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RESUMO
NUNES, C. B. S, Diversidade e patogenicidade de fungos endofiticos em cafeeiro, e sua

interacdo com produtos fitossanitarios, visando ao controle do bicho-mineiro, Leucoptera
coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) (Guérin-Méneville, 1842). S&o Paulo- SP, 2021. 65 f.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegocio) —
Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de
Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

A cafeicultura tem grande importancia no cenario econémico brasileiro, sendo o maior produtor
e exportador mundial de café. Uma das principais pragas do cafeeiro, € o bicho-mineiro
(Leucoptera coffeella), responsaveis por prejuizos de até 70% nas culturas. Contudo, sua
principal forma de controle, ainda é o uso de agrotéxicos, que ocasionam resisténcia em pragas,
eliminacdo de organismos benéficos a lavoura e ainda, contaminag¢do do meio ambiente. Para
contornar estes problemas, é necessario o aprofundamento de estudos sobre controle bioldgico
de pragas. Os fungos entomopatogénicos, podem se expressar de forma endofitica nas plantas,
sem causar qualquer dano ao seu desenvolvimento e ter a capacidade de reduzir a populacéo
de pragas abaixo do nivel de dano. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de
ocorréncia de fungos endofiticos isolados de folhas, caules e raizes de cafeeiros organicos da
regido mogiana e paulista e o seu potencial entomopatogénico sobre o bicho-mineiro. Para
isso, foram coletadas amostras vegetais de 4 propriedades, divididas em 4 pontos cardeais da
planta (norte, sul, leste e oeste). Estes, passaram por um screening em larvas de Galleria
mellonella e de todas as 101 morfoespécies isoladas, 18 apresentaram capacidade
entomopatogénica na concentracdo de 1,0 x108 conidios mI™. A regido de Itapira demonstrou
maior quantidade de isolados com capacidade patogénica e as amostras provenientes dos
pontos cardeais norte e sul, e da regido do caule também apresentaram variabilidade superior.
Os fungos Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea e Aspergillus clavatonanicus causaram
mortalidade de 52,34% - 70,86 e respectivamente, em larvas de L. coffeella. Tais fungos
também foram testados quanto a sua compatibilidade com produtos fitossanitarios e capacidade
de colonizacdo dos tecidos foliares por meio de pulverizagdo em mudas de café. Os fungos A.
clavatonanicus e C. fumosorosea apresentaram grande capacidade de colonizacdo de tecidos
foliares por pulverizagéo e os fungos B. bassiana e 13E apresentaram compatibilidade com a
maioria dos inseticidas testados. Palavras-chave: Coffea arabica, fungos endofiticos, fungos
entomopatogénicos, controle bioldgico.



ABSTRACT

NUNES, C. B. S. Diversity and pathogenicity of endophytic fungi in coffee, and their
interaction with phytosanitary products, aiming to control the miner, Leucoptera coffeella
(Lepidoptera: Lyonetiidae) (Guérin-Méneville, 1842).

Sao Paulo- SP. 2021. 65 f. Dissertation (Master in sanity, Food and Environmental safety on
Agribusiness) - Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios,
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021. Coffee is
one of the most important culture in the Brazilian economic scenario, being the world's largest
producer and exporter. the coffee leaf miner (CLM), is considered one of the most important
coffee pests due to the high damage with losses of 70% in crops. However, pesticides is the
most common form of control methods, which cause resistance, elimination of benefic
organisms and also environment contamination. To solve these problems, it’s necessary a
deeper studies on biological pest control. Entomopathogenic fungi can express themselves
endophytically in plants, without causing any damage to their development and having the
ability to reduce the pest population below the level of damage. The objective of this work was
to evaluate the diversity of occurrence of endophytic fungi isolated from leaves, stems and roots
of organic coffee crops from Mogiana and So Paulo region and their entomopathogenic
potential on the leaf miner. For this, plant samples were collected from 4 properties. Samples
were also collected from 4 cardinal points of the plant (north, south, east and west). The isolated
fungi were screened in Galleria mellonella larvae and of all 101 isolated morphospecies, 18
showed entomopathogenic capacity on G. mellonella, at a concentration of 1.0 x108 conidia
ml1. As for diversity of occurrence, the Itapira region showed the highest variability of isolates
with pathogenic capacity and samples from the north and south cardinal points and froom steem
also showed higher variability. The fungi Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea and
Aspergillus clavatonanicus were able to cause mortality of 52.34%, -70.86 % in L. coffeella
larvae. These fungi were also tested for their compatibility with phytosanitary products and
their ability to colonize leaf tissues by spraying on coffee seedlings. The fungi A.
clavatonanicus and C. fumosorosea showed capacity for colonization of leaf tissue by spraying
and the fungi B. bassiana and 13E showed compatibility with most of the insecticides tested.

Keywords:: Coffea arabica, Endophytic fungs, Entomopathogenic Fungus, Biologic control.
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1. INTRODUCAO

O café é uma cultura proveniente de regides intertropicais, onde o clima quente

e Umido facilita seu desenvolvimento, o que faz do Brasil o maior produtor e exportador de
café do mundo, responsavel por 30,13% da producdo mundial total. Devido a extenséo do
territorio, nosso pais possui uma grande diversidade climatica e de solos que possibilita a
producdo de cafés com qualidades diferentes, como aromas e sabores dentro dos géneros

economicamente produzidos.

E responsavel por gerar mais de 8 milhdes de empregos no pais em toda a sua cadeia
produtiva, que inclui desde a producdo de insumos, até o preparo para consumo, evidenciando
também a importancia de seu papel social. (MAPA, 2017).

Segundo o senso do CONAB (2019), a projecdo da safra total de 2020, pode
alcancar de 57,2 milhGes e 62,02 milhGes de sacas beneficiadas, por ser considerado um ano
de bienalidade positiva.

Porém, a cafeicultura sofre com os ataques de diversos insetos-praga, dentre as
quais, o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guerin-Meneville & Perrottet, 1842) destaca-se
pela severidade do ataque, que gera grandes prejuizos econémicos, podendo atingir até 70% de
perda, fazendo com que as mudas demorem, em alguns casos, de 3 ha 5 anos para se recuperar.

Os fatores ideais para o desenvolvimento desta praga sdo temperaturas quentes,
baixa umidade relativa e alta incidéncia solar, fatores que sdo agravados pelas modificac6es
das formas de cultivo, como a mecanizacéo das lavouras, onde as plantas ficam mais espacgadas
para facilitar a passagem do maquinério e consequentemente, desestabilizando o microclima
mantido pelo adensamento.

A principal forma de controle do bicho-mineiro, é a utilizacdo de inseticidas.
Contudo, estes produtos costumam néo ser especificos, afetando 0 meio ambiente e causando
um desequilibrio na populacdo de organismos benéficos e inimigos naturais que antes,
controlavam naturalmente a incidéncia da praga.

Os fungos entomopatogénicos sdo classificados como inimigos naturais de
muitos patdgenos de importancia agricola e sdo encontrados vivendo naturalmente no solo, ou
de forma endofitica no tecido de plantas. Estes apresentam alta especificidade, por vezes até a

nivel de espécie, a muitas pragas e ndo agridem o meio ambiente e e 0s inimigos naturais.

Regides que fazem do agronegdcio a base de seu PIB, como é o caso do Brasil,



precisam de mecanismos que mantenham a alta producdo e ao mesmo tempo, produza
alimentos sem riscos de toxidade para a populacdo e para 0 meio ambiente. Para alcancar este
objetivo, o controle biol6gico é imprescindivel.

2. OBJETIVOS

Geral:

Identificar microrganismos endofiticos e avaliar seu potencial de acdo como
agentes de controle biologico.
Especificos:

Isolar fungos endofiticos obtidos de folhas de cafeeiro a partir de coleta de
amostra vegetal de diferentes regides organicas produtoras de café

Avaliar o potencial entomopatogénico sobre Leucoptera coffeella (bicho-
mineiro), de isolados de fungos endofiticos obtidos a partir de folhas, caules e raizes de
cafeeiro.

Analisar o indice de variabilidade fungica, de acordo com a regido, orientacdo

geogréfica e tecido amostral da planta.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Caracteristicas do café

O género Coffea abriga dois subgéneros, Coffea e Baracoffeano (BRIDSON;
1987), da qual o primeiro abriga 124 espécies descritas (MISTRO, 2012). Dentre estas, as
espécies Coffea arabica e Coffea canephora (conilon ou robusta) sdo as principais, pelo seu
potencial econdmico. (SANTOS, 2018).

O cafeeiro arabica, € uma espécie autdgama, cultivados originalmente em areas

com altitude acima de 800 m, corresponde a cerca de 75% da producéo global exportada. Seus
frutos possuem maior valor no mercado e qualidade superior, devido graos maiores e mais lisos.
Demanda mais tratos culturais e custo de producgéo, por ter maior sensibilidade a doencas e
pragas. (REVISTA CAFEICULTURA, 2009; OLIVEIRA et al., 2012). Devem ser cultivados
em altitudes mais elevadas em torno de 450 a 800 metros, com clima mais ameno, de 18 a 22°C
(SANTOS, 2018)

C. canephora é uma espécie aldgama, possuem graos menores com baixa acidez, mais solidos
sollveis e maior teor de cafeina. E uma planta arborea de porte menor, mais vigorosa e com
maior resisténcia a doencas e pragas e mais tolerante a variagcdes climaticas. Possui maior



produtividade (OLIVEIRA et al., 2012), naturalmente adaptada a locais de baixa altitude,
porém, tem seu desenvolvimento priméario mais lento que o cafeeiro ardbica (DUPIER, 2017).

A maior producdo de café Robusta é no Vietnd, por ser uma espécie e

temperaturas elevadas (DUPIER, 2017). Produzem um café de menor qualidade quando
comparado as variedades de arabica, configurando um preco menor. Com isso, sdo amplamente
utilizadas nas industrias de café solivel (SANTOS, 2018).

O ciclo bienal € caracteristico do cafeeiro e é definido pela alternancia de anos

em alta e baixa producdo, sendo o cafeeiro ardbica o mais afetado por esse processo. Esse
processo é causado pela competicdo que ocorre internamente na planta por &gua e nutrientes,
durante um periodo em que as fases reprodutiva e vegetativa encontram-se, simultaneamente.
Dessa forma, em periodos de alto crescimento vegetativo, ha baixa producdo de frutos.
(SAKIYAMA, 2015).

O café é uma cultura proveniente de regides intertropicais, onde o clima quente
e umido facilita seu desenvolvimento, o que faz do Brasil o maior produtor mundial.
3.2 Aspectos econdémicos do café

E a segunda maior commodity e a segunda bebida mais consumida no mundo,

com cultivo em mais de 80 paises e movimentando cerca de 85 bilhdes de dolares, sendo que
no Brasil movimenta anualmente cerca de 19 bilhdes de délares (MISTRO, 2012).

O Brasil € 0o maior produtor e exportador de café, responsavel por 30,13% da
producdo total em grdo, seguido do Vietnd (19,18%), da Colémbia (9,41%) e da Indonésia
(7,67%) (MAPA, 2015). Dentre os maiores paises importadores, destacam-se os mercados da
Unido Europeia, EUA, Japdo e Rassia (ICO, 2019).

No Brasil, os maiores produtores sdo os estados de: Minas Gerais, Espirito
Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondbnia, Parana e Goias, responsaveis por cerca de 98,65% da
producdo nacional. (MAPA, 2016). A producdo de café arabica est4 concentrada em Minas
Gerais, S&o Paulo, Espirito Santo e Bahia. J4 o café conilon é cultivado principalmente no
Espirito Santo, Bahia e Rondbnia (MAPA, 2019).
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FIGURA 1. Area plantada em hectares dos principais estados produtores de café no Brasil no periodo de 2001 a
2020 onde 2020 é uma projecédo. Fonte: Conab (2019)

A area total cultivada no pais com café (arabica e conilon) totaliza 2,13 milhdes
hectares, 1,2% menor que a cultivada em 2018. Desse total, 319,17 mil hectares (15%) estdo

em formacdo (CONAB, 2019).
De acordo com 0 CONAB, (2021), a projecédo da safra de 2021 é de 49 milhGes

de sacas, representando uma reducdo de 22,6% em relacdo a safra passada, por ser um ano de
bienalidade negativa. Em 2020, houve uma producéo de 63,08 milhdes de sacas, considerada
recorde dentro da série histdrica do grdo. A producdo do café arabica esta estimada em 33,4
milhdes de sacas, uma diminui¢do de 31,5% em comparacdo ao volume produzido na safra
passada. J& a do conilon deve chegar a 15,4 milhGes de sacas, 7,9% a mais do que em 2020,

Por ser uma espécie menos afetada pelas variages da bienalidade.
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FIGURA 2. Producéo total de café (arabica e conilon) no brasil, ilustrando os anos de bienalidade positiva e

negativa. *Dados de 2020 sdo uma projecdo Fonte: Conab (2019).



De acordo com dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

de 2017, € responsavel por gerar mais de 8 milhdes de empregos no pais em toda a sua cadeia
produtiva, que inclui desde a producédo de insumos, até o preparo para consumo, evidenciando

a importancia de seu papel social (DURAN et al., 2017).
3.3 Pragas do café e problemas com produtos fitossanitarios

Dentre os diversos insetos praga que atacam a cafeicultura, destacam-se pela
severidade do ataque e grandes prejuizos econémicos: a Broca-do-café (Hypothenemus hampei,
Ferrari 1867) (Coleoptera:  Curculionidae), Bicho-mineiro Leucoptera coffeella
(GuerinMeneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) e Acaro-vermelho
Oligonychus ilicis (McGregor, 1917) (Acari: Tetranychidae) (EMBRAPA, 2015).

