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RESUMO

As lagartas desfolhadoras de palma de 6leo, Automeris liberia e Brassolis sophorae séo
consideradas pragas importantes na cultura, por causarem grandes desfolhamentos
diminuindo a producdo, em varios estagios de desenvolvimento da cultura. Objetivou-se
descrever a biomorfometria das desfolhadoras A. liberia e B. sophorae e avaliar o biocontrole
com os fungos Isaria sp., Trichoderma sp., Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana,
onde 239 isolados foram obtidos de solos de diferentes areas de plantio de palma de dleo da
empresa Agropalma S/A. Apds screnning toxicoldgico sobre larvas de 3° instar do besouro
Tenebrio molitor (Coledptera: Tenebrionidae), foram selecionados nove isolados, sendo cinco
da espécie M. anisopliae e quatro de B. bassiana, destes em testes de TL 50, foram
selecionado os isolados UFRA_Ma62 (M. anisopliae) e UFRA_Bb05 (B. bassiana) na
concentragdo 10® conidios. mL?., os quais avaliados em campo sobre automeris. Os
resultados das biologias demonstraram que o ciclo bioldgico foi de 85 e 166 dias para A.
liberia e B. sophorae, respectivamente. Apresentando dimorfismo sexual quanto ao tamanho
do adulto e diferenca de antenas entre machos e fémeas. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo teste Newman-Keuls (P < 0,05), utilizando o programa R. Os testes de campo
mostraram maior eficiéncia de controle quando utilizado o isolado UFRA_ Ma62 e menos

custo do tratamento padrdo com B. thuringiensis.

Palavras-chave: Automeris liberia; Brassolis sophorae; Elaeis guineensis.



ABSTRACT

The oil palm leaf stripper caterpillars, Automeris liberia and Brassolis sophorae are
considered important pests in the crop, because they cause large defoliation, reducing
production at various stages of crop development. The objective of this study was to describe
the biomorphometry of the leaf strippers A. liberia and B. sophorae and to evaluate the
biocontrol with the fungi Isaria sp., Trichoderma sp., Metarhizium anisopliae and Beauveria
bassiana, where 239 isolates were obtained from soils from different areas of palm plantation
of the company Agropalma S / A. After toxicological screnning on third instar larvae of the
Tenebrio molitor beetle (Coleoptera: Tenebrionidae), nine isolates, five of M. anisopliae and
four of B. bassiana, were selected and evaluated again on coleopteran larvae under different
concentrations. The best performance of the isolates UFRA_Ma62 (M. anisopliae) and
UFRA Bb05 (B. bassiana) at concentration 10® conidia. mL™?, which were tested on
caterpillars in the laboratory and in the field. Biological results showed that the biological
cycle was 85 and 137 days for A. liberia and B. sophorae, respectively. Sexual dimorphism
regarding adult size and antenna difference between males and females. Statistical analyzes
were performed using the Newman-Keuls test (P <0.05) using the R program. Field tests
showed greater control efficiency when using the UFRA_Ma62 isolate and less cost than

standard treatment with B. thuringiensis.

Keywords: Automeris liberia; Brassolis sophorae; Elaeis guineensis
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CONTEXTUALIZACAO

A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacg.) é uma palmeira originaria da Costa Ocidental
da Africa, sendo encontrada em povoamentos subespontaneos desde o Senegal até a Angola.
No Brasil adaptou-se bem ao clima tropical dmido de algumas regides (TRINDADE et al.,
2005). A cultura vem se destacando pelo aumento da demanda de biocombustiveis ho mundo,
0 0leo dessa palma é considerado como a melhor alternativa para produgdo de biodiesel
(AGRIANUAL, 2013) por possuir maior produtividade de o6leo vegetal do mundo
(MURPHY, 2007). O consumo mundial esta na faixa dos 56.471 milhdes de toneladas anuais

e vem crescendo em aproximadamente dois milhGes de toneladas anualmente (USDA, 2013).

