de adultos de
Rhynchophorus palmarum por Beauveria bassiana no periodo de
avaliacao.

Ap6s a morte do inseto pela agdo do fungo, as hifas comegcam a emergir. Sob
condicdes ambientais favoraveis, inicia-se, associada ao crescimento micelial, a
esporulacao ou conidiogénese do fungo, esta ultima caracterizada por uma formagao
pulverulenta que recobre todo o corpo do inseto (Figura 11).

Varios fatores devem ser considerados para se atingir melhorias na eficacia
dos fungos entomopatogénicos no campo. Um aumento na dosagem das aplicacoes
pode ser praticavel experimentalmente, mas inviavel comercialmente devido ao
custo da producado massal de conidios. Entretanto, este ndo é um fator limitante na
autoinoculacdo de adultos de R. palmarum, pois a quantidade necessaria de

esporos é baixa.



51

Figura 11 — Evolucao da infecgdo de adultos de Rhynchophorus palmarum pelo

fungo Beauveria bassiana.

A busca por avangos direcionados a atividade residual do fungo nas
aplicacoes em campo, seja por meio da adigdo de adjuvantes como protetores UV,
de formulagdes modificadas e/ou da autodisseminacéo de fungos por armadilhas e
substratos infectados, deve ser continua e destinada ao aperfeicoamento das
praticas de controle e manejo de pragas de importancia agrondémica.

A viabilidade dos esporos foi avaliada por meio da patogenicidade do fungo
nos insetos, os quais foram infectados durante o contato com os colmos de cana-de-
acucar inoculados com B. bassiana. Varios autores estudaram o efeito de diferentes
substancias na esporulacao, crescimento radial e taxa de germinacado de fungos
entomopatogénicos. A maioria desses estudos teve o objetivo de avaliar a
viabilidade das espécies de fungo em diferentes composicdes de meios de cultura
ou em mistura com outros produtos, 6leos vegetais ou minerais e inseticidas
quimicos, para o controle de pragas em condicdes de laboratério ou em campo. No
entanto, pouco se sabe sobre a viabilidade de fungos entomopatogénicos inoculados
em substratos vegetais e da interacéo existente entre eles.

Na Figura 12 encontra-se os resultados referentes a viabilidade dos esporos
de B. bassiana avaliados pela da infecgdo e mortalidade dos insetos. Os maiores
percentuais de mortalidade ocorreram no primeiro (54,0%) e terceiro (49,7%) dia de
contato dos insetos adultos com os colmos de cana-de-agucar inoculado com B.
bassiana. No entanto, o percentual de mortalidade até o oitavo dia nao apresentou

diferenga significativa em relacao aos primeiros dias de avaliagdo. Nos primeiros
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dias verificou-se uma alta variagdo no percentual de mortalidade (min. e max.) dos
insetos. No primeiro dia, por exemplo, a mortalidade média foi 54% variando entre
76,9% a 23,1%, ja nos ultimos dias a variagéo foi menor (11,1% a 0%) (Figura 12).
Este fato pode esta relacionado a complexa interacao existente entre os esporos do
fungo, pela sua capacidade de germinar e esporular no substrato vegetal; a cana-de-
agucar, pois o processo de fermentacao que pode ter afetado o desenvolvimento do
fungo e do inseto, além que os exemplares podem ter apresentado graus de
tolerancia diferentes ao patogeno.

Mulock & Chandler, (2001b) testaram a eficiéncia de B. bassiana no controle
de adultos de Diabrotica virgifera virgifera utilizando suspensdes de conidios
aplicados em plantas de milho obtendo mortalidades de até 50%. Os autores
concluiram que ndo houve diferenga significativa na mortalidade de besouros
coletados aos trés dias quando comparados com cinco dias apo6s aplicagao,

comprovando a persisténcia dos esporos do fungo no campo.
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Figura 12 — Avaliacdo da viabilidade de esporos de Beauveria bassiana em funcao
da autoinoculacdo e mortalidade (corrigida) de Rhynchophorus
palmarum pelo fungo. (valores com letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey)
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4.3. CONCLUSOES

¢ O isolado 032.91 do fungo Beauveria bassiana, transmitido por meio de colmos
de cana-de-agucar infectado, € altamente patogénico para adultos de
Rhynchophorus palmarum;

e A concentracdo de 10° esporos/mL de suspensdo causa maior mortalidade de
adultos de Rhynchophorus palmarum, nao diferenciando da concentracdo 10°
esporos/mL de suspenséao para a mortalidade de machos e fémeas;

e O contato de adultos de Rhynchophorus palmarum com colmos de cana-de-
acucar infectados com Beauveria bassiana por 3h00 e 6h00, causa uma maior
mortalidade desse inseto;

e Esporos de Beauveria bassiana, em armadilhas de autoinoculagéo, apresentam
viabilidade semelhante até o oitavo dia, apds a inoculagdo dos colmos de cana-

de-acucar com o fungo.
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5. CAPITULO Ill: MARCADORES RAPD, MICROSSATELITES, ITS-DNAr E DE
ISOENZIMAS NA CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE
GENETICA DE ISOLADOS DE Beauveria bassiana

No aspecto fitossanitario, o coqueiro sofre o ataque de inUmeras pragas,
dentre as quais se destaca o R. palmarum, que causa danos de importancia
econdmica para a cultura, reduzindo a produtividade dos pomares e, em condi¢cdes
de alta infestacdo, levando as plantas a morte. No Estado de Sergipe, muitos
trabalhos foram realizados objetivando o estudo dessa praga, principalmente,
relacionados a biologia, comportamento e controle. Dentre os métodos de controle
estudados, despontaram as pesquisas com a utilizacdo de fungos
entomopatogénicos pelos numerosos casos de observacao e coleta em campo, nas
diferentes localidades do estado, de espécies de pragas mortas por infeccdo com B.
bassiana. Além disso, por se tratar de um método de controle de comprovada
eficiéncia e baixo impacto ao meio ambiente. A mortalidade natural de diferentes
espécies de insetos com B. bassiana permitiu a formacdo de uma colecdo de
isolados desse fungo de origem diversa, em relacdo ao local de coleta e ao
hospedeiro.