Dentre o0s lepidopteros pragas, o0 bicho-mineiro, Leucoptera coffeella
(GuérinMéneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) é considerado praga-chave da cafeicultura
na maioria das regides produtoras em funcédo dos sérios danos a lavoura, ocasionando grande
prejuizo econémico (Souza et al. 1998).

O uso de inseticidas quimicos, € o método mais utilizado para o controle de L.

coffeella (Souza et al. 1998, Fragoso et al. 2002). Contudo, o uso inadequado, de produtos nao
seletivos sem a rotacdo de compostos ativos, tem impactado de maneira significativa, pela
eliminacdo de insetos benéficos, explosdes populacionais da praga e, principalmente, a perda

de eficécia de inseticidas pela selecdo de populacdes resistentes (Guedes & Fragoso, 1999).
3.4 Bicho-mineiro do cafeeiro
3.4.1 Fatores de ocorréncia

A ocorréncia do bicho-mineiro esté diretamente relacionada com fatores

ambientais, como baixa altitude, climas mais quentes, com baixa umidade relativa do ar e com
periodo de veranico, que favorecem o desenvolvimento da praga. As lavouras em plantios
adensados sdo menos atacadas, pois cria-se um microclima com maior umidade, menor
insolacdo e ventilacdo, que é desfavoravel ao desenvolvimento da praga. (AGUIAR et al.,
2000)

Geralmente, ocorrem dois picos de infestacdo por ano, sendo o primeiro de maio

a junho e o segundo de setembro a outubro, épocas caracterizadas por baixo indice
pluviométrico, sendo que a partir de novembro, com a ocorréncia das primeiras chuvas, a
quantidade de lesdes nas folhas diminui rapidamente (CONCEICAOQ, 2005).



No Cerrado, a alta incidéncia da praga é favorecida pelos periodos de estiagem,
com maior ocorréncia nos meses de junho a outubro, época em que se deve focar no controle
de L. coffeella (OLIVEIRA et al., 1992).

O tempo do ciclo de vida desta espécie ¢é altamente variavel em funcdo dos
fatores climaticos variando de 19 a 87 dias. Temperaturas de baixa umidade relativa s&o
favoraveis e reduzem o tempo do ciclo. Ja altos indices de precipitagdo pluviométrica séo
desfavoraveis e causam ciclos mais longos. Além disso, sua incidéncia também é influenciada
por face de exposicdo e espacamento adotado. Espacamentos maiores, proporcionam culturas
mais arejadas, 0 que € propicio para o crescimento da praga (SOUZA et al., 1998).

3.4.2 Morfologia externa

O adulto é uma mariposa de aproximadamente 6,5 mm de envergadura com

coloracgdo prateada e manchas circulares pretas e amarelo visiveis proximo as extremidades das

asas anteriores. Nas asas posteriores € caracterizada pelas franjas e sdo cobertas pelas asas
anteriores. (COSTA et al., 2015).

Quando estdo completamente desenvolvidas, as lagartas tem cerca de 3,5 mm de
comprimento e ndo passam de 2 mm de comprimento total do corpo, possuindo trés pernas na
regido toracica e cinco falsas pernas na regidao abdominal. Possuem aparelho bucal do tipo
mastigador. O ovo do bicho-mineiro mede 0,3 e 0,25 mm, de comprimento e de largura,
respectivamente, com coloracao branco brilhante e de formato achatado (SOUZA et al., 1998)

3.4.3. Ciclo

Seu ciclo biolégico, é caracterizado pela sobreposicdo de geragdes, com ocorréncia
de um grande numero de geracdes por ano. Normalmente a época de maior ocorréncia de L.
coffeella é durante o periodo seco do ano, porém, tem-se observado seu atague mesmo na
estacdo chuvosa, em determinadas regides produtoras de café. (SOUZA etal., 1981; TOLEDO
FILHO, 1982; INSTITUTO BRASILEIRO DO CAFE, 1986; SOUZA et al., 1998). Em
média, 8 gera¢Oes podem ocorrer por ano no Brasil, chegando a 12 no periodo de colheita
(SOUZA, 2018).

Seu ciclo é considerado holometabolico, passando por todos os estagios de
desenvolvimento, sendo eles: ovo, lagarta, crisalida (pupa) e adultos (Souza et al., 1998).

O ciclo biologico tem duracédo altamente variavel, de 19 a 87 dias (ovo: 5-10 dias, larva: 9-

40 dias e pupa: 4-26 dias) e o periodo de vida do adulto é de 15 dias (FIGURA 04). (PEREIRA
et al., 2003).
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FIGURA 3. Ciclo biolégico holometabdlico de Leucoptera coffeella, passando por todos os estagios de
desenvolvimento: A- adulto, B- ovo, C- larva e D- pupa. Fonte: (NUNES, 2020) *foto dos ovos: (REVISTA
CAFEICULTURA, 2017).

As fémeas depositam seus ovos na parte adaxial das folhas e tém aspecto

gelatinoso e transparente. Apds a eclosdo dos ovos, as lagartas penetram no tecido foliar através
da parte inferior do ovo, onde se alimentam de células do parénquima pali¢cadico, formando
lesGes entre as epidermes. (RAMIRO et al., 2004).

Quando a lagarta interrompe sua alimentacdo, deixa a galeria e tece um fio de
seda, descendo para o terco inferior da planta. Produz um casulo de fios de seda em formato de

“x” geralmente na parte abaxial da folha, onde permanece até se tornar pupa. Este processo
varia de 5-26 dias (SOUZA et al., 1998).
3.4.4 Comportamento

O bicho-mineiro é uma praga considerada monéfaga (REIS et al., 2002).
Possuem habitos noturnos e as lagartas vivem dentro de galerias no tecido foliar que constroem
ao se alimentarem do parénquima palicadico da folha. (Souza et al., 1998). Possuem
dimorfismo sexual, com uma rela¢do sexual de 1: 1 (Speer, 1949; Parra, 1985).

O acasalamento ocorre principalmente a noite (Notley, 1948), embora também



possa ocorrer em menor frequéncia no periodo da manh@, apos a secagem do orvalho. (Walker
et al., 1969). A temperatura e umidade relativa tem influéncia direta nesta fase, ja que a

oviposicdo ndo ocorre abaixo dos 18°C (Speer, 1949; Katiyar e Ferrer, 1968).
A viabilidade e a duracdo da fase do ovo, também apresentam variabilidade em

funcdo da temperatura, com eclos@o mais precoce em temperaturas mais altas (PARRA, 1981).
Em condicGes de laboratorio, Parra (1985), constatou que a disponibilidade de alimentos,
temperaturas de 20°C a 27°C e umidade relativa quase nula, podem prolongar o tempo de

oviposicdo da praga. Porém, reduz com temperaturas acima de 30°C.

Em média, fémeas colocam 75 ovos em 13,4 dias nas folhas de cafeeiro suscetivel
(Notley, 1948), com o maior nimero de ovos depositados no quarto dia. A duracéo da fase do
ovo pode ser superior a 20 dias (Katiyar e Ferrer, 1968), mas, pode decair para quatro a seis

dias, nas condicBes Otimas estabelecidas por Parra (1985).

Verificou-se uma preferéncia das fémeas por ndo ovipositar em folhas
ovipositadas ou minadas devido a mecanismos de selecao do hospedeiro com melhor qualidade

nutricional e menor competicdo intraespecifica para a prole. (MICHEREFF, 2000).

Também existe preferéncia por ndo ovipositar em folhas mais jovens dos dois
primeiros pares (PARRA, 1975). Fator explicada pela presenca metabolitos secundérios,
responsaveis pela protecdo das plantas contra agentes bidticos ou abiéticos que € maior em
folhas jovens e pode afetar o desenvolvimento da praga, aumentando a taxa de mortalidade
(WALKER et al.,1969).

O bicho-mineiro do cafeeiro possui quatro instares larvais e pode-se encontrar
varios instares diferentes na mesma folha, ou seja, ndo ha canibalismo. (Notley, 1948). Segundo
Nantes e Parra (1977), as lagartas de terceiro e quarto instar costumam provocar danos mais
graves, sendo que a maioria destes, estdo localizados na terceira e quartas folhas de internodios,
onde ha predilecdo pelos insetos. O que € ainda mais prejudicial para a planta, j& que a
fotossintese é muito maior nessas areas.

Durante o ultimo instar, a larva deixa de se alimentar e abre uma tampa em uma
das extremidades da leséo e abandonam a galeria. (REIS et al., 1984), tecem um fio de seda e

descem aos talhGes mais baixos da planta, normalmente no terco inferior, construindo um
casulo de seda caracteristico, em forma de “X”, normalmente na face adaxial da folha, onde

formam as pupas, ou crisalidas (RAMIRO et al., 2004).



Em estudos realizados em laboratorio, com temperaturas variando de 20°C a 35°C
(Parra, 1985), notou-se que a duracdo da fase de pupa foi de 14 dias a 20°C e 3,6 dias a 35°C.
No entanto, a essa temperatura mais alta, apenas 25% atingiram a fase adulta. Deste modo,
temperaturas entre 27°C e 30°C foram consideradas favoraveis ao desenvolvimento da pupa, e
cerca de 95% atingem a fase adulta, em 5 dias. (Parra, 1985) sendo essa fase mais curta nas
fémeas do que nos machos (Notley, 1948; Katiyar e Ferrer, 1968).

O genotipo do hospedeiro também influencia diretamente no potencial de

infestacdo. Culturas de C. arabica tem maior propensdo ao ataque do bicho-mineiro que
lavouras de C. canephora (FERREIRA et al., 1979). Quando plantadas em conjunto, hd uma
diminuicdo de infestacdo em plantas de C. arabica, e aumentam nos talhdes de C. canephora
(AVILES et al., 1983).

Explosdes Populacionais também foram causadas devido modificacdes das
formas de cultivo, como maior espagamento e lavouras mais arejadas devido a mecanizacéo. O
crescente uso de inseticidas, principalmente os cupricos, para o controle da ferrugem e uso de
cobertura morta, causaram desestabilizacdo do microclima, favorecendo seu desenvolvimento.
(OLIVEIRA et al., 2001).
3.4.5. Prejuizos econdémicos
E no mesofilo foliar que as lagartas se alojam e se alimentam, especificadamente de

células do parénquima palicadico, sendo a lagarta, a Unica fase capaz de prejudicar danos a

lavoura (Figura 4).

FIGURA 4. A- Corte microscopico transversal de uma folha de café sem a presenca do bicho mineiro, B- lesdes
provocadas por Leucoptera coffeella. EAD = epiderme adaxial; EAB = epiderme abaxial; PP = parénquima

pali¢adico e PL = parénquima lacunoso. Fonte: Ramiro et al., (2004).

As lesdes ou galerias, sdo formadas durante a alimentacdo da lagarta e possuem

formato arredondado com bordas irregulares e coloragdo acastanhada, com o centro mais
escuro, devido ao deposito de dejetos (REIS, 2002; SOUZA, 1998). (Figura 5).
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Os prejuizos econémicos se ddo pelo estabelecimento das lesGes que causam

reducdo da area foliar e consequentemente reducédo da capacidade fotossintética. Com isso, 0
fluxo de &gua, sais minerais e matéria orgénica séo prejudicados, ocasionando alta liberacdo de
etileno que provoca queda prematura da folha (SOUZA et al., 1998).

A longevidade das plantas é comprometida pelo aumento do gasto energético
necessario para restauracdo da parte aérea (Souza et al., 1998), podendo levar até dois anos até

sua recuperacao (REIS et al., 2002).

FIGURA 5. Folhas de cafeeiro com lesbes provocadas pela lagarta do bicho-mineiro do cafeeiro.
Fonte: Nunes, 2020

Devido a predilecéo do inseto pelas terceira e quartas folhas de internddios (Nantes &
Parra, 1977), os danos sdo acentuados, ja que a fotossintese € muito maior nessas areas.
(PARRA, 1975).

o desfolhamento ocasionado pelas lesdes nos periodos até julho, impedem o
desenvolvimento de gemas florais. Em setembro e outubro, causam baixa producéo de frutos.
Entre agosto e outubro, prejudica a formacéo de flores e frutos (SOUZA et al., 1998). Desfolhas
de 61% resultam em perda de matéria no tronco, 60% nas raizes e reducdo de 50% da atividade
fotossintética. (KONNOVA & DE LA VEGA 1985).

Nos periodos de seca, a reducdo da area foliar pode chegar a 75%, resultando em
prejuizos de 87% na producdo (PARRA, 1975). Climas quentes entre 27°C e 30°C e alta

umidade relativa favorecem sobreposicdo de geracOes, encurtando a fase larval em cultivar
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Mundo Novo para 7 a 11 dias. Em torno de 20°C, a fase larval varia de 16 a 26 dias (Parra,
1985).

Segundo Oliveira et al. (2001) a intensidade de infestagdo do bicho mineiro pode néo
ser constante, apresentando grande variacdo de ano para ano entre as regides de plantio.
Segundo Amaral (1953) cafeeiros com localizacdo exposta a alta intensidade de ventos podem

intensificar o ataque do bicho-mineiro. Ja o excesso de umidade pode causar maior mortalidade.

3.4.6. Métodos de Controle e monitoramento
Embora o dano econémico seja causado pelas apenas pela fase larval, conhecer

o ciclo bioldgico é fundamental para o planejamento de métodos de controle. Caracteristicas
como fecundidade, preferéncia por determinadas linhagens de hospedeiros e suscetibilidade ou
resisténcia a determinadas substancias quimicas podem ser determinantes.

De acordo com Reis e Souza (1996), o nivel ideal para se iniciar o controle dessa
praga é de 20 a 30% de folhas minadas, podendo ser mais flexivel em regides com climas mais
amenos e mais rigido em regides com temperaturas mais altas. E importante a obtenc&o de um
método de monitoramento que indique o nivel populacional a distribuicdo do inseto, para a
tomada de decisdo no controle da praga.