Atualmente, o Estado do Para é o maior produtor nacional de palma de 6leo (SAGRI,
2013), responsavel por 83,35% (IBGE, 2014). E nos ultimos anos vem aumentando ainda
mais a area plantada. A expansdo dessa cultura trard muitos beneficios econdémicos e sociais
para a regido. Entretanto, hd um grande entrave para expansdo da cultura em determinadas
regides do Estado, pois de acordo com Medeiros e Sano (1988) o cultivo da palma de 6leo
também esta sujeito a surtos populacionais de pragas, se constituindo, muitas vezes, como
fator limitante. Dentre as pragas, na América do Sul que mais causam danos econdmicos a
cultura, sdo as lagartas desfolhadoras, que comprometem a produtividade da palmeira
principalmente na regido Amazénica (RIBEIRO et al., 2010), destacam-se as espécies
Opsiphanes invirae Hibner, 1818 e Brassolis sophorae Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:
Nymphalidae), Automeris illustris Walker, 1855 (Lepidoptera: Saturniidae), por serem muito

frequentes em plantios na regido Norte do Brasil.

Como alternativa no controle dessas pragas, tém-se os fungos entomopatogénicos
pertencentes a ordem Hypocreales por desempenharem papel importante no controle de
insetos (INGLIS et al., 2001). Numerosos micoinseticidas tem sido desenvolvidos com base
nesses fungos, particularmente com as espécies Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
(COPPING, 2009).

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana (Bals.) Vuill. e M. anisopliae (Metsch.) Sorok.
Sdo mundialmente conhecidos e utilizados como agentes biocontroladores de inimeras pragas
agricolas. Essas espécies apresentam potencial de controle para diversas ordens de insetos
(BRIDGE et al., 1990, ALVES, 1992, PEREIRA et al., 1993), inclusive para lepiddpteros

pragas, como Plutella xylostella (L.) (Vandenberg et al.,, 1998), Alabama argillacea
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(Huebner) (César Filho, 2000) e Diatraea saccharalis Fabr. (Alves et al., 1984), como
também do género Castnia que sdo suscetiveis a B. bassiana e M. anisopliae, a exemplo da

broca do talo do abacaxizeiro Castnia icarus (Cramer) (Silva e Veiga, 1998).

Em estudo de patogenicidade dos fungos M. anisopliae e Isaria farinosa em Brassolis
sophorae, Cunha et al. (2014) atestou maior eficiéncia no controle com |I. farinosa,
alcancando até 94 + 2,45% de mortalidade a concentracdo de 10® conidios/mL, enquanto que

0 controle com M. anisopliae chegou a 42,5 + 5,26% na mesma concentracao.

Objetivou-se descrever a biomorfometria das desfolhadoras A. liberia e B. sophorae Em
laboratério e avaliar o biocontrole com os fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria

bassiana nativos da Amazonia oriental em populacdes naturais e em condigdes controladas.
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CAPITULO 2. BIOLOGIA E MORFOMETRIA DE Automeris liberia CRAMER
(LEPIDOPTERA: SATURNIIDAE) EM PALMA DE OLEO NA AMAZONIA
ORIENTAL
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LISTA DE ABREVIATURAS

CcC Comprimento do corpo

aT Didmetro do térax

E Envergadura

CAA Comprimento da asa anterior
AAA Altura da asa anterior

CAP Comprimento da asa posterior
AAP Altura da asa posterior

TA Tamanho da antena

NA NUmero de antendmeros

M Massa



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.
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LISTA DE FIGURAS

Localizagdo geografica (2° 31'33.9"S e 48°45'49.1” W) das areas de
coleta de lagartas de Automeris liberia (LEPIDOPTERA:

SATURNIIDAE). Amazonia Oriental, Brasil..

Ciclo de vida de Automeris liberia (LEPIDOPTERA:
SATURNIIDAE), oriundos de criagdo alimentada com dieta natural a
base de folhas de palma de 6leo variedade Tenera, em laboratorio.
Amazonia Oriental, Brasil. Postura gregaria (A); Ovo individualizado
(B); Cépsula cefalica (C); Lagarta no primeiro instar (D); Lagarta no
sétimo instar (E); Pupas. A esquerda, fémeas e a direita, macho (F);
Desenho esquematico mostrando o dimorfismo entre as pupas (G);
individuos adultos. Macho, vista dorsal (H); macho, vista ventral (I);

fémea, vista dorsal (J); fémea, vista ventral (K). Barra = 1mm.