Desta forma, realizou-se a caracterizagdo genética de B. bassiana de isolados
coletados em Sergipe e em outras localidades visando verificar a similaridade destes
por meio de marcadores moleculares e correlacionar com dados de origem, local de

coleta e espécie de hospedeiro.
5.1 MATERIAL E METODO
5.1.1 Obtencao e multiplicacao dos isolados de Beauveria bassiana
Foram utilizados 11 isolados do fungo entomopatogénico B. bassiana,
coletados de diferentes espécies de insetos, a maioria pragas de coqueiro,

parasitados naturalmente em campo. Esses isolados foram originarios de diferentes

regides do Estado de Sergipe (Figura 13) e de outras localidades (Tabela 4).
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Figura 13 — Localidades de origem dos isolados de Beauveria bassiana no Estado

de Sergipe.

Os isolados, provenientes de cultura monospdérica do Banco de Agentes
Biolégicos da Embrapa Tabuleiros Costeiros (Figura 14), foram repicados para meio
liquido (40 mL) [sacarose — 10g.L", L-asparagina — 2g.L", extrato de levedura —
29.L", KHoPO, — 1g.L", MgSO4.7H,O0 — 0,1g.L", ZnSO4.7H.O — 0,44mg.L",
FeCls.6H20 — 0,48mg.L™”", MnClo.H20 — 0,36mg.L"] (Alfenas, 1991), sendo mantidos
a uma temperatura de 25°Cx1°C por sete dias, em mesa agitadora a 80 rpm e no
escuro. Apos esse periodo, os micélios foram filtrados a vacuo em funil de Bichner e
armazenados a -21°C em freezer, em seguida liofilizados em equipamento tipo
Benchtop, Virtis, NY, USA.
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Figura 14 — Cultura monospdrica dos isolados de Beauveria bassiana da micoteca

da Embrapa Tabuleiros Costeiros.
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Tabela 4 - Culturas monospéricas de Beauveria bassiana do Banco de Agentes

Biologicos da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Isolados Local de origem Hospedeiros Instituicéo
BC.05 Boquim/SE - C Cratosomus flavofasciatus ~ Embrapa - CPATC
027.94  Sao Cristévdo/SE—C  Rhinostomus barbirostris ~ Embrapa - CPATC
032.91 Aracaju/SE - C Rhynchophorus palmarum ~ Embrapa - CPATC
052.96 Betume1/SE - C Homalinotus coriaceus Embrapa - CPATC
053.96 Moju/PA — | Brassolis sophorae Embrapa - CPATC
057.99 Betume2/SE — C Homalinotus coriaceus Embrapa - CPATC
058.99 Saquarema/RJ — | Homalinotus coriaceus Embrapa - CPATC
059.99 Malhador/SE — C Rhynchophorus palmarum ~ Embrapa - CPATC
062.00 Nedpolis/SE — C Coraliomela brunnea Embrapa - CPATC
064.99 Egito — | Rhynchophorus ferruginus ~ Embrapa - CPATC
065.03 Umbauba/SE — C Rhinostomus barbirostris Embrapa - CPATC

C — Coletado; | — Intercambiado

5.1.2 Extracao de DNA

Na extracdo do DNA genbGmico, o micélio previamente macerado em
nitrogénio liquido foi colocado em microtubo de 2 mL, ao qual se adicionou 700 pL
de solucao extratora (549 yL de agua estéril, 300 yL de SDS 10%, 100 uL EDTA
0,5M pH 8, 50 pL de Tris-HCI 1M pH 8 e 2-mercaptoetanol/amostra), que foi agitado
até a homogeneizacao e mantido em banho-maria a 65°C por 60 minutos.

Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 12.000 XG por 10 minutos e o
sobrenadante recolhido. A seguir, adicionou-se 600 pL de fenol saturado e
cloroformio (1:1) e a mistura foi centrifugada no mesmo tempo e rotagdo. O
sobrenadante obtido foi transferido para novo microtubo, ao qual foi adicionado o
mesmo volume de cloroférmio e alcool isoamilico (1:1). A mistura foi centrifugada e o
sobrenadante retirado, sendo adicionado 1/10 do seu volume de acetato de sédio
3M e 2/3 de isopropanol gelado (-20°C).

Apoés repouso de no minimo 60 minutos a -20°C, a mistura foi centrifugada e
observada a formagéo do precipitado. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado duas vezes com 200 pL de etanol 70%, sendo cada lavagem de dois
minutos. O alcool foi desprezado e o precipitado lavado com 250 pL de etanol 95%
por 3 minutos. Passado este tempo, procedeu-se nova lavagem com alcool 70%.
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O precipitado foi ressuspendido com 100 yL de TE (tampao Tris-EDTA)
acrescido de RNAse e incubado a 65°C por 20 minutos. Realizou-se duas novas
precipitacoes e lavagens, sendo que ao final, o precipitado foi ressuspendido com a
adicao de 50 pL TE (Esquema 1).
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Esquema 1 — Representacdo esquematica do protocolo de extracdo de DNA de

Beauveria bassiana.
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5.1.3 Amplificacao de marcadores RAPD na analise da diversidade de

Beauveria bassiana

A reacao de amplificacdo apresentou um volume de 25 uL [14,3 pL de agua
destilada autoclavada, 3 pL de tampao 10X, 0,6 pL de d-NTP’s (10mM), 0,9 uL de
MgCl, (50mM), 0,2 pyL de taqg polimerase (2U), 3 uL de primer e 3 pL de DNA].
Foram testados 20 primers decadmeros de sequéncia arbitraria da marca IDT (Tabela
5).

A amplificagéo foi realizada utilizando-se termociclador (Biometra/Unisciense)
com temperatura inicial de 94°C por 5 min. seguida por 45 ciclos de amplificacao a
94°C por 1 min., visando a desnaturacdo do DNA; 36°C por 2 min, para o
anelamento de um primer decamero de amplificagdo aleatéria; e 72°C por 1 min.,
visando a extencdo do seguimento de DNA realizada pela enzima DNA polimerase
(Taq), a partir da adicao de nucleotideos.