Porém o monitoramento ainda é precéario devido ao método empregado de

contagem de folhas minadas ou armadilhas distribuidas nas lavouras. Contudo, ja existem
métodos de captura de imagens aéreas e fotogrametria para aprimorar a detec¢do da praga nos
campos (SOUTO, 2019; VASCONCELOQS, 2019).

Segundo Souza et al. (2006), ha o controle preventivo gque é realizado durante

periodos chuvosos, com inseticidas sistémicos granulados. Mas sua eficicia ndo é assertiva,

devido a padrdes irregulares de chuva e método de aplicacdo ndo direcionado as folhas.

O principal método de controle é ainda é o uso de inseticidas, sendo 0s

principais: thiametoxan (Souza et al., 2006), clorantraniliprole (Fragoso et al., 2002) e

cloridrato de cartap (Melo et al., 2019).

Porém, o uso continuo desses produtos nédo seletivos, combinados com a néo
rotacdo de produtos, pode causar desequilibrios ambientais, eliminacdo de insetos benéficos e
inimigos naturais, explosdes populacionais da praga, e perda de eficicia de inseticidas devido
a selecdo de populagdes resistentes (KAY e COLLINS, 1987; GUEDES e FRAGOSO, 1999).
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Ha& relatos em que 94% das populacdes de BMC no estado da Bahia sdo resistentes ao
ingrediente ativo chlorantraniliprole (LEITE et al., 2020).

3.5. Controle bioldgico

Sdo utilizados inimigos naturais, capazes de controlar a populagédo de
bicho- mineiro abaixo do nivel de dano. Ha um grande nimero de insetos benéficos, descritos
como capazes de controlar a incidéncia desta praga (SOUZA, 2002). Alguns microorganismos
patdgenos como bactérias e fungos também podem colaborar no controle do bicho-mineiro.
Segundo (ROBBS et al., 1976),

As principais vespas predadores do bicho-mineiro na fase de lagarta
sdo pertencentes ao género Brachygasstra (B. augusti, B. lecheguana), Polistes (P.lanio,
P.versicolor), Polybia (P.scutellaris), Protonectarina (P. silveirae) e Synoeca (S.surinama
cyanea). Sendo B. lecheguana e P. sylverirae as mais comuns. (REIS et al., 1984). Representam
um contro até 69% de controle ao se alimentar das lagartas diretamente das lesdes foliares
(GALLO etal., 1978; REIS e SOUZA, 2002).

Segundo Mendes (1940) ha cerca de 32 parasitoides capazes de
promover o controle do bicho-mineiro, sendo eles pertencentes da familia: Braconidae (5
espécies), Elachertidae (1 espécie), Elasmidae (1 espécie), Eulophidae (24 espécies) e
Pteromalidae (1 espécie) e 8 delas sdo encontrados no Brasil. O controle varia entre 16 e 20%
(REIS et al; 1975).

Em condicBes de laboratoério, verificou-se que larvas do predador
Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) conseguem predar as fases de
pré-pupa e pupa do bicho-mineiro, mas ndo conseguem predar as fases de ovo e lagarta
(GRUPO CULTIVAR, 2002).

Recomenda-se que quando ha sinais de 40% de predacdo por vespas,
ndo ha mais necessidade de usar produtos-quimicos. (Torres et al 2009). Destaca também, a
importancia da incorporacéo de controles culturais, como quebra-ventos ao redor das lavouras,
assim como a diversidade vegetal dentro dos proprios cafezais, conhecido como sistema
agroflorestal, que além de servir como abrigo de ninhos de vespas, também aumentam a

variabilidade de inimigos naturais (REIS et al., 1984).

A partir de avalia¢fes de indices populacionais realizados por cerca de

vinte anos, constatou-se que de modo geral, os maiores niveis populacionais dos inimigos
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naturais sempre coincidem com os picos populacionais de L. coffeella. Os autores atribuem o
uso inadequado de inseticidas quimicos, a eliminagdo de inimigos naturais e o

consequentemente, explos@es populacionais de L. coffeella (GONCALVES et al., 1978)

As bactérias Erwinia herbicola e Pseudomonas aeroginosas sao
patogénicas as lagartas do bicho-mineiro com capacidade expressiva de controle. (ROBBS et
al., 1976). O fungo Metarhizium anisopliae € patogénico a ovos e lagartas de L. coffeella
(APUD; VILLACORTA, 1983). A espécie Beauveria bassiana infecta as larvas do ultimo
instar no momento que elas deixam as minas para formacdo das pupas (DRAGANOVA
&TOMOY, 1998).

3.5.1 Os fungos como agentes de controle bioldgico
3.5.2 Caracteristicas gerais e diversidade de fungos patogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo um grupo de micro-organismos com ampla
filogenia, sendo heterotroficos, eucariotos, unicelulares ou multicelulares (filamentosos)
podendo se reproduzir de maneira sexual, assexual ou ambos. Possuem células quitinizadas e
sdo geralmente ndo moveis (BADII & ABREU, 2006).

O termo entomopatogénico define micro-organismos capazes de atacar os insetos
utilizando-os como hospedeiros intermediarios para desenvolver parte do seu ciclo de vida
(DEVOTTO et al., 2000), podendo reduzir as populacdes de insetos praga e niveis abaixo de
danos econémicos. (TANZINI et al., 2001), e inclusive ser utilizados como controle de insetos
vetores de doencas (SCHOLTE et al., 2004).

Podem ser parasitas facultativos ou obrigatdrios de insetos, com alta capacidade de
esporulacdo e sobrevivéncia. Aproximadamente 80% das doencas ocorrentes em insetos, sao
causadas por fungos. (BATISTA, 1989) e praticamente todos os insetos sdo susceptiveis a
doencas causadas por fungos. Ha fungos que podem colonizar insetos mortos, classificados
como saprofagos (necrofilos) e fungos entomofagos que infectam insetos vivos (BUTT et al.,
2006).

O calculo da diversidade fangica no mundo foi estimado em 1.5 a 5.1 milhdes de
especies (HIBBETT et al., 2011), sendo que apenas 100,000 foram descritos (VEGA et al.,
2012). Destes, aproximadamente 750-1000 sdo fungos entomopatogénicos classificados em
uma diversidade de 100 géneros (ST. LEGER & WANG, 2010).
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Os fungos entomopatogénicos constituem o maior numero de taxons de patégenos de
insetos (IGNOFFO, 1973) e ja sdo amplamente empregados no controle biol6gico de insetos
pragas e alguns destes, podem ser encontrados colonizando a planta hospedeira de forma
enddfita, como por exemplo, a Beauveria bassiana, encontrada colonizando os de milho e

conferindo protecdo contra o ataque de insetos. (BING & LEWIS, 1993).

De Faria e Wraight (2007), identificaram 171 produtos baseados em fungos usados
como agentes de biocontrole desde 1960, a maioria deles com Beauveria bassiana, B.

Brongniartii, Metarhizium anisopliae e Cordyceps fumosorosea.

3.5.3 Modo de acdo

O modo de acdo ocorre em trés fases: (1) adsorcdo dos esporos a superficie atraves do
reconhecimento de receptores especificos de natureza glicoproteica no inseto, (2) a adesdo ou
a consolidagcdo entre o esporo pré-germinado e a epi cuticula e (3) a germinacdo e
desenvolvimento até a formacédo de apressérios para iniciar a fase de penetracdo (TELLEZ et
al., 2009)

Em primeiro lugar, é necessario a liberacdo em massa de um nimero minimo de
esporos para conseguir infecgdes previsiveis (INGLIS et al., 2012). O processo de adesao é
mediado pela adesina, uma molécula sintetizada pelo fungo. (PAVA-RIPOLL et al., 2011). ou
podem ser misturados com substancias adesivas para aderir a cuticula do hospedeiro (VEGA et
al., 2012), e ocorre por contato direto com cadaveres infecciosos, hospedeiros suscetiveis, ou
indiretamente através de esporos no ar, na vegetacdo, no solo (HESKETH et al., 2010) ou
sobrevivendo a uma ingestdo oral (COLE & HOCH, 1991; VEGA et al., 2012).

Esta ligacdo envolve mecanismos ndo especificos de adesdo controlados pelas
propriedades hidrofobicas da parede celular dos conidios (BOUCIAS et al., 1988). Guiados
pela interacdo entre as proteinas (hidrofobinas) dos conidios e a superficie hidréfoba do
exoesqueleto dos insetos. (FANG et al., 2005).

A germinagdo na cuticula, ocorre quando o conidio encontra condi¢Bes favoraveis
quimicas e fisicas como umidade, temperatura, e exigéncias nutricionais para produzir
estruturas de penetracdo (tubos germinativos, apressorios ou substancias mucilaginosas
aderentes para possibilitar a formacao do tubo germinativo que vai penetrar através de poros
ou camadas mais externas da epicuticula (SHAH & PELL, 2003).
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As proteinas cuticulares podem variar de acordo com o estdgio de desenvolvimento
do inseto (WILLIS et al., 2005). A cuticula € rompida por pressdo mecénica exercida pelo
haustdrio e processos quimicos de enzimas degradadoras (hidrolise como proteases, lipases e
quitinases) para que o fungo possa obter a nutri¢éo e colonizar o inseto (MONZON, 2001). A
digestdo do tegumento segue uma sequéncia de lipase - protease- quitinase (TANADA &
KAYA, 1993).

Outro mecanismo de penetracdo € através da cavidade oral, espiraculos e outras
aberturas naturais do inseto. No trato digestivo, 0s esporos encontram condicdes ideais de
umidade, possibilitando sua rapida germinacdo. Porém, a digestdo podem degradar as hifas de

germinacdo, ou até causar a morte por toxicidade. (CHARNLEY, 1992).

Em seguida, ocorre a proliferacdo na hemocele, muisculos ou outros tecidos
(VEGA et al., 2012). Os sintomas da infeccdo flngica englobam convulsdes,
descoordenacdo motora e paralisia. A morte ocorre por uma combinacdo de fatores fisicos
(danos aos tecidos, toxicidade, desidratacdo celular por perda de fluidos e nutrientes
(BUSTILLO, 2001).

Em temperatura e umidade favoraveis, as hifas emergem para o exterior do tegumento
do inseto, através da membrana intersegmentar ou espiraculos, dependendo do hospedeiro e
estagio de desenvolvimento. A duracdo desta fase vegetativa, varia entre espécies e clima
(CARRUTHERS & SOPER, 1987).

E assim passam da fase vegetativa para a reprodutiva (esporulacdo) em 24 a 48 h,
dependendo da umidade relativa e sintese de antibidticos para evitar o crescimento de
organismos oportunistas (SRIVASTAVA et al., 2009). As hifas formam conidiéforos que
originam conidios, com funcéo de disseminacio (CANEDO & AMES, 2004). Sua produc&o,
sobrevivéncia e germinacdo é controlada por fatores ambientais, sendo determinantes para
processos de epizootias (CARRUTHERS & SOPER, 1987).

A esporulagdo ocorre normalmente em cadaveres, mas também pode ocorrer em
insetos vivos (TANADA & KAYA, 1993). A disperséo de esporos pode ser um processo ativo
ou passivo e depende das caracteristicas do esporo e esporangio (TANADA & KAYA, 1993).

3.5.4 Fungos endofiticos

Os microrganismos endofiticos, sdo aqueles que colonizam o interior dos 6rgdos e

tecidos de plantas, em pelo menos uma fase do seu ciclo de vida, sem causar danos aparentes
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ao hospedeiro (PETRINI, 1991), diferenciando-se dos epifiticos, que colonizam a superficie
dos 6rgdos das plantas. Essa classificacdo & puramente topogréafica, e ndo modifica as
caracteristicas do organismo (Azevedo, 1998). Enddfitos podem ser encontrados em uma
grande diversidade de plantas, desde arvores de grande porte, palmeiras e até mesmo liquens.
(Hyde, 2008).

Essa interacdo mutualistica sugere uma coevolucdo enddfito-hospedeiro, visto que 0 a
planta oferece vantagens ao enddfito, como fornecimento de nutrientes e um ambiente com
menor competigdo de outros organismos e em troca recebe a producdo de enzimas, alcaloides
e antibidticos, aumentando a resisténcia da planta contra agentes bi6ticos (herbivoria e
microrganismos patogénicos) e abioticos (pH, temperatura e estresse hidrico). (ESPOSITO &
AZEVEDO 2010).

Por conta dessa interacdo, diversos compostos de natureza vegetal, foram
documentados sendo produzidos também por endéfitos, o que pode indicar uma transposicao
de genes entre a planta e o fungo. (AZEVEDO, 1998).

Os fungos endofiticos também podem atuar como fungos antagdnicos, podendo
ocorrer de forma indireta, competindo por espaco e nutrientes, produzindo antibidticos e
inativando a producdo de enzimas ou de forma direta, como micoparasitas, onde produzem
enzimas capazes de degradar a parede celular do fungo parasita e extrair os nutrientes do
hospedeiro (CAO et al., 2009; LEITE, 2010).

Diversos estudos foram realizados acerca das da sua relacdo e funcdo simbiética com
a planta hospedeira, como resisténcia a herbivoria (CLAY, 1988), aumento da &rea foliar
(READ & CAMP, 1986), tolerancia a periodos de estiagem (WEST et al, 1990), resisténcia a
doencas (STOVALL & CLAY, 1991), uso como vetores de caracteristicas genéticas desejaveis
nas plantas (MURRAY et al, 1992), producéo de fitohormonios que conferem vantagens ao
crescimento e desenvolvimento da planta (STROBEL, 2003), controle bioldgico de pragas
(AZEVEDO et al, 2007) e bioindicadores de deficiéncia nutricional (BLODGETT et al, 2007).