Pardmetros morfométricos do adulto de Automeris liberia.
Comprimento do corpo (CC), didmetro do térax (@T), envergadura
(E), comprimento da asa anterior (CAA), altura da asa anterior (HAA),
comprimento da asa posterior (CAP), altura da asa posterior (HAP),
comprimento da antena (CA), nimero de antendmeros (NA) e massa
corpérea em gramas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
entre médias (Newman-Keuls, P < 0,05), as barras representam o
desvio padrédo entre as médias, n=10. *Os valores reais de massa foram

multiplicados por 5, para facilitar a visualizacdo na escala gréfica.
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Tabela 2
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LISTA DE TABELAS

Duracdo (dias) do ciclo biolégico de Automeris liberia
(LEPIDOPTERA: SATURNIIDAE), alimentados com dieta natural a
base de folhas de palma de dleo, variedade Tenera, em laboratorio.

Amazodnia Oriental, Brasil.

Medidas de ovos de Automeris liberia (LEPIDOPTERA:
SATURNIIDAE), oriundos de criacdo alimentada com dieta natural a
base de folhas de palma de dleo, variedade Tenera, em laboratorio.

Amazobnia Oriental, Brasil..

Tempo, comprimento, largura, massa e largura de capsulas cefélicas de
instares  larvais de  Automeris liberia  (LEPIDOPTERA:
SATURNIIDAE), oriundos de criagdo alimentada com dieta natural a
base de folhas de palma de Oleo variedade Tenera, em laboratorio.

Amazobnia Oriental, Brasil.
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Biologia e morfometria de Automeris liberia Cramer (Lepidoptera: Saturniidae) em

palma de 6leo na Amazonia Oriental

Resumo
A espécie Automeris liberia Cramer tem ocorréncia na América do Sul, com registro no

Equador, Peru, algumas regibes no México e, mais recentemente, na Amazoénia brasileira,
causando danos a varias espécies de plantas. O presente estudo mostra a incidéncia desta
lagarta causando desfolhamento em plantas de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq), na
regido Amazonica, Estado do Para e fornece informagdes sobre a biologia e morfologia do
inseto nesta regido. A alimentacdo dos insetos, foi natural a base de folhas de palma de 6leo,
variedade Tenera. O estagio do ovo durou, em média, 14,06 dias. O estagio larval teve sete
instares, com duracdo média de 35,58 dias. O estagio de pupa durou 21,45 dias, € nesta fase ja
foi possivel a diferenciacdo sexual. O adulto teve longevidade de 4,5 e 5,83 dias para macho e
fémea, respectivamente. O ciclo bioldgico total foi de 78,5 e 80 dias para machos e fémeas,
respectivamente. A razdo média de crescimento da capsula encefalica foi de 1,49. As antenas
dentro da espécie apresentam um dimorfismo sexual, sendo a antena do macho bipectinada e
da fémea filiforme. Na fase adulta foram avaliadas variaveis morfologicas entre machos e

femeas, as quais apresentaram diferenca estatistica pelo teste Newman-Keuls (P<0,05).

Palavras-chave: Elaeis guineenses Jacq; lagarta desfolhadora; mariposa
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Biology and morphometry of Automeris liberia Cramer (Lepidoptera: Saturniidae) in oil

palm in the Amazon

Abstract
The species Automeris liberia Cramer occurs in South America, registered in Ecuador, Peru,

some regions in Mexico and, more recently, in the Brazilian Amazon, causing damage to
several species of plants. The present study shows the incidence of this caterpillar causing
defoliation in oil palm plants (Elaeis guineensis Jacq), in the Amazon region, State of Para,
and provides information on the biology and morphology of the insect in this region. Insect
feeding was natural based on oil palm leaves, variety Tenera. The egg stage lasted, on
average, 14.06 days. The larval stage had seven instars, with an average duration of 35.58
days. The pupa stage lasted 21.45 days, and at this stage sexual differentiation was already
possible. The adult must longevity of 4.5 and 5.83 days for male and female, respectively.
The total biological cycle was 78.5 and 80 days for males and females, respectively. The
average growth rate of the head capsule was 1.49. The antennae within the species have a
sexual dimorphism, the antenna of the male being bipectinated and the female filiform. In
adulthood, morphological variables between males and females were evaluated, which

showed statistical difference by the Newman-Keuls test (P<0.05).