Os produtos de amplificacdo do DNA foram separados em gel de agarose
0,8%, submetidos a eletroforese em tampao TBE 0,5X (90mM Tris-borato, 1mM
EDTA, pH 8,0) a 100V por 1 hora e meia, corados com brometo de etidio (0,5
ug/mL) e visualizados sob luz ultra violeta (UV).

Tabela 5 - Seqliéncias dos primers decameros utilizados nas reacoées de RAPD.

Primers Seqliéncia5’ -3’
01 CAGGCCCTTC
02 TGC CGAGCTG
03 GTTTCG CTCC
04 TGATCC CTG G
05 TTC GAGCCAG
06 GTG AGG CGTC
07 ACC GCG AAG G
08 GGA CCC AACC
09 CCC AAGGTCC
10 GGT GCG GGA A
11 ACG GATCCT G
12 GAGGATCCCT
13 CTACGG AGG A
14 GGC ACTGAG G
15 GGT CGG AGA A
16 TCGGACGTGA
17 ACCTGGACAC
18 GGA GGAGAG G
19 CCC GGC ATAA

20 AAA GTT GGG A
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5.1.4 Marcadores de microssatélites na analise da diversidade de Beauveria

bassiana

O DNA extraido dos 11 isolados de B. bassiana foi submetido a reacdes de
PCR, utilizando 4 pares de primers baseados em marcadores de microssatélites
(Tabela 6). Esses oligonucleotideos foram escolhidos de acordo com o estudo
realizado por Rehner & Buckley (2003).

As reagbes de amplificagdo foram feitas em um volume de 25uL [3pL de
tampao 10X, 0,9uL de MgCl, (50mM), 0,6puL de d-NTP’s (10mM), 0,4uL de taq
polimerase (2U), 18,1uL de agua ultra-pura, 0,5uL de cada primer (senso e anti-
senso a 0,2 uM) e 1 pL (30ng) de DNA].

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (Biometra/Unisciense)
programado para aquecimento a 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos a 94°C por 1
min., 50°C por 1 min. e 72°C por 2 min. Ao final de cada reacao, as amplificacdes
foram submetidas a temperatura de 72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados
foram separados em gel de agarose 1,5%, submetidos a eletroforese em tampao
TBE 1X (Tris-Borato 90mM, EDTA 2mM, pH 8,0) a 80V por trés horas, corados com

brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizados sob luz UV.

Tabela 6 — SeqUéncia dos primers de microssatélites usados na caracterizagao

genética de Beauveria bassiana.

Lécus Sequiéncia repetida Sequéncia do primer
F: CCAACCCAATCAATCGTCAT

Peot (Av2r2020) (CAM R: GAGAGGCGGAGCTAAGCA
Ba05 (AY212023) (GAT) 15 F: AGGCAATACCGAGGTTGGC

R: ATCCATGGCGAGCCGTCC

F: forward R:reverse

5.1.5. Amplificacao da regiao ITS (Inetrnal Transcribed Sequence) do DNAr

Os primers utilizados para amplificagdo do gene da regido intergénica ITS

foram sintetizados pela GIBCO (Life Technologies) e encontram-se listados na
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Tabela 7. Eles foram suspensos em agua Mili-Q esterilizada para concentracao final
de 200 uM. As solugdes de trabalho foram utilizadas na concentragédo de 20 a 30
uM.

As amplificagbes de DNA foram realizadas em termociclador
Biometra/Unisciense. As reacdes de amplificacao foram efetuadas em volumes de
25 uL [16,4 pL de agua ultra-pura; 2,5 uL de tampao 10x; 2,5 uL de MgCly; 0,5 uL de
d-NTP’s; 0,5 uL de cada primer e 0,1 uL de Taq DNA polimerase por reacao e, 3 uL
do DNA]. O programa de amplificagcdo constituiu de um ciclo de desnaturacao inicial
a 95°C/3 min.; seguido de 32 ciclos a 94°C/1 min., 57°C/1 min. e 72°C/1 min.; e um
ciclo a 72°C/3 min..

Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
em TBE 1X, corados com brometo de etideo, visualizados em fonte de luz U.V. e

registrados.

Tabela 7. Primers da regiao ITS-DNAr utilizados no estudo.

Primer Sequiéncia (5’ para 3’) Regido No. pb  Referéncia

ITS1  TCC GTA GGT GAACCT GCG G regiao 19 White et al.,
intergénica 1990

ITS4  TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC regiao 20 White et al.,
intergénica 1990

5.1.6. Restricao dos produtos de amplificacao da regiao ITS-DNAr

O produto da regido ITS amplificada por PCR foi digerido com as enzimas de
restricdo Haelll e EcoRl (5uL), por quatro horas a 37°C. A partir do produto digerido
foi realizada a corrida eletroforética a 80V e 80mA, por trés horas, em gel de agarose
1,5%, usando tampéo TBE 1X (Tris-Borato 90mM, EDTA 2mM, pH 8,0), sendo em

seguida corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizados sob luz UV.
5.1.7 Caracterizacao isoenzimatica de isolados de Beauveria bassiana
Para extracdo das isoenzimas foram utilizados 500 mg de micélio dos

isolados do fungo, macerados em nitrogénio liquido acrescido de 1.000 uL de

tampdo de extracdo (fosfato de soédio bibasico 0,034 M; sacarose 0,2 M,;
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polivinilpolipirrolidona 2,56%; 3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5-difenil tetrazélio-brometo
(MTT) 3m M; &cido ascoérbico 5,7 mM; bissulfito de sédio 2,6 mM; borato de sddio
2,5 mM; B-mercaptoetanol 0,2%; e polietilenoglicol-6.000 1%) (Alfenas, 1991). O
homogeneizado foi centrifugado a 16.000 XG a 4°C por 60 minutos.