Azevedo & Araujo (2007), divide os endofitos em: Tipo I, (0s que ndo produzem
estruturas externas a planta) e tipo Il (os que produzem estruturas externas a planta). Ainda
podem ser divididos quanto ao seu crescimento, sendo: 1) crescem ativamente no hospedeiro,
com colonizacdo generalizada, 2) crescem ativamente no hospedeiro, colonizando &reas

limitadas, 3) crescem pouco no hospedeiro, de forma localizada até a senescéncia vegetal e 4)
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crescem pouco no hospedeiro, mas permanecem metabolicamente ativos (RODRIGUES &
REDMAN, 1997).

A maioria dos enddfitos sdo classificados como Ascomycota e seus anomorfos (grupos
antigos que coevoluiram com as plantas) (HECKMAN et al., 2001), mas também ha
Basidiomycota e Zygomycota em menor frequéncia, o que pode ser explicado pela falta do uso

de meios especificos em laboratorio, impossibilitando seu crescimento. (BERBEE, 2001).

Os fungos endofiticos sdo encontrados em maior variabilidade e produzindo maior
nimero de metabolitos secundarios em regiGes tropicais em comparacdo com regides
temperadas. Porém, foram documentados habitando uma ampla diversidade de ambientes,
desde plantas no Artico, Antartica, solos geotérmicos, até desertos, oceanos, florestas tropicais,
mangues e florestas costeiras (JALGAONWALA et al., 2011, ARNOLD, 2007).

O sistema de cultivo da plantacdo também influencia na variabilidade de endofitos
encontrados, sendo mais presentes em cultivo organico. (CAMATTI-SARTORI et al,. 2005).
Normalmente, centenas de espécies de enddfitos podem ser isolados de uma Unica planta, sendo

que pelo menos um é especifico ao hospedeiro. (TAN et al., 2001)

Outro fator de influéncia é o tipo de érgdo vegetal e idade da planta. O maior grau de
colonizagdo foi encontrado em folhas > caule > raiz e foi crescente durante o ciclo de vida de
algodoeiros. A ocorréncia de fungos endofiticos em semente de algodoeiro também sugere que

ha transmissao vertical desses microrganismos por sementes (Vieira et al 2011).

Apesar de algumas especies de endofitos serem descritos colonizando diversas plantas
diferentes, Carroll (1988), sugere que os fungos endofiticos apresentam especificidade quanto
a género ou familia do hospedeiro, onde seu comportamento, pode variar de um hospedeiro
para outro. Segundo GamboaGuaitan (2006), esta especificidade representa melhor reparticdo

de recursos disponiveis, o que diminui a competi¢do entre endosimbiontes.

Os fungos endofiticos podem ser extraidos de folhas, caules, raizes e estruturas florais
(SILVA et al, 2006). Rodrigues et al (1994) observou especificidade por tecidos foliares. A
variabilidade de espécies depende de fatores climéticos, local de coleta, fase de crescimento e
idade da planta segundo Azevedo., (1998).

Para seu isolamento, € necessario um processo de desinfeccédo superficial para retirada
de contaminantes e organismos epifiticos, cujo processo, varia em tempo de exposicdo e
reagentes utilizados, dependendo da espessura do tecido foliar. (MENDES & AZEVEDO,
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2007). Uma técnica alternativa, é a utilizacdo de técnica molecular (PCR), usada na
identificacdo dos fungos, através de extracdo de DNA, ndo necessitando assim, do crescimento
fangico. Porém, esta técnica ndo permite a selecdo de organismos cultivaveis em laboratorio
(LAVACA et al., 2006).

Durante o isolamento, a composi¢do do meio de cultura se faz importante. Os meios
mais utilizados sdo o extrato de malte e batata-dextrose-agar (BDA) ou o extrato da prépria
planta onde o fungo foi isolado (ARNOLD, 2005). O uso de antibioticos também pode ser
agregado ao meio, afim de evitar o crescimento de bactérias (GAMBOAGAITAN, 2006).

3.5.4.1 Mecanismos de agdo

Os mecanismos de colonizacdo dos micro-organismos endofiticos sdo semelhantes aos
dos fungos fitopatégenos (BOGAS, 2010).

A colonizacéo pode ser vertical, quando adentram no tecido foliar pelas sementes ou
raiz, ou horizontal, quando utilizam as folhas como porta de entrada, através de entradas
naturais dos estdmatos, ou ocasionadas pelo crescimento das raizes, lesbes foliares ou
penetracdo mecanica pela parede celular, utilizando apressorios e haustorios (SAIKKONEM et
al.,2004).

O modo de infeccdo pode alterar o tipo de interacdo endofito-hospedeiro. Na
transmissdo vertical € predominante a interacdo mutualistica, enquanto que na transmissao

horizontal (ndo-sistémica) essa interacdo tende a ser antagonista. (ALY et al, 2011).

Dentro do tecido vegetal, os fungos podem permanecer préximo ao local de penetracao
ou disseminar-se pelo sistema vascular (ZINNIEL et al., 2002), podendo ser intercelulares,
intracelulares ou se desenvolver em qualquer tecido da planta, de folhas caules e raizes até

pélem, ovérios e estames. (JOHRI, 2006).

A relacdo planta/ endofito pode ser: simbiotica, antagbnica ou neutra. Na simbiose, o
fungo produz, ou induz a producdo de metabolitos primarios e secundarios que beneficiam a
planta, trazendo diminuicdo da herbivoria ou resisténcia a estressores abioticos. (ARAUJO,
1996).

Também podem induzir a resisténcia sistémica (IRS), mecanismo ativado na
penetracdo do fungo endofitico, que induz a producgédo de compostos de protecdo ou alteracdes

morfologicas, como aumento da parede celular por acumulo de lignina, glucanase, aumento da
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espessura da cuticula e a sintese de fitoalexinas (compostos antimicrobianos), que impedem o
processo de infeccdo e colonizagdo do patdgeno (PEIXOTO-NETO, 2002;
BERNARDIWENZEL et al., 2012).

No controle biolégico de pragas, esses fungos desenvolvem mecanismos
especializados de degradacdo enzimatica do tegumento do inseto alvo, afim de driblar
compostos de defesa produzidos pelo inseto. As relaces para obtencdo de energia do fungo a
partir de seu hospedeiro, pode ser classificada em: biotrofia (nutricao a partir de células vivas),
necrotrofia (nutricdo de tecidos mortos) e hemibiotrofia (inicialmente biotrofico e
posteriormente nercrotrofico) (CHARNLEY; COLLINS 2007).

A maioria dos estudos atribui a mortalidade de insetos-praga por fungos
entomopatogénicos devido a acumulagéo de micotoxinas/metabolitos secundarios nos tecidos
da planta, o que pode causar diminuicdo da alimentacdo de herbivoros, antibiose em fungos
patdgenos e repeléncia (VEGA, 2008).

O uso de microorganismos endofiticos representam uma importante alternativa aos
produtos fitossanitarios convencionais, visando diminuir as infeccdes de patogenos e
populacdes de insetos-praga e muitas vezes, possibilitando um efeito sinérgico quanto utilizado
em conjunto com produtos compativeis, no combate de doencas e pragas. (BACKMAN;
SIKORA, 2008).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta de amostras

O projeto de pesquisa foi desenvolvido na Unidade Laboratorial de Referéncia
em Controle Biologico (IB), de Campinas-SP. As amostras foram coletadas em quatro
propriedades diferentes, localizadas nas regides do circuito das Aguas Paulista e Mogiana, no
periodo de agosto de 2019. Sendo elas, Sitio Guerra (Itapira-SP), Fazenda Fronteira (Socorro-

SP), Café dos Leais (Serra Negra- SP) Estancia Santa Cecilia (Aguas de Linddia — SP). (Figura
6).
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FIGURA 6. Localizagdo das quatro propriedades rurais da regido do circuito de 4guas paulista e mogiano, onde
foram coletados folhas, caules e raizes para o isolamento de fungos endofiticos. Fonte: (NUNES, 2020).

TABELA 1. Caracterizagdo de latitude, longitude e altitude dos locais de coleta de folhas de café para
isolamento de fungos endofiticos, realizado no laboratdrio de Controle Biol4gico do Instituto Biologico
em novembro de 2020.

Nome da Local da Coordenada latitude Coordenada Altitude
propriedade propriedade longitude (m)
Sitio Guerra Itapira- SP 22°28’15”S 46°41°02”0 685

Fazenda Fonteira Socorro-SP_ 22°34°08”S 46°25°577°0 1300
Café dos Leais Serra Negra — SP 22°33°07”S 46°46°18”0 682
Estancia  Santa Aguas de 22°26°48”S 46°35°4470 1002

Cecilia Lindédia- SP

As propriedades escolhidas ndo utilizam defensivos quimicos para o controle de
pragas e doencas. Nas plantas amostradas também foram coletadas informacdes a respeito da
incidéncia e grau de infestacdo de Leucoptera coffeella (bicho-mineiro). As plantas foram
escolhidas ao acaso, percorrendo-se os cafezais em ziguezague.

Foram coletadas amostras de 5 plantas adultas de cafeeiros em producdo por regiéo.
Cada amostra foi constituida de folhas ,caules ortotropicos e plagiotropicos da por¢do mediana

da planta e raizes, representando as posi¢fes Norte, Sul, Leste e Oeste .
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FIGURA 7. Material (folhas, caules e raizes) coletados de Serra Negra Aguas de Linddia, Socorro e Itapira, para
o isolamento de fungos endofiticos no laboratério de Controle Bioldgico do Instituto Biolégico de Campinas,
em novembro de 2020

4.2. Isolamento de fungos endofiticos

No URL de controle bioldgico do Instituto Bioldgico,s amostras foram lavadas com
detergente e agua corrente visando a retirada de microrganismos epifiticos. Em fluxo laminar,
as folhas foram cortadas em fragmentos retangulares, com corte préximo a nervura central,

visando aumentar a area de contato do meséfilo foliar e do meio de cultura.

Posteriormente, foi utilizado o método de esterilizacdo profunda em fluxo
laminar, descrito por Araujo et al. (2002). que constituiu em imergir o material em alcool a
70% por 3 minutos, Hipoclorito de S6dio com 3% de Cloro ativo por 10 minutos, alcool a 70
% por 1 minuto e enxague por 2 vezes em agua destilada autoclavada. Uma gota desta Gltima,
foi colocada em placa de Petri contendo o meio BDA, afim de verificar a eficacia da
esterilizacdo. (Figura 8).

Depois de esterilizado, o material foi seco em papel filtro e depositado em placas
contendo BDA e uma concentracdo de antibiotico e incubadas a 25° C em BOD com fotdfase
de 12 horas por 10 dias. Assim que houve a expressdo fungica, cada fungo foi isolado em novas

placas de Petri contendo meio de cultura BDA em repeti¢des de 10 placas por isolado.
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Esterilizacao

Isolados

FIGURA 8. Processo de desiecgéo de amostras para o isolamento dos fungos endofiticos, descrito por Aradjo
et al. (2002) e adaptado. A-esterilizacdo superficial com agua corrente e detergente, B- esterilizacdo profunda com
emersdo de amostras em alcool 70% por 3 minutos, HCI por 10 minutos, Alcool 70% por um minuto e enxague
por duas vezes em agua destilada estéril., C- secagem, D- deposito do material em placas de Petri contendo BDA
, E- Incubagéo em BOD por 7 dias a 25°C e F- obtengéo dos isolados endofiticos .

4.3. Preservacdo de fungos endofiticos

Para preservacao do material isolado, foi utilizado o método Castellani, que consiste
na inoculacdo do material a ser preservado em pequenos frascos de vidro, com capacidade para
6 ml.

Os frascos foram preenchidos com 4 ml de agua destilada e tampados com

algodao e papel aluminio, previamente esterilizados em autoclave. Depois de esfriados, foram
recortados com auxilio de lamina esterilizada, pequenos quadrados contendo meio de cultura e
micélio fungico, que foram depositados dentro dos frascos, posteriormente vedados com

tampas de borracha e plastico filme (Figura 9).
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FIGURA 9. Método Castellani utilizado para preservacdo de fungos endofiticos utilizando frascos de vidro
autoclavados, contendo agua destilada estéril e vedagdo com tampa de borracha e plastico filme.

4.4. Identificacdo morfologica de fungos

A classificacdo morfoldgica dos fungos foi feita através do método realizado por
Carvalho & Pereira (2016), para classificagdo macroscopica de morfoespécies, que constitui a
analise morfoldgica de coloragdo (frente e verso); textura ( altura dos micélios aéreos que se
classifica em algodonosa (micélio aéreo alto e denso), aveludada (micélio aéreo baixo),
granular (superficie plana e esfarelenta) e glabra (sem micélio aéreo/leveduras) e topografia da
col6nia, que pode ser rugosa (sulcos profundos/raios a partir do centro), umbilicada (elevacéo
central) e verrucosa (superficie franzida e retorcida). Com isso, foi possivel realizar o
agrupamento de caracteristicas, criando-se grupos com os isolados mais frequentes,

denominados por nimeros romanos.
4.5. Teste entomopatogénico em larvas de G. mellonella

Ap0s o isolamento e preservacdo dos fungos obtidos de folhas, raizes e caules das
plantas de cafe, realizou-se um screening com larvas de Galleria mellonella da criacdo do
laboratério da ULR- Controle Biolégico do Instituto Bioldgico, a fim de selecionar os fungos

com melhor potencial entomopatogénico.