Key words: Elaeis guineenses Jacq; leaf stripper caterpillar; moth
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INTRODUCAO

Borboletas e mariposas sdo considerados individuos importantes em ecossistemas
tropicais, uma vez que interagem com a vegetacdo e fauna local (Basset et al., 2017,
Goldstein, 2017; Johnson et al., 2017; Mitter et al., 2017), porém podem ocasionar danos a
algumas espécies de plantas hospedeiras, uma vez que mais da metade das espécies de

interesse agrondémico sao polifagas (Formentini et al., 2015).

Popularmente conhecida como “mariposa alvo”, a espécie Automeris liberia Cramer é
composta de mariposas da familia Saturniidae, subfamilia Hemileucinae. De acordo com
(Specht et al., 2006), o género Automeris tem 135 espécies, que podem variar em tamanho.
Sdo caracterizadas por uma grande mancha preta ou vermelha arredondada que se assemelha a
um olho na asa posterior. Outra caracteristica é 0 erucismo causado por suas lagartas, quando
em contato com a pele humana, pode causar queimaduras graves. E uma lagarta desfolhadora,
com ocorréncia em varios paises, na América do Sul, no Equador e Peru e algumas regides no
México, Trinidad e Tobago (Cock, 2005). Em levantamentos realizados, lagartas do género
Automeris foram encontradas causando danos em uma série de espécies vegetais, como:
banana, abacate, algodoeiro, cafeeiro, eucalipto, mangueira, citrus etc. nas regides sul e
sudeste do Brasil, e até no nordeste brasileiro estado de Alagoas, Ceard e Maranhdo
(Zanudncio et al., 1992), sendo registrado neste Gltimo o ataque a plantas de eucalipto (Specht
et al., 2006, 2007). Em pesquisa realizada no estado do Parana, Santos et al. (2015), também

foram encontrados individuos deste género nos municipios de VVossoroca e Tijucas do Sul.

Em levantamento realizado, nenhum registro mostrou a ocorréncia dessa espécie causando
danos em plantas da familia Areacaceae, no entanto, recentemente (Silva et al., 2019), relata a
presenca de Automeris liberia na Amazdnia, mais precisamente estado Para (municipio de

Tailandia), atacando plantas de palma de 6leo.

A palma de éleo (Elaeis guineensis Jacq) € uma espécie da familia arecaceae de origem
africana, cultivada em regides tropicais midas da Africa, Asia e América, e, segundo Wahid
et al. (2004), representa a mais importante fonte de 6leo vegetal para 0 consumo humano.
May (2012) mostrou que mais de 80% ¢é destinada para industria de alimentos e, segundo
Branddo & Schoneveld (2015), o estado do Para apresenta uma area plantada com palma de
0leo de aproximadamente 250.000 ha, desse total, o Para responde por 86,44% da producao
nacional de palma de dleo.
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Os plantios no estado do Para regido norte do Brasil j& comecam a apresentar incidéncia da
espécie, sendo este o segundo registro de ocorréncia deste inseto causando danos em palma de
6leo na sua forma larval, as quais se alimentam de folhas, causando, portanto, desfolhamento
da planta, implicando na diminuicdo da area foliar, 0 que vai refletir na diminuicdo da
producdo de foto assimilados e consequentemente ocasionando a diminui¢do da producéo de
6leo.

