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Resumo

O acaro vermelho do café, Oligonychus ilicis McGregor, 1917 (Acari: Tetranychidae), € uma espécie
fitéfaga de grande relevancia agricola. Os danos provocados por esse artrépode-praga acarretam na
diminuicdo da produtividade pela reducdo da taxa fotossintética foliar. A utilizagdo de quimicos
sintéticos € um dos métodos de controle mais utilizados, porém a crescente preocupag¢ao nos impactos
ambientais causados implica na busca de alternativas sustentaveis. Diante disso, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar a eficicia do extrato enzimatico de Metarhizium anisopliae no controle de O.
ilicis. Para o bioensaio foram utilizadas 12 fémeas adultas de O. ilicis. As concentra¢cBes utilizadas
foram 50 e 100%. Em cada tratamento foram aplicados 1 mL de extrato. O efeito bioacaricida foi
avaliado 24, 48 e 72 horas ap0s a aplicagdo do extrato. Conclui-se que o extrato enzimatico de M.
anisopliae apresentou potencial bioacaricida em todas as concentragdes testadas sobre fémeas adultas
de O. ilicis.

Palavras-chave: Biotecnologia. Controle biolégico. Entomopatdgenos. Oligonychus ilicis.
Area do Conhecimento: Engenharia agrondmica - agronomia
Introducéo

O café (Coffea spp.) esta entre as principais commodities agricolas presentes no agronegécio
global, impactando diretamente no crescimento socioeconémico (SOUZA et al., 2023). O Brasil € o
maior produtor mundial da cultura com cerca de 55,1 milhGes de sacas beneficiadas no ano de 2023.
Dentre as pragas que afetam o cafeeiro encontra-se o acaro vermelho do café (Oligonychus ilicis
McGregor, 1917) (Acari: Tetranychidae), a qual possui habito fit6fago, alimentando-se da face adaxial
das folhas ocasionando dano no limbo foliar através da raspagem do tecido (FERRAO et al., 2017).

A utilizagdo do controle quimico para este tipo de espécie praga tem sido o0 método mais utilizado,
com acaricidas sintéticos a base de avermectinas, piretréides e organofosforados, os quais estédo
relacionados com a diminui¢cdo de inimigos naturais e ao estimulo da oviposi¢do de fémeas de O. ilics
(REIS et al., 2004; REIS, 2005; FRANCO et al., 2009; GOMES, 2020; AGROFIT, 2023), bem como
riscos a salde humana (D’AVILA, 2015).

O controle biolégico com utilizacdo de fungos entomopatogénicos tém se mostrado uma alternativa
promissora a utilizagdo de quimicos sintéticos. YUN et al. (2023), observaram isso ao utilizarem
suspensao diluida de esporos do fungo Verticillium lecanii (Deutereromicotina: Hyphomycetes) (Zimm.)
Viégas no controle da cigarrinha pequena (Empoasca flavescens F.) (Homoptera: Cicadellidae) com
reducéo de 90% da populagdo em 2 anos.

A viruléncia de fungos entomopatogénicos estd associada a producdo de enzimas no processo de
infeccdo do hospedeiro, exemplo disso s8o as quitinases, proteases e lipases que atuam na
degradacéo de estruturais vitais a sobrevivéncia do artropode (JUNIOR; GUARUS, 2011). Com isso, 0
fungo Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) esta entre os principais entomopatégenos
utilizados no controle de artropodes-praga, atuando, por exemplo, na reducdo da taxa de fecundidade
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de fémeas de Tetranychus ludeni (Zacher) (Acari: Tetranychidae) (PEREIRA et al., 2019), como
também na mortalidade de soldados da formiga-de-fogo (Solenopsis saevissima Smith) (Hymenoptera:
Formicidae) (SOUZA et al., 2023).

Diante disso, por apresentar importancia econdmica na cultura do cafeeiro e visando buscar
alternativas sustentaveis, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a eficiéncia do extrato
enzimatico a base de M. anisopliae em diferentes concentracdes sobre fémeas adultas de O. ilicis.

Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratério de Entomologia e Acarologia Agricola e no complexo de
laboratérios do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo - Campus Itapina
(IFES-Campus Itapina), localizado no municipio de Colatina, com coordenadas de 19°29'52.7" S
40°45'38.5"W.