Nas condicGes de laboratério, foram escolhidas larvas de G. mellonella, que mediam
aproximadamente 1 cm, se aproximando do tamanho do 4° instar larval de L. coffeella, que é o
instar mais suscetivel a acdo de fungos entomopatogénicos. Foram feitas cinco repeticdes para
cada isolado contendo 5 larvas de G. mellonella cada uma. Na testemunha, as larvas foram

tratadas com agua destilada e 0,1% de Tween 20.
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Para preparar o inoculo, os isolados foram cultivados em BDA e incubados a 25 °C
até esporulacdo. Os conidios foram removidos com alca de niquel estéril, adicionados em
tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada estéril+espalhante adesivo e foi submetida
a agitador por 1 minuto. A concentracdo de conidios foi ajustada em camara de contagem de

Neubauer para 1x108 conidios /ml-1.

O meétodo para avaliar a patogenicidade consistiu na imerséo das larvas vivas por um
minuto na suspensdo de cada isolado, foram secas com papel filtro e transferidas para cAmara
Umida, fornecendo alimento com dieta especifica e incubadas durante 10 dias a 25 °C. As
avaliagdes foram realizadas por meio da observacdo diaria da mortalidade de larvas e através

da observacao dos sintomas e sinais da doenca.

Uma vez constatada a morte, esta era transferida para camara imida contendo papel
filtro umedecido e incubadas por 7 dias a 25°C para observacdo da expressdo fungica no
tegumento do inseto, constatando caracteristicas semelhantes macroscopicas e microscopicas

com os fungos inicialmente inoculados.

Nesse periodo, foi calculada, para cada isolado, a porcentagem de mortalidade
acumulada [= (numero de individuos mortos/nimero total de individuos) *100] (RODRIGUEZ
et al., 2006; DIAZ et al., 2010; FAJARDO & CANAL, 2010).

Os fungos endofiticos que demonstraram maior patogenicidade em larvas de G.
mellonella foram avaliados quanto a acdo entomopatogénica sobre o inseto-praga Leucoptera
coffeella (bicho-mineiro). Também foram testadas dois isolados da colecdo de fungos
entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu” do URL de controle biolégico do instituto
Biologico, o IBCB 130 (Cordyceps fumosorosea) e IBCB425 (Metarhizium anisopliae),

Ambos isolados originalmente de plantas de soja.

4.6. Teste entomopatogénico em larvas de bicho-mineiro

Nas condi¢cOes de laboratorio, foram testados os isolados em folhas infestadas com
larvas de bicho-mineiro, mantidas em gaiolas plasticas contendo esponja fenolica umedecida.
As espojas foram cortadas em formato circular e depositadas dentro de cada gaiola, tendo a
funcdo de dar suporte ao peciolo foliar e manter a umidade necesséria para a preservacao das
folhas (FIGURA 10).

A preparacdo dos indculos foi feita a partir de diluicdo seriada e a concentracdo foi

ajustada para 1x10® conidios -* em camara de Neubauer. Com o auxilio de uma lupa, e luz fria,
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as lesdes foliares com L. coffeella eram identificadas. Assim, foram feitas pequenas incisoes
nas minas, com o auxilio de ldmina esterilizada para aplicacéo da suspenséo fungica com pipeta
de forma a inundar a mina. Apds 1 minuto, era-se retirado o excesso de agua com papel filtro e

as folhas inoculadas eram depositadas nas gaiolas.

Cada tratamento consistia em 5 repeti¢des, com no minimo 5 individuos cada e

uma testemunha, onde as minas foram inoculadas com agua estéril + Tween 20.

FIGURA 10. A- Esponja fendlica, B- Esponja fendlica cortada em circulos e utilizada na montagem das gaiolas

onde foram depositadas folhas infestadas com bicho-mineiro, C- incubagéo das gaiolas em sala climatizada a 25°C
com fotofase de 12 horas.

Durante as analises diérias, as folhas de cada gaiola eram examinadas em lupa,

anotando-se dados como mortalidade e sua localizacéo (lagarta morta dentro ou fora da mina),
numero de puas e sua localizacdo (na folha ou na gaiola), comportamento (lentidao,
movimentos fora do padrdo, espasmos) e coloracdo (saudavel, escura ou fora dos padrdes).

O individuo morto, era retirado da gaiola e depositado em camara Umida em

placas de Petri, contendo papel filtro umedecido com 1,5 ml de agua destilada autoclavada que
posteriormente eram encubadas em BOD a 25°C com fotofase de 12 horas. O fungo que

emergia do cadaver, era isolado em placas de Petri contendo meio BDA (Figura 11).
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FIGURA 11. Teste de potencial entomopatogénico de fungos endofiticos sobre L. coffeella realizado no

laboratorio de Controle Bioldgico do Instituto Bioldgico de Campinas, em marco de 2021 onde: A- lagarta de L.
coffeella morta em folha inoculada com o fungo A.fumigatus. B- transferéncia do cadaver infectado para cAmara
Umida encubada em BOD por 7 dias até o surgimento do fungo e C- replicacdo em placas de Petri contendo meio
de cultura BDA.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através do emprego de
software especifico e foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey com 1 a 5 % de probabilidade.

4.7. Impactos de produtos quimicos no crescimento e na conidiogénese de fungos

endofiticos

O experimento foi conduzido afim de analisar os efeitos dos agrotdxicos
utilizados no cafeeiro para o controle do bicho-mineiro sobre os fungos endofiticos patogénicos
isolados de folhas, caules e raizes de cafeeiro, analisando os efeitos sobre o crescimento
vegetativo, esporulacdo e viabilidade de conidios na presenca dos produtos analisados. Foram

testados 6 produtos fitossanitarios de amplo uso na cultura do café (Tabela 2).

TABELA 2. Informagdes dos produtos fitossanitarios registrados para a cultura do cafeeiro (Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), com concentra¢Bes recomendadas pelo fabricante, utilizados nos
experimentos de interacdo com produtos fitossanitarios, realizado no laboratério de Controle Bioldgico do Instituto
bioldgico de Campinas- SP, em dezembro de 2020.

Ingrediente  Grupo

ativo Classe Dose Modo de acéo
recomendad
a
Tiofanato-metilico Benzimidazol Fungicida 500-700g/ha  Montagem de B-tubulina
875WG (Cercobin) na mitose
Mancozebe 800 W Ditiocarbamatos Fungicida de 4001/ha Multissitio
(Emzeb) contato
Tiametoxam 250 Neonicotinoide Inseticida sisttmico  50ml/ planta  nicotinicos da
WG (Actara) acetilcolina
Clorotalonil 500 SC  Isofitalonitrina Fungicida de 2-3kg/ha Esgotamento de grupos
( Bravonil)) contato tiol dos sistemas
enzimaticos do fungo
AzoxistrobinaWG Estrobilurina Fungicida sisttmico  600- anti-esporulante
(Amistar) 1000l/ha
Piraclostrobina 250  Estrobilurina Fungicida 0,4-0,8l/ha Inibidor de ATP

EC (Comet) Sistémico
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Foram preparadas trés placas de Petri (15x90 mm) por tratamento, contendo 100 mL de
meio de cultura junto com os produtos fitossanitarios com as concentragdes recomendadas

(Tabela 2). Apos a solidificacdo do meio foi realizado a inoculagdo dos fungos.

A inoculacdo foi realizada por meio de uma alga de platina, em trés pontos equidistantes
por placa, totalizando 9 col6nias de fungo por tratamento, das quais trés foram escolhidas
aleatoriamente, resultando assim, em trés repeticdes por tratamento. O tratamento testemunha

foi representado pelo meio de cultura sem a adi¢do dos produtos.

Apos a inoculacdo dos fungos, as placas foram mantidas em camaras tipo BOD para
promover a incubagdo a 25°C e fotofase de 12 horas, por sete dias. Apos esse periodo, foi
realizada a medicdo do didmetro das col6nias em dois sentidos perpendiculares, obtendo o
diametro médio. Para isso foi utilizada uma régua em cm para avaliagdo do crescimento

vegetativo.

Para avaliacdo da conidiogénese, essas colnias foram retiradas das placas, com o auxilio
de um bisturi, juntamente com o meio de cultura, e transferidas para tubos de ensaio contendo
10 mL de agua destilada e esterilizada mais espalhante adesivo (Tween 80®) a 0,1%. Para
promover a desagregacao dos conidios do meio de cultura foi necessario realizar uma agitag&o,
em vortex, realizando as contagens do numero de conidios em microscopio dptico, com o

auxilio de cAmara de Neubauer.

A viabilidade dos conidios foi avaliada, por meio da técnica de microcultivo, contando-
se conidios germinados e ndo germinados, estabelecendo a porcentagem de germinagdo. Cada

lamina corresponde a uma repeticdo, confeccionando-se trés laminas.

Para a avaliacdo da viabilidade e crescimento vegetativo, os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e para
a avaliacdo da conidiogénese as médias foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de

Nemenyi a 5% de probabilidade.

Também foi calculado o valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulacdo para a
classificacdo da toxicidade de agrotoxicos para fungos entomopatogénicos que permite a
classificacdo dos produtos em como muito toxico (0 a 30), toxico (31 a 45), moderadamente
toxico (46 a 60) ou compativel (> 60) (ALVES et al.,1998). O calculo do valor T sera realizado

através da férmula:

T = 20[CV] + 80[ESP] / 100
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Onde:

T = valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulacéo para classificacdo do produto.
CV = porcentagem de crescimento vegetativo com relagdo a testemunha.

ESP = porcentagem de esporulagdo com relacdo a testemunha.

A partir dos valores de T, o produto quimico foi classificado como muito téxico (0 a
30), toxico (31 a 45), moderadamente toxico (46 a 60) ou compativel (> 60) (ALVES et al.,
1998).

A metodologia proposta por Alves et al. (1998) é a mais utilizada in vitro e tem sido
adotada em muitos experimentos, principalmente no Brasil (ALVES, 1998; BATISTA FILHO
et al., 2001)

4.8. Avaliacao do potencial de infec¢cdo em mudas de café

Os isolados selecionados foram inoculados por meio de pulverizagdo em 5 mudas de
café por tratamento, utilizando uma suspens3o de 10 ml com 1x108 conidios mI* conidios e uma
controle, onde foi utilizado &gua destilada. Estas, foram mantidas em gaiolas dentro de sala
climatizada a 25°C e fotdfase de 12 horas. Foi retirada 1 folha de cada muda que foram
submetidas ao processo de esterilizacdo superficial descrito por Araujo et al. (2002), com
detergente e &gua corrente e depois a esterilizacdo profunda, com emersdo em alcool por 3
minutos, HCI 2% por 10 minutos, novamente alcool por 1 minuto e 4gua destilada autoclavada

por 1 minuto duas vezes.

Apbs a desinfeccdo, essas folhas foram depositadas em placas contendo meio de
cultura BDA e incubadas por 7 dias em BOD a 25°C. Este processo se repetiu antes e depois da
inoculacdo, a fim de estabelecer uma comparacédo entre fungos endofiticos pré-existentes e 0s
inoculados.

5. RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento de fungos endofiticos e variabilidade de morfoespécies

Foram isolados 101 fungos endofiticos de quatro propriedades localizadas no circuito
de 4guas paulista e mogiana em Itapira (Tabela 3), (Figura 12), Aguas de Lindoia (Tabela 4),
(Figura 13), Socorro (Tabela 5), (Figura 14) e Serra Negra (Tabela 6), (Figura 15) em dezembro
de 20109.

Utilizou-se o conceito de classificacdo de morfoespécies para anélise macroscopica

de Souza, (2019) para classificar fungos endofiticos de cafeeiro.
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TABELA 3. Tabela de classificagdo de morfoespécies, utilizando o método de para classificacdo de fungos
endofiticos do cafeeiro isolados de folhas, caules e raizes provenientes da propriedade de Itapira. Foram analisados
coloracdo (frente e verso) da coldnia, tipo de textura, topografia e borda descritos nos métodos de Carvalho &

Pereira (2016).

Morfoespécie Cor (frente e verso) Textura Topografia
TVILES Branco algodonosa lisa
2M3FS acinzentado aveludada lisa
3M2FL Laranja/cinza granular Lisa
4M3FS preto granular rugosa
5M3CO marrom aveludada lisa
6M branco granular rugosa
7TM4FO preto aveludada verrugosa
8M5FS cinza claro aveludada lisa
9M4FN Cinza escuro granular rugosa
10M2FL Preto/cinza aveludado granular
11IMF1L preto/laranja granular rugosa
12M2CL branco aveludada lisa
13M4FL branco/marrom granular Verrucosa
14M2RN branco/alaranjado aveludada lisa
17M4CO Preto granular verrucosa
18M5FS Marrom mesclado/cinza Algodonosa lisa

claro
19M3CO Marrom aveludada rugosa
21M5CL cinza claro granular verrucosa
22M3CO Marrom escuro granular verrucosa
23M5CN Laranja e marrom aveludada lisa
24M3CN Cinza aveludada lisa
25M5CS branco/marrom granular granular
26M1CO branco/alaranjado aveludada lisa
27TM3CO Marrom aveludada rugosa
29M2CN Branco aveludada granular
30M5CN Cinza claro/alaranjado aveludada lisa
31M2CL Cinza claro/cinza escuro aveludada lisa
32M2CN Branco aveludada granular
33M5CN Laranja escuro aveludada granular
36M4ACN Branco aveludada lisa
37M2CS cinza/Laranja aveludada granular
38M2CL Rosa aveludada lisa
40M1CL Cinza aveludada lisa

Borda
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Muito irregular
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Muito Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa

lisa

Lisa
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FIGURA 12. Morfoespécies (frente e verso) encontradas em tecidos vegetais de cafeeiro da cidade de Itapira -
SP, isoladas no laboratério de controle bioldgico do Instituto Biolégico de Campinas- SP, em novembro de 2019.
(listados na tabela 3).
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TABELA 4 - Fungos endofiticos do cafeeiro isolados de folhas, caules e raizes provenientes da propriedade de
Aguas de Lindoia. Analisando-se coloracdo (frente e verso) da coldnia, tipo de textura, topografia e borda,

descritos nos métodos de Carvalho & Pereira (2016), para identificacdo de morfoespécies.