Em seguida, 20 puL do sobrenadante de cada acesso foi aplicado em géis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador), em sistema
descontinuo. O gel separador foi composto de Tris-HCI pH 8,9, solucao de
acrilamida 7,5%, solucao de persulfato de amoénia a 10%, tetrametiletilenodiamina
(TEMED), e para o gel concentrador Tris-HCI pH 6,8 e a solugao de acrilamida 4,5%.

As isoenzimas foram separadas por eletroforese por aproximadamente trés
horas a 8°C, com corrente constante de 150V, em tampao de corrida Tris-glicina pH
8,9. A enzimas foram reveladas para os sistemas Esterase (EST - EC 3.1.1.1.),
Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT - EC 2.6.1.1.), e Peroxidase (PO EC -
111.1.7.), utilizando, no minimo de trés repeticbes para cada sistema.

A revelagdo dos seguintes sistemas foi realizada no escuro a
aproximadamente 37°C, utilizando-se solugbes contendo:

—EST - a e B-naftil-acetato 1% em acetona 50%, 100 mg fast blue RR, 100 mL
tampao tris-HCI 0,05 M pH 7,1;

—GOT - 150 mg de &cido L-aspartico, 100 mg de acido a-cetoglurarico, 5 mg de
piridoxal-5'-fosfato, 100 mg fast blue BB sal e 100 mL de tampao tris-HCI 0,2 M
pH 8,0;

—PO - 32 mg de o-dianisidina 2 HCI, 2 mL de H>O, 3% e 100 mL de tampao
acetato de sédio 0,1 M pH 4,5.

5.1.8 Analise dos dados

Na avaliacdo dos géis, a presenca (1) e auséncia (0) de bandas foram usadas
para a construcdo de matrizes. As estimativas das similaridades genéticas (Sgij)
entre cada par de gendtipos foram efetuadas empregando o coeficiente de
similaridade de Jaccard por meio da expressao: Sgij = a/a+b+c. As varidveis das

expressdes foram obtidas conforme o seguinte esquema:
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Isolado i
1
Isolado j 1 a(1,1) b (1,0)
0 c (0,1) d(0,0)

As similaridades foram obtidas usando o pacote estatistico NTSYS-pc versao
2.1 e o0 agrupamento, empregando o método de médias aritméticas ndo ponderadas
UPGMA (Rohlf, 2000). E os erros associados as similaridades estimados segundo
Skroch et al. (1992), pelas seguintes expressodes:
V= ns (1-s) (n-1), erro padréo estimado (V/n)"? em que:
V= variancia da similaridade genética entre cada par de isolados;
s= similaridade genética entre cada par de isolados;
n= numero total de bandas utilizadas na estimativa das similaridades.

5.2. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2.1. Diversidade de Beauveria bassiana pelo teste de RAPD

Na analise de RAPD, as reacdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA
geraram 138 bandas polimérficas e 14 monomérficas. Verificou-se que algumas
bandas foram exclusivas para os diferentes isolados do fungo.

Os padrbes de bandas de DNA (Figura 15) foram empregados para o calculo
dos valores de similaridade genética, que variaram entre um valor minimo de 2% e
maximo de 77%.

Observou-se para os acessos de B. bassiana, similaridade média de 38,6%,
com a formagéo de grupos distintos no dendrograma, mesmo entre aqueles isolados
provenientes de hospedeiros comuns (Figura 16), sendo o isolado 0065.03 o mais
divergente quando comparado com os demais. Infere-se, com isso, que 0 acesso
0065.03 (R. barbirostris/Umbauba-SE) possui em seu genoma sequéncias bastante
distintas em relacdo aos outros isolados dessa espécie, sugerindo provaveis

mutagdes devido as pressdes de selecao ao longo da evolucéo.
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Figura 15 - Produtos de amplificacdo de RAPD, em gel de agarose, de isolados de
Beauveria bassiana (primer n° 16 Dialab). (Acessos: 1- BC.05, 2- 27.94,
3- 32.91, 4- 52.96, 5- 53.96, 6- 57.99, 7- 58.99, 8- 59.99, 9- 62.00, 10-
64.99, 11- 65.03).

De acordo com as similaridades genéticas entre os genétipos analisados
(Tabela 8), os isolados 0057.99 (Betume2-SE) e 0053.96 (Moju-PA) apresentaram
maior similaridade (77%), seguidos de 64.99 (Egito) e 0053.96 (Moju-PA), com uma
similaridade de 73%.

Ferreira et al., (2001) realizaram bioensaios comparando a patogenicidade
dos isolados 0057.99 e 0053.96 sobre B. sophorae (lagarta-das-folhas-do-coqueiro).
A viruléncia apresentada pelos isolados no controle desse inseto foi semelhante, em
torno de 92,5%, concordando com os resultados do teste de RAPD, no qual foi
observado o maior valor de similaridade (77%). Este fato comprova a utilidade da
aplicagdo de técnicas moleculares no monitoramento de isolados de fungos
entomopatogénicos, contribuindo para a identificacdo de genétipos mais eficientes
no controle de pragas.
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T T 1

00BC.05 Cratossomus flavofasciatus / Boquim-SE
0032.91 Rhynchophorus palmarum / Aracaju-SE
0053.96 Brassolis sophorae / Moju-PA

0057.99 Homalinotus coriaceus / Betume2-SE
0064.99 Rhynchophorus ferruginus / Egito

0027.94 Rhinostomus barbirostris / Sdo Cristévao-SE

0052.96 Homalinotus coriaceus / Betume1-SE
0058.99 Homalinotus coriaceus / Saquarema-RJ
0059.99 Rhynchophorus palmarum / Malhador-SE
0062.00 Coraliomela brunnea / Nebpolis-SE

0065.03 Rhinostomus barbirostris / Umbauba-SE

0.77

Figura 16 — Dendrograma de similaridades entre 11 acessos de Beauveria bassiana, para analise de RAPD, baseado

no coeficiente de similaridade de Jaccard.

99
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O acesso de B. bassiana 0057.99, também demonstrou potencial no controle
de biologico de outras pragas de coqueiro, tais como: H. coriaceus — broca-da-
raquis-foliar (87%), R. palmarum - broca-do-olho-do-coqueiro (91,5%) e o R.
barbirostris - broca-do-estipe (95,3%) (Ferreira et al, 2001).