Pesquisas sobre ocorréncia de mariposas da familia Saturniidae, mostrando a presenca do
género Automeris sdo frequentes, porém pouco se sabe sobre a biologia das mesmas
(Albertone & Duarte, 2015; Pérez et al., 2017; Albertone et al., 2018; Baz et al., 2018).
Assim, por ser uma praga de recente ocorréncia na regido (norte do Brasil), a disponibilidade
de informacdes sobre esta espécie causando danos em palmeiras sdo incipientes. Diante do
exposto, o referido trabalho visa estudar a biologia e a morfologia da praga, em laboratério
sob dieta natural, com folhas de palma de 6leo, visando com isso subsidiar informacdes para
acOes de manejo que visem minimizar os danos causados para cultura da palma de 6leo, no

estado do Para.

MATERIAL E METODOS

Coleta

Inicialmente, foram coletados individuos da lagarta Automeris liberia no campo, em
plantas de palma de 6leo, em area comercial, a qual se localiza nos municipios de Tailandia,
Moju, Acara e Tomé-Acu, nordeste do Para, sob coordenadas 2° 31'33.9 "S 48° 45'49.1” W
(Figura 1).
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48°56'0"W 48°48'0"W 48°40'0"W

48°56'0"W 48°48'0"W 48°40'0"W

Figura 1. Localizagdo geografica (2° 31'33.9"S e 48°45'49.1” W) das areas de coleta de lagartas de Automeris illustris

(Lepidoptera: saturniidae). Amazdnia Oriental, Brasil

Criacdo em laboratorio

Apdbs a coleta, as lagartas foram levadas para o Laboratério de Entomologia Aplicada
(LEA) localizado na Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém-PA, sob coordenadas 1
© 45 "59.82 'S 48 ° 43" 77.16" W. Inicialmente, foram acondicionadas individualmente em
potes plasticos, translucidos, de material polipropileno, com capacidade de 500 mL, coberto
por tecido do tipo voal e preso por liga plastica em ambiente com temperatura de £ 26 °C,
com troca de alimentacdo natural a base de folhas de palma de 6leo da variedade Tenera,

diariamente.

Para maior durabilidade, as folhas foram acondicionadas em refrigerador a 20 °C. A cada
troca de alimentacdo as folhas receberam um tufo de algoddo umedecido com &gua destilada

na base dos foliolos para manter a turgescéncia.

As medidas e a descricdo dos estagios do inseto foram realizadas a partir do momento em
que iniciaram a fase de pupa, uma vez que seria possivel colocad-las em uma escala de
igualdade temporal. Nesta fase foram avaliados comprimento, largura e massa da pupa, assim

como sua identificagdo sexual.

Posteriormente, as mariposas foram avaliadas morfometricamente e biologicamente, sendo
avaliados os parametros de comprimento do corpo (CC), didmetro do torax (&T), envergadura

(E), comprimento da asa anterior (CAA), altura da asa anterior (HAA), comprimento da asa
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posterior (CAP), altura da asa posterior (HAP), comprimento da antena (CA), nimero de

antendmeros (NA) e massa corpérea, assim como seu comportamento e longevidade.

A fase imatura foi dividida em dois métodos de criagdo. No primeiro, as lagartas foram
individualizadas desde a ecloséo, totalizando 100 individuos, passando assim pelas analises
morfolégicas e biométricas, as quais determinaram suas caracteristicas de coloragéo,

erucismo, comprimento, largura, massa e o tempo em cada instar.

As capsulas cefélicas foram medidas com auxilio de microscopio estéreo Olympus com
camera acoplada. Usando o software Toupview (x86). A analise biométrica foi feita de acordo
com Parra & Haddad (1989) e o crescimento baseado no modelo linear de Dyar (1890) foi

avaliado.

No segundo grupo, as lagartas foram separadas a cada 20 individuos de forma gregaria,

uma vez que a intencdo era apenas a manutencdo da criacéo.

Ambos foram alimentados com folhas de palma de 6leo da empresa Agropalma S/A,
plantio da variedade Tenera, uma vez que se observa a preferéncia da espécie por folhas desta
variedade, uma vez que hd pouca ocorréncia da lagarta na area de plantio com hibrido
interespecifico. A alimentacdo foi trocada diariamente, e um tufo de algoddo umedecido foi
colocado na base do foliolo para manter a turgescéncia das folhas.