Morfoespécie Cor (frente e verso) Textura Topografia  Borda
1RCN marrom escuro granular rugosa irregular
2RCL verde escuro algodonosa lisa lisa
3RCL laranja aveludada lisa lisa
4R5CN laranja aveludada lisa lisa
5RCN cinza/branco aveludada lisa lisa
6RCN branco granular rugosa lisa
7RCS marrom aveludada rugosa lisa
8R1CS cinza/creme aveludada rugosa irregular
9RR5S cinza granular rugosa lisa
10RR5S branco/vinho algodonosa lisa Lisa
11RR3N branco/roxo aveludado rugosa lisa
12RFS marrom/creme granular rugosa irregular
13RFN cinza/avermelhado granular verrucosa lisa
14RNFN Preto Granular Verrucosa Muito
irregular
15R5FL Branco Granular Verrucosa irregular
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/ v, ‘ ;
FIGURA 13. Morfoespécies (frente e verso) encontradas em tecidos vegetais de cafeeiro da cidade de Aguas de
Lindoia -SP, isoladas no laboratério de controle biolégico do Instituto Bioldgico de Campinas- SP, em novembro

de 2019. ( listados na tabela 4). 7,11 E 15 foram identificadas molecularmente como Bipolaris gossypina, Fusarium
oxysporum e Beauveria bassiana respectivamente.
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TABELA 5- Fungos endofiticos do cafeeiro isolados de folhas, caules e raizes provenientes da propriedade de
Socorro- SP. Analisando-se coloracgdo (frente e verso) da col6nia, tipo de textura, topografia e borda, descritos nos

métodos de Carvalho & Pereira (2016), para identificacdo de morfoespécies.

Morfoespécie Cor (frente e verso)  Textura  Topografia  Borda Morfoespécie
1E3FN Cinza aveludada  rugosa lisa
2E4FS branco/laranja aveludada  umbilicada lisa
3E2FL cinza/laranja granular rugosa lisa
4E1FN preto/cinza algodonosa lisa lisa
5E3FL marrom aveludada lisa Muito
irregular
6ER1IN Cinza/Creme Aveludada Lisa irrregular
TE4FS Branco/creme Aveludada Lisa lisa
8ESFL Cinza escuro/Preto  Granular Umbilicado irregular
9E5CN Marrom Granular Rugosa lisa
12E5CL Alaranjado Granular Rugosa lisa
13E4CN Marrom/Esverdeado  Granular Rugoso lisa
14ERIL Lilas/Roxo Aveludado Lisa lisa
15E2RO Branco/Alaranjado  Aveludada Lisa lisa
17ER2N Marrom/Avermelhado Aveludada Rugosa lisa
18E1CO Marrom Aveludada Lisa lisa
19E2CS Branco/Alaranjado  Granular Rugosa Lisa
20E2CN Cinza alaranjado Aveludado Lisa Lisa
21E2CN Branco Granular Lisa Lisa




34

A

PR : 7 S ~

FIGURA 14. Morfoespécies (frente e verso) encontradas em tecidos vegetais de cafeeiro da cidade de Aguas de
Socorro -SP, isoladas no laboratério de controle bioldgico do Instituto Biol6gico de Campinas- SP, em novembro
de 20109. (listados na tabela 4).

A 3




TABELA 6. Fungos endofiticos do cafeeiro isolados de folhas, caules e raizes provenientes da
propriedade de Serra Negra, S&o Paulo. Analisando-se coloragdo (frente e verso) da col6nia, tipo de
textura, topografia e borda, descritos nos métodos de Carvalho & Pereira (2016), para identificacdo de

morfoespécies.

Morfoespécie Cor (frente e verso)  Textura Topografia Borda
1S4CL Branco Granular Rugosa irregular
2S4CS marrom escuro Aveludada Lisa lisa
3S5CO branco Granular Rugosa lisa
4S4CS branco/salmao Aveludada Lisa lisa
5S5CL Marrom escuro Aveludada Lisa lisa
6S4CL Cinza esverdeado Algodonosa Lisa lisa
7S4CS Marrom escuro Algodonosa Lisa lisa
8S3CL Verde escuro Aveludada Lisa lisa
9S5CL Branco Algodonosa Lisa lisa
10S5CO cinza/amarronzado Granular Rugosa lisa
11S5CO Branco/Marrom Aveludada Lisa lisa
12S3CN branco/cinza Aveludada Lisa lisa
13S4CS branca/marrom Aveludada Lisa lisa
15S5CO Branco/Avermelhado  Granular Rugosa lisa
16S5FS branco/marrom Aveludada Lisa lisa
17S4AFO Preto Granular Lisa lisa
19S4FS Branco Algodonosa Lisa lisa
20S3FS Branco Granular Lisa lisa
23S5CS Branco Aveludada Lisa lisa
24S5FS Predo/Mesclado Algodonosa Lisa lisa
25SF3S0O Branco Granular Lisa lisa
26S4FS Branco/salmao Lisa Lisa irregular
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FIGURA 15. Morfoespécies (frente e verso) encontradas em tecidos vegetais de cafeeiro da cidade de Serra Negra
-SP, isoladas no laboratério de controle biolégico do Instituto Biol6gico de Campinas- SP, em novembro de 2019.
(listados na tabela 6).



A classificagdo de morfoespécies, permitiu o agrupamento de isolados em
12 principais grupos predominantes (Tabela 7). As morfologias mais comuns, foram
isolados com textura algodonosa, topografia lisa e borda lisa nos (fungos de coloracéo
branca, cinza e marrom) e textura aveludada, topografia lisa e borda lisa, (nos fungos
de coloragdo branca, preta laranja, rosa, verde e lilas).

TABELA 7. Grupos de caracteristicas predominantes de fungos endofiticos isolados de cafeeiros,
criados a partir da observacdo macroscopica de caracteristicas dos isolados de folhas de café, descritos
nos métodos de Carvalho & Pereira (2016) para identificacdo de morfoespécies.

Grupo Coloragéo Morfologia da colénia %
(Textura/topografia/borda)

| Branco Algodonosa/Lisa/Lisa 31,25
1 Branco Aveludada/lisa/lisa 28,12
11 Cinza Algodonosa/Lisa/Lisa 27,27
v Cinza Granular/Verrucosa/Lisa 36,36
\Y Preto Granular/Verrucosa/lrregular 33,33
| Preto Aveludada/umbilicada/lisa 33,33
Vil Marrom Algodonosa/Lisa/Lisa 31,25
Vi Marrom Granular/Verrucosa/Lisa 31,25
IX Laranja Aveludada/lisa/lisa 75
X Rosa Aveludada/Lisa/lrregular 100
Xl Verde Aveludada/lisa/lisa 100
X1 Lilas Aveludada/lisa/lisa 100

5.2. Variabilidade de morfoespécies fungicas

De acordo com a analise de dados, das 4 propriedades avaliadas, a propriedade
de Itapira, apresentou maior variabilidade fungica em comparacdo com as outras 3.
Seguido da propriedade da cidade de Serra Negra, Socorro e Aguas de Lindoia,

respectivamente (Figura 16).
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FIGURA 16. Numero total de fungos endofiticos isolados de cafeeiros por propriedade (ltapira, Serra Negra,
Socorro e Aguas de Lindoia no estado de S&o Paulo) em novembro de 2019.

Ja em relacdo a orientacdo geografica, houve uma diferenca expressiva na
quantidade de fungos isolados. As posicdes “Norte” e “Sul” obtiveram maior diversidade, com
33 e 31 isolados, respectivamente. Ja a posicdo Leste e Oeste, tiveram 19 e 18 fungos
respectivamente (Figura 17).
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FIGURA 17. Numero total de fungos endofiticos isolados de cafeeiros por posicéo geografica (Norte, sul, leste e
oeste) de tecidos vegetais de cafeeiros localizados em Aguas de Lindoia, Socorro, Serra Negra e Itapira, do estado
de S&o Paulo em novembro de 2019.
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Da mesma forma, observou-se maior variabilidade de morfoespécies

relacionadas a regido do caule, com variabilidade significativa, (52,48%) quando
comparados a folhas e raizes, com 36% e 12% respectivamente, constatado no grafico
abaixo (Figura 18).
Estes resultados coincidem com o trabalho realizado por Monteiro (2016), que
isolou maior variabilidade de fungos em caules seguido de folhas de plantas de café.
Porém, o autor ndo cita o isolamento em raizes.
No trabalho realizado por Vieira (2010) com extracdo de fungos endofiticos
em algodoeiro, constatou-se menor variabilidade fingica em raizes, quando comparado a folhas

e caules.

Variabilidade de isolados por tecido vegetal
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FIGURA 18. Numero total de fungos endofiticos isolados por tecido vegetal (caules, folha e raizes de cafeeiros)
das propriedades de Aguas de Lindoia, Socorro, Serra Negra e Itapira do estado de So Paulo em outubro de 2019.

5.3. Teste de entomopatogenicidade em larvas de G. mellonella
Ao todo, foram testados 101 fungos em larvas de Galleria mellonella, para

selecionar os fungos de maior potencial patogénico. Destes, 18 apresentaram patogenicidade
(Tabela 8) (Figuras 19 e 20).
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FIGURA 19. Larvas de Galleria mellonella inoculadas no teste de entomopatogenicidade realizado no laboratdrio

de Controle Bioldgico do Instituto Bioldgico de Campinas, em janeiro de 2020, onde: A- foi infectada com o fungo

“8S” ¢ B e C- com o fungo ‘20S”.

A

FIGURA 20. Isolados que demonstraram atmdade entomopatogénica em screening com G. mellonella,
posteriormente utilizados no teste de entomopatogenicidade sobre L. coffeella. 1- Diatrypella vulgaris 2-
Aspergillus clavatonanicus, 3- Diaporthe oxe, 4-Bipolaris glossypina, 5-Fusarium oxysporum, 6-Beauveria
bassiana, 7-Diaporthe endophytica, 8-Diaporthe endophytica, 9-Beauveria bassiana, 10-Trichoderma
asperellum, 11-Diaporthe endophytica, 14- Aspergillus fumigatus, 15- Beauveria bassiana, 16- Nemania difusa e
17- Trichoderma asperellum.
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TABELA 8. Nimero médio de G. Mellonella mortas/repeticdo e mortalidade total (%) aos 10 dias
apos a aplicacdo de suspensdo de 1x108 conidios ml*, em funcdo dos diferentes tratamentos.

Fungo Média G.mellonella %MT - mortalidade
mortas/repeticio total

1IMFS 2.2 44
5MFS 1.6 32
6MFN 1.0 20
13MFO 1.4 28
1EFN 0.8 16
6ENR 1.0 20
TEFS 0.6 12
13ECN 2.0 40
21ECN 2.0 40
8SCL 1.0 20
9SCN 0.4 8
11SCO 1.0 20
19SFS 0.4 8
20sCO 1.4 28
25SFO 1.0 20
26SFN 1.0 20
15RFL 1.0 20
7RCS 0.6 12
Controle 0.3 5

A propriedade de Itapira foi a que apresentou maior numero de isolados capazes
de provocar mortalidade em larvas de G. mellonella, sequido da propriedade situada na regido

de Serra Negra, Socorro e Aguas de Lindoia respectivamente. (Figura 21).
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FIGURA 21. Gréfico representando a porcentagem de fungos entomopatogénicos para G. mellonella das regifes
de Itapira, Socorro, Serra Negra e Aguas de Lindoia no estado de Sao Paulo.
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Ja em relacdo a regido da planta, os fungos provenientes da regido do caule (24

morfoespécies patogénicas), apresentaram maior capacidade patogénica. Poréem, sem diferenca
expressiva das outras regides, como folha (22) e raiz (18) (Figura 22).
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FIGURA 22. Porcentagem de fungos entomopatogénicos para G. mellonella existentes em amostras de caules,

folhas e raizes de cafeeiro extraidas das propriedades de Socorro, Aguas de Lindoia, Serra Negra e ltapira.

Com relagdo a posicao geogréfica, os fungos da regido Oeste, obtiveram maior
indice de patogenicidade (24). Porém, ndo houve diferenga expressiva quanto as outras regides,

como Norte (22,5), Sul (21,6) e leste (20). (Figura 23).
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FIGURA 23. Gréfico representando a porcentagem de fungos entomopatogénicos para G. mellonella existentes
em cafeeiros nas posi¢des cardeais (Norte, sul, leste e oeste).
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5.4. Identificacdo molecular

Os isolados selecionados no teste de entomopatogenicidade foram enviados para o
Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto Biolégico de S&o Paulo, onde foram realizadas
as identificagOes das amostras. (Tabela 9.)

Com os resultados obtidos, foi possivel agrupar os fungos endofiticos em filo, classe
e ordem. Todos os isolados pertencem ao filo Ascomycota. Também diferenciaramse em 3
classes diferentes, onde a maioria pertence a classe Sordariomycetes (12 isolados), seguido da
classe Eurotiomycetes (3 isolados) e da classe Dothideomycetes (1 isolado). E 5 ordens
diferentes, onde a maioria pertence a ordem Hypocreales (8 isolados), seguido da ordem
Eurotiales (3 isolados), Diaporthales (2 isolados) e Xylariales (2 isolados) e Pleosporales
(Lisolado) (Tabela 03).