Tabela 8 - Similaridades genéticas (%) (posicionadas abaixo da diagonal) e erro
padrdo associado a similaridade (acima da diagonal) entre acessos de
Beauveria bassiana baseado no coeficiente de Jaccard.

Isolados | BCO5 27.94 3291 5296 53.96 57.99 5899 5999 6200 64.99 65.03
BC05 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,008 0,008 0,001
27.94 44 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002 0,001
32.91 68 0,003 0,003 0,002 0,003 0,003 0,003 0,003 0,001
52.96 43 47 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,001
53.96 55 33 68 0,002 0,003 0,003 0,003 0,002 0,001
57.99 64 34 69 37 77 0,002 0,003 0,003 0,003 0,001
58.99 33 43 35 55 35 30 0,003 0,003 0,002 0,0004
59.99 32 35 38 56 38 32 58 0,003 0,003 0,0002
62.00 36 37 36 57 36 32 55 64 0,0006
64.99 51 30 67 35 73 66 29 32 0,001
65.03 11 9 8 9 10 10 4 2

Os isolados 0052.96, 0057.99 e 0058.99, obtidos do mesmo hospedeiro (H.
coriaceus) apresentaram-se pouco similares, sendo o 0057.99 e o 0058.99 os mais
divergentes, com apenas 30% de similaridade. Embora os isolados 0032.91 e
0059.99 tenham sido obtidos do mesmo hospedeiro, R. palmarum, observou-se 38%
de similaridade genética entre eles. Comparado aos outros acessos de B. bassiana
0 0032.91 é o que tem se mostrado mais virulento para essa espécie causando, em
testes de laboratorio, uma mortalidade de adultos de R. palmarum de até 100%,
seguido do 0059.99, e dos acessos 0057.99 e 0058.99 (Ferreira et al, 2001).

Dentre os acessos originarios de Sergipe, 0s que apresentaram maior
similaridade genética foram BC.05 (Boquim) e 0032.91 (Aracaju) (68%), sendo estes
obtidos de insetos pragas de diferentes culturas (Citros e Cocus nucifera) , porém,
pertencentes a mesma familia (Curculionidae). Enquanto que os de menor
similaridade foram 0065.03 (Umbauba) e 0059.99 (Malhador), ambos isolados de
praga de coqueiro.

O acesso 0032.91 possui fidlides com a parte basal dilatada bem definida e

terminando em ziguezague, conidios globosos ou subglobosos com (2 a 3) x (2 a
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2,5) um e conidios formando densos cachos, caracteristicos da espécie (Ferreira et
al., 2001). Atualmente, em testes de laboratorio, para este isolado tem sido
alcangado uma mortalidade de adultos de R. palmarum de até 100%, sendo que
nesse trabalho a maior mortalidade dos adultos ocorreu no 7% e 9° dia, apds a
inoculagdo. O isolado BC.05 foi coletado em 2005, até o momento ndo foram
realizados testes de avaliacdo de sua patogenicidade. No entanto, devido a alta
proximidade genética com o isolado 0032.91, este pode ter um potencial no controle
biologico do R. palmarum, uma vez que foi obtido de um inseto, C. flavofasciatus, da
mesma familia (Curculionidae). Da mesma forma, pode-se sugerir uma
potencialidade do isolado 0032.91 no controle de C. flavofasciatus.

Quando comparado aos outros acessos de B. bassiana, o 0032.91 é o que
tem se mostrado mais virulento seguido do 0059.99. Assim, o conhecimento da
distribuicdo e magnitude da variacdao genética entre e dentro de populacdes é de
grande importancia em termos de entendimento da biologia e da populacdao do
fungo, este pode ser usado para inferir 0 impacto potencial de diferentes fatores
ecologicos que influenciam o processo evolucionario (Wang, et al., 2003).

Os isolados que apresentaram menor valor de similaridade foram os 0065.03
e 0 0059.99 (2%) (Tabela 8). Estes foram obtidos de regides edafoclimaticas
distintas, sendo um de Umbauba-SE (latitude 11°23'00" Sul/longitude 37°39'28"
Oeste), estando a uma altitude de 130 metros e Malhador-SE (latitude 10°39'28"
Sul/longitude 37°18'17" Oeste), a uma altitude de 251 metros, com regime
pluviométrico e temperaturas médias que variam nestas regides (SEPLANTEC,
2006), podendo estes fatores agir como pressdao de selecdo para que ocorram
mutagdes entre isolados.

5.2.2 Diversidade de Beauveria bassiana por meio de microssatélites - SSR

As andlises de microssatélites para B. bassiana geraram 41 bandas, todas
polimérficas. Foram constatadas algumas diferengcas em relacdo as distancias de
migracao eletroforética entre os produtos de amplificacdo obtidos neste trabalho e as
populacdes descritas por Mc Guire et al. (2005), possivelmente devido as diferentes

procedéncias e aos hospedeiros dos isolados que foram empregados na analise.
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Para a sequéncia de primer BaO1 observou-se um total de 20 bandas
amplificadas, apresentando maior polimorfismo em relagdo a seqiéncia do primer
Ba05, com apenas duas bandas amplificadas (Figura 17).

O comprimento dos fragmentos amplificados variou de 100 a 2.000 pb..
Rehner e Buckley (2003), avaliando uma ampla populagdo geografica de B.
bassiana, observaram que o tamanho dos fragmentos amplificados pela seqiéncia
Ba05 variou de 110 a 175 pb.

M12 34567 891011

Primer Ba01 Primer Ba05

Figura 17 — Produtos de amplificagdo de microssatélites, em gel de agarose, de
isolados de Beauveria bassiana. (M — Marcador de peso molecular —
100 pb, acessos: 1- BC.05, 2- 27.94, 3- 32.91, 4- 52.96, 5- 53.96, 6-
57.99, 7- 58.99, 8- 59.99, 9- 62.00, 10- 64.99, 11- 65.03).

Os padrbes de bandas de DNA (Figura 17) foram empregados para o calculo
dos valores de similaridade genética, os quais variaram entre um valor minimo de
0% e maximo de 82% (Figura 18).