Para realizacdo dos testes, uma criacdo de O. ilicis foi estabelecida em laboratério. Para isso, foram
coletados acaros adultos de O. ilicis na lavoura de café conilon livre de agrotéxicos do Ifes—Campus
Itapina e transferidos para as arenas que consistiram em Placas de Petri (14,0 x 1,5cm) contendo disco
de folha de café conforme metodologia de REIS et al. (1997), modificada pelo Laboratério de
Entomologia e Acarologia Agricola do Ifes-Campus Itapina. As Placas de Petri foram mantidas em
cameras climatizadas do tipo B.O.D., a 25+1°C, UR de 70+£10% e fotofase de 12h.

Para a preparacdo das arenas, folhas de C. canephora foram coletadas na mesma lavoura,
higienizadas e colocadas em Placas de Petri (10,0 x 1,2 cm). Para a montagem das unidades
experimentais foi adicionado algoddo umedecido no fundo e ao redor da folha de café para manter a
sua turgidez e evitar a fuga dos acaros. Cada tratamento consistiu em 10 repeticBes, com 12 fémeas
adultas de O. ilicis por repeticdo. A pulverizacéo foi realizada utilizando um aerdgrafo modelo Alfa 2,
conectado a um compressor calibrado com pressdo constante de 1.3 bar e 1 mL de solu¢éo de cada
concentracdo para cada repeti¢cdo. As Placas de Petri foram mantidas em caAmeras climatizadas do tipo
B.O.D., conforme descri¢do anterior.

Producédo enzimatica

As culturas fungicas foram obtidas a partir do isolamento e repicagem da ressuspensao de conidios
do formulado comercial Metarril®, conforme prescrito na bula. Os conidios foram ressuspendidos em
agua destilada esterilizada e aliquotas foram adicionadas em meio batata-dextrose-agar (BDA). Os
processos foram realizados em cabine de seguranca bioldgica, sob condicbes estéreis. Repicagens
sucessivas foram realizadas até a obtencdo da cultura com colénias de coloracdo esverdeada,
caracteristico da colénia de M. anisopliae.

A partir da cultura pura, inoculou-se em tubos de ensaio inclinado contendo o mesmo meio descrito
anteriormente. Apés o crescimento realizou-se a ressuspensdo. Retirou-se uma aliquota e inoculou em
frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo arroz polido esterilizado para aumentar a esporulacdo do fungo.

Como substrato sélido para a fermentacgéo foi utilizado farelo de trigo, sem preferéncia por marca
especifica. Em frascos Erlenmeyer (125 mL) foram adicionados o substrato sélido, solucdo de meio
minimo (K2HPOa4, MgSOa, ZnSO4, FESO4 e CuSOa4) e a suspensédo de conidios de M. anisopliae. Os
frascos inoculados foram cultivados sob fermentacdo em estado soélido para produgdo de extrato
enzimatico.

O cultivo foi mantido em BOD a 28 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e 24 horas de escuro, por
7 dias. Com o cultivo fermentado, adicionou-se agua destilada aos frascos (1:10 p/v) para isolamento
das enzimas secretadas, centrifugou-se por 30min e extraiu-se 0 sobrenadante como extrato
enziméatico (Em processo de patente).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Para cada extrato
enziméatico testado, os dados de mortalidade foram corrigidos pela formula de ABBOTT (1925) e
posteriormente submetidos ao teste de Kruskal-Wallis para comparar as medianas (p<0,05). O grafico
foi gerado com o auxilio do programa estatistico R versédo 4.2.3 (R CORE TEAM, 2023).

Resultados

O teste de toxicidade do extrato enzimatico a partir de M. anisopliae sobre O. ilicis apresentou
mortalidade de 100% a partir da concentracdo de 50% (Figura 1).
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Figura 1- Mortalidade cumulativa da populacédo de Oligonychus ilicis pelo extrato enzimético de Metarhizium
anisopliae. Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de

significancia.
a a
90
=
560
o
Lo,
©
g =
o
=
b
30 —
0
0 50 100

Concentracao (%)

Fonte: Os autores (2024).

O extrato enziméatico de M. anisopliae mostrou potencial bioacaricida em fémeas adultas de O. ilicis,
causando mortalidade de 100% dos individuos na concentracdo de 50%, evidenciando que
concentracdes menores podem ser utilizadas no manejo do &caro vermelho do cafeeiro (Figura 2). Os
tratamentos diferiram entre si do tratamento controle, porém, as medianas de mortalidade obtidas nos
tratamentos foram estatisticamente iguais, na concentracdo de 50%, quanto na de 100%.