TABELA 9. Identificagdo molecular realizada no laboratério de biologia molecular do Instituto
Bioldgico de Sdo Paulo em 2021, de isolados endofiticos entomopatogénicos selecionados no
screening com larvas de G. mellonella, posteriormente utilizados em teste de patogenicidade em L.
coffeella

Fungo Identificagéo Origem Filo Classe Ordem

5M Aspergillus clavatonanicus Folha - Itapira Ascomycota Eurotiomycetes  Eurotiales
6M Diaporthe oxe Folha - Itapira Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales
32M  Diatrypella vulgaris Folha - Itapira Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales
1E Fusarium oxysporum Folha - Socorro Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales
6E Aspergillus clavatonanicus Raiz - Socorro Ascomycota Eurotiomycetes  Eurotiales
13E  Aspergillus fumigatus Caule - Socorro Ascomycota Eurotiomycetes  Eurotiales
21E  Beauveria bassiana Caule - Socorro Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales
2R Trichoderma asperellum  Caule - Aguas de Lindoia Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales
7R Bipolaris gossypina Caule - Aguas de Lindoia Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales
11R  Fusarium oxysporum Raiz - Aguas de Lindoia  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales
15R  Beauveria bassiana Folha- Aguas de Lindoia Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales
8S Trichoderma asperellum  Caule - Serra Negra Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales
19S Diaporthe endophytica Folha — Serra Negra Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales
20S Trichoderma asperellum  Folha - Serra Negra Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales
25S Beauveria bassiana Folha - Serra Negra Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales

26S Nemania diffusa Folha - Serra Negra Ascomycota Sordariomycetes Xylariales
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A espécie 13E (Aspergillus fumigatus)foi encontrado habitando de forma
endofitica, sementes de café na Colombia, Guatemala, India, Quenia, Papua Nova Guing,
Puerto Rico e Vietnam trabalho de Vega et al., (2008).

5.5. Teste de interagdo com produtos fitossanitarios

A conservacdo dos fungos endofiticos é considerada uma importante estratégia do
MIP, fazendo-se importante a utilizacdo de métodos complementares compativeis com
microorganismos benéficos. Essa interacao é considerada benéfica, podendo ter efeito sinérgico
de ambos os componentes, mas também pode ser negativa, quando ocorre a inibi¢do de um dos
componentes. Produtos fitossanitarios, principalmente os fungicidas, geralmente inibem a
ferminacdo de esporos, diminuindo o potencial do inoculo, fazendo-se importante a avaliacdo
da conservacao de viabilidade fungica. (NEVES et al, 2005).

B. bassiana também apresentou aumento do crescimento vegetativo quando em
contato com Bravonil, com queda pouco expressiva no nimero de conidios em relacdo a
testemunha. Actara ndo interferiu no crescimento vegetativo nem na conidiogénese, sendo

semelhante estatisticamente ao controle

O autor Zimmerman (1975), constata que a inibicdo crescimento vegetativo por parte
de um produto quimico, ndo é necessariamente um indicativo de reducdo esporulacdo ou
viabilidade dos conidios. Fato que corrobora com o desenvolvimento do isolado B. bassiana
em contato com Emzeb, Amistar e Comet, A. fumigatus em contato com Amistar e A.
clavatonanicus em contato com Actara e amistar, que tiveram seu crescimento vegetativo

inibido, mas mantiveram a conidiogénese. (Tabela 10).

O oposto também foi observado, quando o fungo apresentou crescimento

vegetativo igual ou maior ao controle, quando inoculado ao meio de cultura com produtos
fitossanitarios, mas com queda na conidiogénese. B. bassiana e A. fumigatus tiveram aumento
do crescimento vegetativo em contato com Bravonil. Emzeb e Comet também tiveram o mesmo

efeito em A. fumigatus. (Tabela 10)

Alguns fungos apresentaram maior producdo de conidios quando em contato com
produtos fitossanitarios do que em relacdo ao controle, como A. clavatonanicus, que em contato
com amistar, teve a conidiogénese elevada (Tabela 10). Na literatura, os autores Moino Jr. &
Alves (1998). Sugerem que o fungo, frente a um composto toxico que altere o seu ambiente,
pode ser capaz de realizar um maior esforgo reprodutivo que resulta em um aumento da

conidiogénese.



45

O isolado 32M (D. vulgaris) teve seu crescimento vegetativo e esporulagédo

totalmente afetado por todos os produtos testados, presentando crescimento fungico nulo em

todas as repeticOes (Figura 24 e Tabela 10). Uma possivel explicacdo para esses resultados é

que ao metabolizar o meio contendo a formulagdo, o fungo pode gerar acimulo de residuos

toxicos, que blogueiam vias de compostos importantes para o crescimento fungico (OLIVEIRA

et al. 2002).

TABELA 10. Tabela de viabilidade de conidios e diametro do crescimento vegetativo e conidiogénese de fungos
endofiticos, entomopatogénicos para L. coffeella em interagdo com produtos fitossanitarios, realizado no
laboratdrio de Controle Biologico do Instituto Biologico de Campinas em 2021.

21E 13E
Crescimento Nﬂmgr_o de Crescimento  NUmero de
vegetativo (Cl‘(’)gl'g'lf_’f) Viabilidade vegetativo  conidios vapilidade
Tratamento (cm) (%) (cm) (10°.ml=) (%)
Bravonil 2,25 116,67° 84,52 3,5 217,002 94,12
Actara 15 193,000 94,6 2,5 258,67 91,22
Cercobin - - -d 25 114,67 ¢ 75,5°
Emzeb 1,25 95,00f 19,64 3,5 115,67¢ 81,5°
Amistar 1,25 198,672  83,2%® 1,75 299,67¢  95,6°
Comet 0,75 54,679 73,1° 3,5 91,33¢  57,2¢
Controle 1,5 273,00¢ 99,2° 25 322,679 98,52
5M 32M
NUmero de Crescimento  NUmero de
Crescimento ~ CONidios  vsjahjlidade vegetativo  conidios  Viabilidade
Tratamento vegetativo (cm)  (10°%mI™) (%) (cm) (10%.ml?) (%)
Bravonil 0 Oc - - - -
Actara 1,75 137,33° 935" - - -
Cercobin 0 Oc -c - - -
Emzeb 0 Oc - - - -
Amistar 1,75 206,33° 951" - - -
Comet 0 Oc -¢ - - -
Controle 4,25 189° 99,62 45 100,672 98,02

*média de crescimento vegetativo avaliando 3 repeti¢des, **média de conidios germinados avaliando

3 repeticdes
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FIGURA 24. Acéo de produtos fitossanitarios (Bravonil, Amistar, Actara, Emzeb e Comet) sobre o crescimento

vegetativo de coldnias de fungos endofiticos entomopatogénicos do cafeeiro apds sete dias, em relacdo a
testemunha, onde; A- B. bassiana, B- Fungo A. fumigatus, C- Fungo A. clavatonanicus e D- Fungo Diatrypella
Vulgaris.

Com relacdo ao grau de toxidade dos produtos fitossanitérios testados (Tabela
11), verifica-se que o isolado 13E (A. fumigatus) foi compativel com todos os produtos testados,
com excecdo do Comet, que foi considerado muito tdxico.

Com relagdo ao fungo 21E (B. bassiana), houve compatibilidade com todos os produtos
testados, com excecdo do Emzeb, considerado moderadamente toxico, cercobin e

comet, que se mostrou muito toxico (Tabela 11).
Estes resultados sdo semelhantes nos trabalhos de Soares (2011) que mostraram

gue os fungicidas Emzeb e Comet apesar de se mostrarem toxicos para B. bassiana, ndo
inibiram completamente a germinacdo dos conidios. Porém, difere-se quanto ao produto
Cercobin, que foi considerado toxico com algum grau de germinacgdo e no presente trabalho,
houve inibig&o total de crescimento micelial e conidiogénese (Tabela 10).

Ja o fungo 5M (A.clavatonanicus) foi considerado compativel apenas com o

produto Actara e Amistar (Tabela 11).



TABELA 11. - Classificacdo da toxicidade dos produtos fitossanitarios aos isolados de fungos
selecionados para controle de Leucoptera coffeella, de acordo com o método proposto por Alves et

al., 1998).

Fungo Tratamento Valor T* Compatibilidade

13E Bravonil 76,36 Compativel
Actara 75,68 Compativel
Cercobin 60,63 Compativel
Emzeb 62,29 Compativel
Amistar 82,35 Compativel
Comet 26,58 Muito téxico

21E Bravonil 63,36 Compativel
Actara 77,86 Compativel
Cercobin Muito téxico
Emzeb 37,82 Moderadamente tdxico
Amistar 70,79 Compativel
Comet 26,53 Muito tdxico

32M Bravonil Toxico
Actara Téxico
Cercobin Téxico
Emzeb Téxico
Amistar Téxico
Comet Téxico

5M Bravonil - Téxico
Actara 66,37 Compativel
Cercobin - Téxico
Emzeb - Téxico
Amistar 95,57 Compativel
Comet - Téxico

*Valor T = valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulacdo para classificacdo do produto

5.6. Teste de entomopatogenicidade em larvas de L.coffeella

As lagartas infectadas apresentavam mudanca de coloracéo, fina camada de
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micélio ao redor do corpo, e em alguns casos, ressecamento do tegumento. Também foi

observado a infeccdo de pupas pelos fungos inoculados, onde apresentavam casuloso

incompletos (fina camada de seda sob o cadaver) e casulos parcialmente ou totalmente tomados

por micélio. Apos 15 dias de observagdo, foi constatado que os fungos IBCB130 (1. fumorosea)

21E (B.bassiana) e 5M (A.clavatonanicus) apresentaram maior taxa de mortalidade sobre L.

coffeella ao longo de 15 dias de observacdo, com 70,86%, 63,59% e 52,34% de mortalidade

respectivamente, sendo que estes 3 ndo diferem estatisticamente entre si.

Estes resultados sdo compativeis com os estudos de Draganova & Tomov

(1998), onde a espécie B. bassiana também foi descrita como patogénica a Leucoptera
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malifoliella, infectando as larvas do ultimo instar no momento que elas deixam as minas para

formacéo das pupas.

A mortalidade causadas pelos isolados IBCB130 (l. fumorosea) 21E
(B.bassiana) foram o0s que mais se aproximaram da eficAcia de produtos quimicos
recomendadas ao combate de L.coffeella, visto que no trabalho de Zampiroli., (2016) o
inseticida Altacor alcancou 87,5% de mortalidade e nos trabalhos de Melo., (2017), os
inseticidas clorantraniliprole e cloridrato de cartape causaram 82,7% e 86,0% de mortalidade
em condi¢des de aplicacdo especificas.

O desempenho do isolado 5M (Aspergillus clavatonanicus) provocou 50% de
mortalidade, semelhante aos resultados de 2 isolados do género Aspergillus descritos nos
trabalhos de Amatuzzi., (2014), causaram 54%-56% de mortalidade sobre a praga de
morangueiro Diatrea. fovealis. Embora a espécie A. clavatonanicus ainda nao tenha sido
descrita na literatura como isolado de potencial entomopatogénico. Contudo, existem citacdes

na literatura médica sobre seu potencial patogénico em humanos.

Ja os fungos 13E (Aspergillus fumigatus), IBCB425 (Metarhizium anisopliae) e 32M
(Diatrypella vulgaris) causaram mortalidade de 46,68%, 19,11% e 14,19% respectivamente.
Estes nimeros diferem estatisticamente entre si. Contudo, a mortalidade de D. vulgaris foi
estatisticamente igual ao controle.

De modo geral, a mortalidades observada em individuos de L.coffeella foram

mais significativas (46,68%, -70,86%,) do que no controle (11,09 %), diferindo-se
estatisticamente, com excec¢édo do isolado 32M (D. vulgaris) que igualou-se estatisticamente
ao controle (Tabela 12).

Segundo Penna et al., (2012) o isolado IBCB425 de M.anisopliae € o mais

utilizado no controle de Mahanarva fimbriolata (Cigarrinhada-raiz) por biofabricas brasileiras
e usinas sucroalcooleiras. Por isso 0s autores o testaram como isolado padrdo no controle
Diatraea saccharalis, mas o0 mesmo causou apenas 37,5% de mortalidade. Ainda, segundo
outro autor, diversos isolados de Metarhizium anisopliae se mostraram patogénico a ovos e
lagartas de L. coffeella, alcangando 100% de mortalidade em todos os casos.

(APUD; VILLACORTA, 1983).
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TABELA 12. — Mortalidade (%) de fungos endofiticos de cafeeiro sobre L.coffeella por repeticdo durante 15 dias
de observacéo apds a inoculagéo.

Isolado 1 2 3 4 5 Testem Média Des.Pad EM*
unha (MT)* *x **
IBCB130 75,00 66,67 93,33 52,63 66,67 20% 70,86@ 13,34 5,97
B. bassiana 55,56 60,00 66,67 50,00 8571 222% 63592 12,34 5,52
A clavatonanicus 66,67 85,71 30,77 42,86 3571 125% 52,34 20,74 9,28
A. fumigatus 62,50 4545 4545 30,00 50,00 16,67% 46,68% 10,42 4,66
IBCB425 33,33 - 20,00 20,00 22,22 - 19,11°¢ 10,76 4,81
D. vulgaris 1538 - 22,22 3333 - - 14,19°¢ 12,92 5,78
Testemunha 16,67 12,50 - 1250 - - 11,09°¢ 8,83 3,64

Letras iguais significam semelhanca estatistica.

*MT: Mortalidade total, **DesPad: Desvio padrdo, ***EM: Erro padréo

saudavel. B) lagartas mortas com inoculagdo do isolado 13E (A. fumigatus) antes de expressar crescimento micelial

no tegumento. C) lagarta morta com inoculagdo do isolado 13E colonizando o corpo do inseto. D) e E) Lagarta

morta com o fungo 5M (A.clavatonanicus). F) e G) Lagartas colonizadas com o fungo IBCB130 (C. fumosorosea).