Os maiores valores de similaridade genética observados entre os gendtipos
analisados (Tabela 9), foram de 82% para os pares BC.05 (Boquim - SE) e 0032.91
(Aracaju - SE) e 80% para o 0064.99 (Egito) e o 0057.99 (Betume2-SE). Para o
primeiro par, os microssatélites confirmaram os resultados na analise de RAPD,
onde, também foi observado maior valor de similaridade genética, sendo ambos

originarios de Sergipe.
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Os isolados provenientes de R. palmarum (0032.91 e 0059.99) apresentaram
similaridade genética de 50%, sendo o mesmo valor observado para os de H.
coriaceus (0052.96 e 0058.99), ou seja, quando obtidos de um mesmo hospedeiro
apresentaram similaridade baixa.

Os isolados que apresentaram menor valor de similaridade foram os 0065.03
e 0 0059.99, os quais foram obtidos de regides edafoclimaticas distintas, sendo um
de Umbauba (latitude 11°23'00" Sul/longitude 37°39'28" Oeste), estando a uma
altitude de 130 metros e Malhador (latitude 10°39'28" Sul/longitude 37°18'17" Oeste),
a uma altitude de 251 metros. O regime pluviométrico e temperaturas médias que
variam nestas regides (SEPLANTEC, 2004), podem ter contribuido com presséo de
selecdo para a ocorréncia de mutacdes entre isolados. Wang et al. (2003),
trabalhando com marcadores de microssatélites, observaram que a relagdo genética
entre os isolados de B. bassiana foi mais associada com a localizagcao geografica do
que com a espécie de inseto hospedeiro, sugerindo o fator localizagcdo como
pressdo de selecdo. Neste trabalho, ndo se observou uma relacdo direta entre
dados de similaridade, localizacdo geografica e hospedeiro como foi sugerido
anteriormente por Wang et al. (2003). Contudo, conforme este mesmo autor, o
conhecimento da distribuicio e magnitude da variacdo genética é de grande
importancia dentro de populacdes para compreensdao da biologia de fungos; isto
pode ser util para se inferir sobre diferentes fatores ecoldgicos que influenciam no
processo evolucionario.

No entanto, ndo s6 fatores ecolégicos podem influenciar nessa biologia.
Enkerli, et al. (2004), que utilizaram marcadores de microssatélite para
caracterizagdo genética de isolados de B. brongniartii aplicados durante 14 anos
para controle biolégico de Melolontha melolontha (Coleoptera: Sacarabaeidae),
demonstraram que alguns isolados apos esse periodo persistiam no ambiente e
novas populacées se derivaram, co-existindo no mesmo habitat. Esse fato,
provavelmente, contribui para que outros fatores possam agir como pressao de
selecao dessa espécie.

Na analise de microssatélites foi observado resultado semelhante aqueles da
analise de RAPD para o isolado 0065.03, que ndo apresentou nenhuma similaridade
genética com os isolados BC.05, 0032.91, 0053.96, 0057.99 e 0064.99. Este fato
valida as informagdes obtidas com multiplos marcadores moleculares para estudos

de populagdes de fungos entomopatogénicos.
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Figura 18 — Dendrograma de similaridades entre 11 acessos de Beauveria bassiana, para microssatélites

baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard.
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Para as condicoes de Sergipe, aplicacées sucessivas de B. bassiana vém
sendo utilizadas para o controle biolégico de pragas do coqueiro. Em condicdes
favoraveis, o fungo persiste nesse ambiente por geracdes de insetos ali presentes,
podendo sofrer acao de diferentes praticas de manejo e condicoes ambientais que
ao longo dos anos implicara em pressodes de sele¢cao gerando novos tipos genéticos.

O polimorfismo pode estar relacionado a ocorréncia de mutagdes ou
recombinagdo parassexual que pode ser conservada na selecdo natural e
transferida por reproducao sexuada dos organismos (Mc Donald et al., 1989).

Tabela 9 - Similaridades genéticas (%) (abaixo da diagonal) e erro padrao associado
a similaridade (acima da diagonal) entre isolados de Beauveria bassiana

empregando microssatélites, baseado no coeficiente de similaridade de

Jaccard.

Isolados | BCO5 27.94 3291 5296 53.96 57.99 5899 59.99 62.00 6499 65.03
BCO5 0,003 0,002 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,000
27.94 0,003 0,003 0,003 0,003 0,001
32.91 82 0,003 0,002 0,000
52.96 59 0,003 0,003 0,0004
53.96 32 0,002 0,003 0,000
57.99 64 0,003 0,002 0,000
58.99 37 0,003 0,003 0,001
59.99 56 56 53 0,003 0,003 0,001
62.00 50 50 43 62 17 35 54 0,0004
64.99 62 36 72 40 45 80 32 0,000
65.03 0 9 0 4 0 0 14 8 4 0

Na Figura 19 estdo confrontados os dados de diversidade genética dos
isolados de B. bassiana empregando-se os marcadores moleculares de RAPD e
microssatélites na andlise de consenso. Observa-se que foram formados dois
grandes grupos, com aproximadamente 38,0% de divergéncia genética. Em um
grupo estao os isolados BC.05, 0032.91, 0053.96, 0057.99 e 0064.99 e em outro,
0027.94, 0052.96, 0058.99, 0059.99 e 0062.00. O isolado 0065.03 formou um
terceiro ramo independente com 80% de divergéncia, quando comparado com 0s
demais.

A andlise de consenso confirmou os resultados obtidos com os marcadores

de RAPD e microssatélites.
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Figura 19 - Dendrograma de analise de consenso de agrupamentos entre 11 acessos de Beauveria bassiana, para RAPD e

microssatélites baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (método Strict).
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5.2.3. Amplificacao da regiao ITS do DNA ribossomal (DNAr)

Visando elucidar a posicdo taxondémica do isolado 0065.03 diante dos
demais quanto as proximidades genéticas avaliadas por RAPD e microssatelites,
realizou-se o estudo da regido ITS do DNAr, por ser esta regido conservada dentro
de uma espécie e variavel entre espécies. Na analise de DNAr o primer permitiu a
visualizagcdo de um fragmento Unico (uma banda) de aproximadamente 550 pb para
todos os isolados e ocorréncia de poucas bandas inespecificas com pouca
resolugéo (Figura 20).