Discusséo

O controle biol6gico de artrépodes-praga na agricultura tem se mostrado cada vez mais frequente.
Nessa perspectiva, a utilizagdo de fungos entomopatogénicos, integrado a outros métodos de controle
de pragas agricolas, contribui para a promocdo de medidas mais sustentaveis no que concerne a
seguranca alimentar e a protecdo ambiental (ALVES, 2014; SOUSA et al., 2023). Isso corrobora com
SANTANA et al. (2023), que ao avaliarem o potencial do fungo Beauveria bassiana no controle do acaro
da necrose Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophydae), observaram alta letalidade na praga. Além
disso, ainda no presente trabalho foi testado a associacdo de Oleos vegetais e calda sulfocalcica no
crescimento do fungo, e concluiram que B. bassiana e 6leo mineral podem ser usados tanto
separadamente quanto de forma intercalada, pelo fato de n&o apresentaram efeito antagonico,
otimizando o controle pela integragdo de métodos.

Na cultura do café, a utilizacdo desses microrganismos tem eficiéncia comprovada em diferentes
organismos, por exemplo, a broca da haste (Xylosandrus compactus Eichhof) (Coleoptera:
Curculionidae), cochonilhas e acaros fitéfagos (SOUZA, 2019; MORO et al., 2020; LIMA, 2021). A
viruléncia desses fungos se da por meio da producao de compostos que atuam sobre &caros e insetos,
de modo que, em sua maioria, inibem alguns processos fisioldgicos e metabdlicos, levando a morte do
hospedeiro (MORA; CASTILHO; FRAGA, 2016).
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No presente trabalho, 24h apés a aplicagdo do extrato enzimatico na concentragdo de 100%,
aspectos como o escurecimento, inchaco do idiossoma e encolhimento dos tarsos foram observados
durante as avaliagbes. Nesse contexto, atribui-se ao éxito da mortalidade a presenca de enzimas
resultantes da fermentacao em estado sélido do farelo de trigo.

Dessa forma, os diferentes compostos produzidos, bem como sua natureza quimica, estédo
diretamente associados ao substrato escolhido no processo fermentativo, tempo de fermentacédo e ao
tipo de macro e micronutriente fornecido. Isso foi comprovado por ALVES (2023) ao avaliar o efeito
bioacaricida de diferentes extratos enzimaticos no controle do acaro rajado (Tetranychus urticae KOCH,
1836) (Acari: Tetranychidae), onde os diferentes tempos e substratos resultaram em quantidades
variadas de protease e lipase produzidas, nesse sentido, 0s extratos cujos substratos eram farelo de
trigo e farelo de trigo mais p6 de tenébrio, cultivados por 8 dias, obtiveram mortalidade de 89,3 e 84,5%,
respectivamente, enquanto o extrato cujo substrato era composto por farelo de trigo mais azeite de
oliva (8 dias) a mortalidade obtida foi de 51,2%.

Além disso, a fermentacéo em estado sélido (FES) vem ganhando destaque na biotecnologia devido
a capacidade de producédo enzimatica a partir da degradacdo de polimeros vegetais complexos, nesse
sentido, microrganismos como fungos filamentosos estao entre os principais na maquinaria microbiana,
principalmente pela capacidade de crescimento mesmo em condi¢des onde ha baixo teor de umidade
disponivel (SANTOS et al., 2018).

Outro ponto a ser discutido esta relacionado a fragilidade do exoesqueleto apds a aplicacdo do
extrato, com isso, ao encostar as cerdas do pincel para avaliar se haveria movimentacdo do acaro,
notou-se que o exoesqueleto se deformava facilmente, extravasando os constituintes internos do
organismo. Tal situac@o pode estar associada a acao de lipases ou proteases presentes no extrato.
Tais enzimas séo capazes de ocasionar modificagdes superficiais na camada mais externa da cuticula
do hospedeiro, com o intuito de adquirir nutrientes, no processo ha rompimento de ligagbes quimicas
associadas com a rigidez da estrutura (ST. LEGER et al., 1990; BIDOCHKA et al., 1997; RIBEIRO,
2006).

Conclusao

Extrato enzimatico de M. anisopliae cultivado em farelo de trigo, por 7 dias, mostrou potencial
bioacaricida no sobre fémeas adultas de O. ilicis.
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