H) Pupas saudaveis de L.coffeella. 1), J) e K) Pupas mortas com a suspensdo de IBCB130, apresentando o casulo

colonizado por micélio e formacdo desorganizada. L) e M) Pupa e lagarta em processo de pupa colonizadas pelo

fungo 5M e N) Comparagéo de uma pupa saudavel com uma lagarta que morreu em meio ao processo de pupagem.
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FIGURA 26. Gréfico da mortalidade de fungos endofiticos sobre L. coffeella para cada tratamento ao longo de 15

11 12 13 14 15 Total

dias de observagdo realizada no laboratorio de Controle Bioldgico do Instituto Biolgico de Campinas em maio
de 2021.

Com relacdo a mortalidade em funcdo dos dias observados, o fungo 21E (B. bassiana),
destacou-se por ter seu pico de mortalidade se deu logo no 2° dia, com 66,67% de sua
mortalidade total. Para o fungo IBCB130 (C. fumosorosea) houve maior mortalidade entre o 4°
e 6° dia, com pico de insetos mortos no 5° dia de observacdo com cerca de 30,23% de sua
mortalidade total. Depois, houve outro pico no 13° dia com mais de 20,93% de sua mortalidade

total, onde a mortalidade comegou a abrigar pupas.

O isolado 5M teve seu pico de mortalidade observado no 6°dia, com 27,27% de sua
mortalidade total, se mantendo alta também no 7° com 22,73%. O isolado 13E (A. fumigatus)
apresentou maior mortalidade no 7° dia, representando 36,36 se mantendo constante no 8° e 9°

dia com 18,18% da mortalidade total.

O isolado IBCB425 (M. anisopliae) teve seu pico de mortalidade no 2° dia com 37,5%
de sua mortalidade total, onde teve uma queda no 3°dia em diante e apresentou um novo pico
com um segundo pico no 5° e 12° dia, onde manteve igualmente 25% da mortalidade. E por
fim, o isolado 32 M teve sua maior mortalidade concentrada no 11° dia, que contabilizou 50%
de sua mortalidade total. A mortalidade da testemunha comegou a surgir no 5° dia, com pouco
mais de 12,5% de sua mortalidade total, se mantendo crescente ao longo do dia onde obteve
seu pico apenas no 14° dia, penultimo dia de observacdo com 37,5% de sua mortalidade total
(Figura 26).
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Esses resultados também foram observados no trabalho de Souza (2019), onde
utilizou-se fungos endofiticos entomopatogénicos para o controle da broca-do-café e observou-

se que a mortalidade das brocas foi mais elevada principalmente entre o 3° e 5° dia.

Com excecdo do isolado 32M (D. vulgaris), todos os outros tiveram seu pico de
mortalidade até o 7° dia de observacao. Apos, 0 Unico crescimento progressivo de mortalidade,

foi relacionada a testemunha.

Silva et al., (2003) Defendem que a fase larval € a mais recomendada para o estudo de
entomopatogenicidade de fungos. No entanto, as larvas inoculadas comecaram a entrar em
processo de pupagem ap0s 2 dias de inoculacdo e 8 dias depois, comegaram a apresentar aspecto
de infeccdo fungica, tendo seu casulo e corpo envolvidos por micélio ou apresentando uma
pupa incompleta, com o inseto morrendo no processo. O isolado que mostrou maior viruléncia
em pupas, foi 0 IBCB130 (C. fumosorosea) representando 52,65% de sua mortalidade total. Em
comparacdo, o isolado 21E (B. bassiana), mostrou maior viruléncia em lagartas, com 91,67%
de sua mortalidade total.

TABELA 13. — % de mortalidade total (MT) de lagartas, pupas e adultos de L. coffeella causada por fungos

endofiticos do cafeeiro e do banco de dados de fungos entomopatogénicos do Instituto Bioldgico de Campinas,
Oldemar Cardim Abreu, nas concentragdes 1x108 conidios ml-1

Fungo % Mortes EM* 9% Mortes EM*  %Mortes EM*
em lagartas em pupas em adultos

IBCB130 39,25 523 52,65 9,34 8,10 5,78
21E 91,67 4,71 8,33 4,71 - -

5M 50,67 9,85 44,33 12,87 5,00 4,47
13E 60,33 9,53 35,67 6,25 4,00 3,58
IBCB425 75,00 16,73 25,00 10,95 - -
32M 50,00 17,89 50,00 17,89 - -
Controle 50,00 16,51 12,50 15,21 37,50 19,24

*Em = Erro médio padrdo

Para a confirmacéo do efeito entomopatogénico sobre o bicho-mineiro, os cadaveres
foram retirados das gaiolas e transferidos para camara umida, em BOD a 25°C com fotofase de
12 horas. Dentre todos os tratamentos, 5M, (A. clavatonanicus) 21E (B. bassiana) e IBCB130
(C. fumosorosea) destacaram-se por apresentar maior numero de insetos colonizados
correspondentes ao fungo endofitico inoculado (MC-Mortalidade confirmada) correspondendo
a73,91%, 72,72% e 60,86% respectivamente (Tabela 14).
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Contudo, O ensaio também revelou expressdo de outros fungos que ndo foram
inoculados (podendo ser classificados como contaminantes ou fungos necréfilos que soO

colonizam o corpo do inseto depois da morte).

Alguns cadaveres isolados também apresentaram expressao fungica nula. Os isolados
que apresentaram maior nimero de fungos incompativeis com o isolado originalmente
inoculado foram os fungos 32M, IBCB425 e 13E, com 57,14%, 75% e 37,5% respectivamente
(Tabela 14). Ja a incubacdo das lagartas mortas pelo isolado 32M (D. vulgaris) néo resultou na

colonizacao do corpo dos insetos.

A capacidade de colonizacdo do fungo no corpo do inseto, é considerada uma
caracteristica importante para fungos com potencial entomopatogénico, visto que nesse

processo, liberam estruturas reprodutivas que podem ser disseminadas através do vento, agua

ou superficie de hospedeiros, dando inicio a um novo ciclo de infeccdo em outros insetos
(HAJEK e LEGER, 1994).

FIGURA 27. Isolamento de fungos encontrados em cadéveres de L. coffeella isolados em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA que posteriormente foram utilizadas para estabelecer os indices de MC (mortalidade

confirmada). Onde: A- Isolado correspondente do fungo A. clavatonanicus expressado no cadaver do inseto. B-
Isolado IBCB130, C- Isolado de B. bassiana e D- A. fumigatus.
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TABELA 14. — Porcentagem de mortalidade confirmada (M.C.) em cadaveres de L.coffeella, em funcdo dos
isolados testados no URL de controle bioldgico do Instituto Bioldgico nas concentragdes 1x108 conidios ml-1

FUNGO Mc* (%) Isolados incompativeis Sem expressdo fungica
(%) (%)

21E 72,72% 13,63% 13,63%

13E 41,66% 37,5% 20,83%

5M 73,91% 13,04% 13,04%

32M - 57,14% 42,85%

IBCB130 60,86% 32,60% 6,52%

IBCB425 25% 75% -

*Mc: Mortalidade confirmada

5.7 Avaliacdo do potencial de infecgdo em mudas de cafeeiro

No teste de inoculacdo de isolados em mudas de café, os fungos 5M (A.
clavatonanicus) e IBCB130 (C. fumosorosea) apresentaram melhor capacidade de
colonizacdo endofitica dos tecidos foliares, sendo que o fungo IBCB130 foi encontrado
presente em todas as 5mudas testadas apos a inoculacdo. O fungo 5M, se expressou em 5 das
5 mudas amostradas (Figura 28).

FIGURA 28. Resultados do experimento de inoculagdo de fungos em mudas de café, antes e depois da
inoculacdo, por aspersdo foliar, com suspensdo dos endofiticos entomopatogénicos na concentracdo 1x108
conidios -1, onde; A-Fungo A. clavatonanicus que apresentou capacidade de colonizacdo dos tecidos foliares
em 4 das 5 mudas e B- Fungo IBCB130, presente em 5 das 5 mudas testadas, apds 7 dias de inoculagéo.

No entanto, os fungos 21E (B. bassiana), 13E (A. fumigatus) e IBCB425 (M.
anisopliae) ndo se mostraram capazes de colonizar tecidos foliares, por isso os fungos foram
inoculados novamente e e plagueou-se outros tecidos como caules e raizes, que permaneceram

encubados em BOD por 7 dias. Os resultados da segunda inoculagdo, mostraram que o isolado



54

IBCB425 foi capaz de colonizar apenas um tecido foliar das 5 repeti¢cdes em folhas. 21E e
13E continuaram sem expressao em folhas, caules e raizes. (Tabela 15), (Figura 29).

FIGURA 29. Resultados do experimento de inoculagdo de fungos em mudas de café, por aspersao foliar de

suspensdo fungica com 1x108 conidios -1 onde; C- isolado IBCB425, que apresentou capacidade de colonizacao
dos tecidos foliares em 1 das 5 mudas e D- Isolado 21E (B. bassiana), e isolado 13E (A. fumigatus) que nao
mostraram capacidade de coloniza¢do em folhas, caules e raizes de mudas de café Apds 7 dias da segunda
inoculacéo.

Com base nos resultados, € provavel que os isolados 21E (B. bassiana), 13E (A.
fumigatus) e IBCB425 (M. anisopliae) ndo tenham se expressado nos tecidos foliares devido
a diferengas de crescimento no hospedeiro. Rodrigues & Redman (1997), afirmam que um
enddfito pode se expressar apenas no local de inoculacdo, se disseminar por toda planta
através dos vasos condutores ou crescer pouco no hospedeiro, mas permanecer

metabolicamente ativos.

Vega et al, (2008) explica que os fungos entomopatogénicos produzem metabolitos
secundarios, antibidticos e toxinas que podem ter efeito sobre o inseto hospedeiro. Dessa
forma, os metabdlitos secundarios podem ter sido responsaveis por provocar mortalidade em
L. coffeella que se alimentaram das folhas inoculadas. Como B. bassiana, que causou alta
taxa de MC (mortalidade confirmada), porém ndo foi capaz de se expressar em tecidos

foliares.

Outro autor, Bruck (2010), cita que a mortalidade pode ser causada por compostos
volateis, que sdo emitidos pela planta em associagdo com os fungos, modificando assim o

comportamento dos herbivoros.

A auséncia de expressdo de M. anisoplieae apos a inoculacdo em mudas foi notada
também no trabalho de Vinha (2018) onde avaliou-se a persisténcia dos fungos

entomopatogénicos em mudas de soja, e observou nédo ser possivel a recuperacdo dos fungos
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Metarhizium sp e em folhas, caules e raizes de soja, porém verificou-se a persisténcia de

ambos no substrato utilizado durante 20, 45 3 60 dias.

O método utilizado neste experimento, € conivente com o descrito por Russo et al
(2018) onde demostraram a eficacia de trés métodos de inoculacao (spray foliar, imersdo de
raizes e imersdo de sementes) para estabelecer uma relacdo endofitica com fungos
entomopatogénicos. A porcentagem de recuperacao desses fungos foi maior apos o 7° dia de
inoculagdo e 0 método mais efetivo foi o de asperséo foliar. Ainda, segundo Parsa et al (2013)
0 método de colonizagdo endofitica pode variar de acordo com a espécie ou variedade da

cultura alvo e da cepa ou isolado fungico.

TABELA 15. — Resultado do teste de potencial de colonizagdo de fungos endofiticos entomopatogénicos em
mudas de cafeeiro, inoculados por aspersao foliar e avaliados ap6s 7 e 14 dias de incubagdo em sala climatizada a
25°C. Realizado in vitro no laboratério de Controle Bioldgico do Instituto Bioldgico de Campinas em junho de
2021.

Isolado Expressao por
repeticéo
Isolamento de folhas Isolamento de Isolament Isolamento de folhas apds 14° dia
caules ap6s 7° o de raizes
apos 7° dias dia apos 7° dia
A. Presente em 4/5 - - -
Clavatonanicus repeticdes
Controle Ausente - - -
IBCB 130 Presente em todas - - -
as repeticGes
Controle Ausente - - -
IBCB 425 Ausente Ausente Ausente Presente em 1/5
repeticdes
Controle Ausente Ausente Ausente Ausente
B. Bassiana Ausente Ausente Ausente Ausente
Controle Ausente Ausente Ausente Ausente
A. Fumigatus Ausente Ausente Ausente Ausente

Controle Ausente Ausente Ausente Ausente
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6. CONCLUSOES

Houve variabilidade de espécies de fungos endofiticos e de acordo com o tecido

vegetal, posicdo geogréfica e localizagéo.

Deste modo, a maior variabilidade foi encontrada na cidade de Itapira— SP, nos tecidos

caulinares e em nas regides Norte e Sul.

A patogenicidade de fungos demonstrou eficacia semelhante aos produtos

fitossanitarios utilizados no controle de L. coffeella.

Alguns produtos podem ter efeito sinérgico sobre o fungo, aumentando a

conidiogénese e o crescimento vegetativo, ndo interferindo na viabilidade de conidios.

O impacto de produtos fitossanitarios sobre os entomopatégenos pode variar de acordo
com a espécie e linhagem do patdgeno, da formulacdo dos produtos e das concentracbes
utilizadas. Esses produtos podem atuar inibindo o crescimento vegetativo, a conidiogénese e a
esporulacdo dos microrganismos. Alguns produtos podem ter efeito sinérgico sobre o fungo,

aumentando sua esporulacdo e crescimento vegetativo.

A maioria dos entomopatdgenos estudados, apresentou um pico de mortalidade entre
0 4° e 0 7° dia de observacdo. Os isolados apresentaram diferentes niveis de patogenicidade

para cada fase do ciclo de vida de L. coffeella.
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