600 pb
500 pb

Figura 20 - Produtos de amplificacdo de regides Internal Transcribed Spacer - ITS

de DNA ribossomal de Beauveria bassiana em gel de agarose.

A regido ITS é constituida de agrupamentos em tandem, ou seja, muitas
copias de unidades repetidas que incluem sequéncias transcritas. A conservagao
durante a evolugdo dos organismos nestas regides depende de mecanismos, tais
como: conservagao génica ou uma permuta desigual que pode causar mutagcdes que
se espalham no grupo; e que, portanto, podem se tornar expostas as pressées de
selecao (Lewin, 1997).

Como nao foram observadas variagcbes na amplificagcdo das regides ITS
realizou-se a restricdo dos produtos de amplificacdo para os diferentes isolados.

Apos restricdo e visualizagdo dos produtos, constatou-se a nao ocorréncia de
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resultados que permitissem a diferenciacdo dos isolados. Os produtos foram

semelhantes aos obtidos sem restricao (Figura 21).

M BC 27 32 52 53 57 58 59 62 64 65

600 pb
500 pb

Figura 21 — Produtos da restricdo da regidao ITS de DNA ribossomal de Beauveria
bassiana com as enzimas EcoRl e Hae Ill em gel de agarose.

Novas perspectivas surgem e podem levar a necessidade de pesquisas para
a identificacdo deste patégeno, principalmente quando em associagdo com outros
hospedeiros das mais diversas culturas.

5.2.4 Caracterizacao isoenzimatica

Os perfis eletroforéticos de Esterase (EST) e Peroxidase (PO) exibiram um
total de 17 bandas polimorficas, sendo 16 observadas para o sistema EST e 1 para
o sistema PO (Figura 22). Para o sistema Glutamato Oxalacetato Transaminase
(GOT), ndo foi observada atividade isoenzimatica para os isolados de B. bassiana
(Figura 22B). No sistema PO foram observados padrbes difusos para os isolados
BC.05, 0052.96, 0057.99, 0058.99, 0059.99, 0062.00, 0064.99 e 0065.03, os quais
apresentaram baixa resolucdo. No entanto, para os isolados 0027.94, 0032.91, e
0053.96 observou-se atividade de PO (Figura 22A).
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BC 59 27 3252 53 57 58 59 6264 65BC

FIGURA 22 - Padrdes isoenzimaticos em gel de poliacrilamida da enzima peroxidase
— PO (A) e esterase — EST (B), obtidos do micélio de 11 acessos de B.

bassiana.

Para a obtencdo de valores de similaridade genética, envolvendo a
combinacdao dos 11 acessos, tomados dois a dois, empregou-se 0 indice de
similaridade de Jaccard, (Tabela 10), que variou entre um valor minimo de 0% para
os pares 0057.99 e 0058.99, 0057.99 e 0062.00, 0057.99; e 0065.03 e maximo de
80% para o par BC.05 (Boquim-SE) e 0032.91 (Aracaju-SE).

De acordo com as similaridades genéticas entre os genétipos analisados
(Tabela 10), os isolados BC.05 (Boquim-SE) e 32.91 (Aracaju-SE) apresentaram
maior similaridade (80%), seguidos de BC.05 (Boquim-SE) e 64.99 (Egito), com uma
similaridade de 67%.
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TABELA 10 - Estimativas de similaridade genética (%) — abaixo da diagonal — e
erros associados — acima da diagonal — entre 11 acessos de B.
bassiana, baseados em perfis isoenzimaticos de acordo com
coeficiente de Jaccard.

Isolados | BC.05 27.94 3291 5296 53.96 5799 5899 59.99 62.00 64.99 65.03

BC.05
27.94
32.91

52.96
53.96
57.99
58.99
59.99
62.00
64.99
65.03

Observou-se para os isolados de B. bassiana similaridade média de 24,0%,
0os quais formaram grupos distintos nos agrupamentos, mesmo entre aqueles
isolados provenientes de hospedeiros comuns (Figura 23).

No dendrograma observou-se a formacao de dois grandes grupos. O grupo 1
constituido pelos isolados BC.05, 0032.91, 0064.99, 0027.94, 0058.99, 0062.00 e
0065.03; e o grupo 2 pelos 0052.96, 0053.96, 0057.99 e 0059.99.

Avaliando-se os isolados originarios de um mesmo género, Rhynchophorus, o
0032.91 (R. palmarum) e 0064.99 (R. ferruginus) apresentaram similaridade genética
de 50%. Quando se considera em nivel de espécies para este género, pode-se
também observar valores de similaridade baixa como os relatados para os isolados
0032.91 e 0059.99, os quais apresentaram 17% de similaridade genética.

Fato semelhante foi encontrado na espécie H. coriaceus, que apresentou
baixa similaridade genética intraespecifica do par 0052.96 e 0058.99 (25%), mesmo
sendo obtidos de um mesmo hospedeiro.

Comparado a outros isolados de B. bassiana, obtidos de pragas de coqueiros,
0 0032.91, tem sido relatado como o mais virulento (100% de eficiéncia), seguido por
0059.99, obtido de R. palmarum e por 0057.99 (87% de eficiéncia) e 0058.99 (80%

de eficiéncia), ambos obtidos de adultos de H. coriaceus. No entanto, considerando
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somente pragas de coqueiro, como por exemplo a B. sophorae e o R. barbirostris, o
isolado 0057.99 apresentou eficiéncia de 92,5% e 95,3% (Ferreira et al., 2001).
Assim, conclui-se que estes isolados anteriormente citados apresentam altas
eficiéncias no controle de insetos praga. Comparando estes dados com os valores
de similaridade obtidos nesta investigagdo pode-se observar uma baixa similaridade
genética entre estes fungos. Tal fato permite inferir que, mesmo os isolados tendo
alta eficiéncia, estes se apresentam geneticamente pouco similares, evidenciando
sobre a alta diversidade genética nestas populagcbes presentes no Estado de
Sergipe.

Dentre os isolados de Sergipe, 0os que apresentaram maior similaridade
genética foram BC.05 (Boquim) e 0032.91 (Aracaju) com similaridade de 80%, sendo
que esses foram isolados de insetos pragas de diferentes culturas (Citrus spp. e
Cocus nucifera). Os de menor similaridade foram 0057.99 (Betume 2), 0065.03
(Umbauba) e 0059.99 (Malhador), ambos isolados de praga de coqueiro. Estes
isolados foram obtidos em regides distantes uma das outras, o que permite dizer que
0S mesmos apresentam geneticamente divergéncia, e que possivelmente esta
divergéncia se deva a um provavel isolamento e/ou especiagdo dos mesmos. Estes
isolados foram obtidos de regides edafoclimaticas distintas, sendo Betume
(Nedpolis) localizado na margem direita do Rio S&o Francisco, no baixo vale, a uma
latitude 10°19°12” Sul e a uma longitude 36°34'46" Oeste e a uma altitude de 30
metros; Malhador, localiza-se a uma latitude 10°39'28" Sul e a uma longitude
37°18'17" Oeste e a uma altitude de 251 metros e Umbauba, a uma latitude
11°23'00" Sul e a uma longitude 37°39'28" Oeste e a uma altitude de 130 metros;
com regime pluviométrico e temperaturas médias que variam entre estas regides
(SEPLANTEC, 2004).
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FIGURA 23 - Dendograma de similaridades entre 11 acessos de Beauveria bassiana, para isoenzimas baseado no coeficiente de
similaridade de Jaccard.
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As populacbes de isolados do Estado de Sergipe apresentaram diversidade
genética, sendo o conhecimento da distribuicdo e magnitude da variacao genética
intra e inter populacional de grande importancia para o entendimento da biologia do
fungo, o qual pode ser usado para inferir sobre o impacto potencial de diferentes
fatores ecoldgicos que influenciam no processo evolucionario da espécie (Wang, et
al., 2003).

O polimorfismo observado pelos diferentes marcadores pode estar
relacionado a ocorréncia de mutagdes ou recombinacdo parassexual que pode ser
conservada na selecdo natural e transferida por reprodugdo sexuada dos
organismos (Mc Donald et al., 1989).

Novas perspectivas surgem e podem levar a necessidade de pesquisas para
a identificagdo especifica dos isolados mais divergentes deste patégeno, para as
diversas culturas. Esta identificacdo pode sugerir uma nova posi¢ao taxondémica e a
identificacdo de racas destes isolados de B. bassiana, que apOs caracterizacao
poder-se-a identificar marcadores associados a patogenicidade, contribuindo para a
selegdo de tipos mais virulentos de forma mais rapida e precisa, associado a

avaliacao via inoculacao e posterior determinacdo da mortalidade das pragas.

5.3. CONCLUSOES

¢ Os isolados de Beauveria bassiana apresentam similaridade média de 38,6% de
acordo com a analise de RAPD;

¢ Os isolados 57.99 (Betume2-SE) e 53.96 (Moju-PA) foram os mais similares
(77%) pela analise de RAPD;

¢ Pela analise de microssatélites, os acessos BC.05 (Boquim-SE) e 32.91 (Aracaju-
SE) apresentam maior similaridade genética (82%);

¢ Os produtos de ITS, obtidos para os diferentes isolados de Beauveria Bassiana,
comprovam a alta homologia dessas sequéncias para os isolados analisados;

¢ Ocorre variagado nas atividades das enzimas esterase (EST) e peroxidase (PO)
para isolados de B. Bassiana.

¢ A variacao diferencial das enzimas EST e PO pode auxiliar na selecao de tipos

mais virulentos de B. bassiana, correlacionando dados de patogenicidade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A cultura do coqueiro sofre o ataque de diversas espécies de pragas que
causam danos de importancia econémica, afetando o desenvolvimento das plantas
jovens, a produtividade e, em casos de altas infestagcbes, provocar a morte da
planta. O género Rhynchophorus possui uma forte interagdo com esta cultura,
estando suas espécies associadas a plantios de coco em todo o mundo. O R.
palmarum, encontra-se presente presente no Brasil desde o século XVI (Bondar
(1940).

O método de controle com inseticida quimico para maioria das pragas do
coqueiro tem encontrado barreiras, devido ao habito dos insetos, pelo numero
reduzido de produtos registrados para cultura, pela baixa seletividade a inimgos
naturais e, principalmente, ao apelo atribuido a cultura/coco verde, pelo fato de a
agua de coco ser reconhecida como um produto natural, rico em nutrientes e de
sabor agradavel.

De forma alternativa ou associada ao método de controle quimico, os fungos
entomopatogénicos tém sido eficientes na redugéo populacional das pragas e pela
possibilidade de persistir no ambiente, contribuindo no controle de geracdes
sucessivas das pragas. No entanto, estudos visando a preservacao e utilizagao
desses patégenos ainda sao incipientes.

Essa pesquisa teve o objetivo de gerar informacbes que subsidiassem o
manejo de B. bassiana por meio de técnicas de autoinoculagdo do fungo no R.
palmarum. Com isso, pretende-se contribuir de forma pratica com uma técnica que
seja eficiente, de facil uso e baixo custo, possibilitando a redugdo populacional da
praga sem causar impacto ao ambiente. Além disso, ficou constatada a eficiéncia de
marcadores moleculares do tipo RAPD e microsatélites, como uma ferramenta para
selecdo indireta de isolados mais patogénicos e, portanto, mais eficientes para o
controle bioldgico de pragas.

Ha necessidade de continuar com trabalhos de forma conjunta com outros
profissionais, estendendo-se o0s conhecimentos cada vez mais sobre a
patogenicidade, transmissao, efetividade e viabilidade no campo e a variabilidade
genética de isolados de B. bassiana e de outros fungos entomopatogénicos que

atuem como agentes de controle microbiano de pragas.
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