As lagartas individualizadas foram mantidas em recipientes de polipropileno, redondos,
translicidos, com volume de 500 mL, cobertos com tecido branco Voal, lacrados com ligas
elasticas. As lagartas criadas em grupo foram acondicionadas em recipientes translicidos de
polipropileno, com dimens@es de 21,5 x 12 x 35 cm, para largura, altura e profundidade,
respectivamente, com volume de 5 litros, também cobertas com tecido voal e seladas com liga

elastica.

Periodo pré-pupa, no qual as lagartas param de alimentar-se e apresentaram um
comportamento mais retraido, cessando suas atividades, em busca de um local para mudar
para o estagio de pupa, as folhas foram removidas e colocados apenas tufos de algodéao
umedecido no fundo do recipiente, para manter a umidade necessaria. Apos a formacao do

casulo, foi feito um corte para a verificagédo real da formagéo de pupas.

Posteriormente, quando a cuticula ja estava mais rigida, as pupas foram retiradas do

envoltorio para avaliacdo de massa, maior largura e comprimento, bem como a verificagdo do
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sexo (Butt & Cantu, 1962). Também se calculou a razdo sexual conforme a Eq. 1 (Posso et
al., 1989):

(1) RS = numero de fémeas

(nimero de machos+ntimero de fémeas)

Adulto, as mariposas foram alojadas em duas categorias de gaiolas, que diferiam,
principalmente em relacdo ao tamanho, dependendo do objetivo. A primeira gaiola, maior,
com dimensbes de 2,15 x 1,85 x 3,80 metros, para largura, altura e profundidade,
respectivamente. Os lados e teto estavam cobertos com tecido voal. Trés mudas de palma de
oleo foram colocadas em seu interior, para que as mariposas encontrassem um ambiente mais
propicio para a reproducéao e oviposicao.

As outras gaiolas apresentaram dimensfes menores que a primeira, 0,40 x 0,40 x 0,40 m,
para largura, altura e profundidade, respectivamente, foram utilizadas para estudar
individualmente o comportamento de adultos machos e fémeas. NUmero de ovos por postura e
comportamento de acasalamento foram avaliados, assim como o tempo de vida.

Na fase de ovo, as posturas foram coletadas das gaiolas e colocadas em placas de petri de
dimensdes 150 x 20 mm, com papel de filtro levemente umedecido diariamente e mantido em
B.O.D. a temperatura 26 £ 1 °C, umidade 70% e fotofase 12 h. Medidas de comprimento,
largura inferior, superior, massa, bem como sua caracterizacdo de coloracdo foram realizadas.
O numero de ovos por postura também foi contado, uma vez que é gregario.

Para avaliar possiveis diferencas morfométricas entre machos e fémeas, os dados foram

submetidos ao teste de média Neuwman — Keuls (P< 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A duracéo do ciclo completo de Automeris liberia no laboratorio foi de 75,33 e 76,92 dias
para machos e fémeas, respectivamente (Tabela 1). Sendo trés dias para o periodo pré-pupal.
Dados da Tabela 1, mostram que o estado de pupa de Automeris liberia ndo difere
estatisticamente entre machos e fémeas significativamente (P<0,05), enquanto que da fase
adulta as fémeas sdo superiores aos machos diferindo estatisticamente dos machos, estes
resultados diferem dos resultados encontrados encontrados por Specht (2006), trabalhando

com lagartas da espécie Automeris illustris no Rio Grande do Sul, tendo tido um menor
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periodo para pupa 19,17 dias e superior para o adulto 7,83 dias. Quando se compara 0s
resultados encontrados por Specht (2007) trabalhando com Automeris naranja, no Rio Grande
do Sul, também diferem dos resultados aqui encontrados, sendo que desta vez tanto os dias da
fase de pupa como da fase de adulto sdo expressivamente maiores, essas diferencas podem

estar associadas as variagOes climaticas, genéticas e alimentares das populaces trabalhadas.

Tabela 1. Duragéo (dias) do ciclo biolégico de Automeris liberia (Lepidoptera: saturniidae), alimentados com dieta natural a

base de folhas de palma de 6leo, variedade Tenera, em laboratério. Amazdnia Oriental, Brasil

Estagio Tempo (dias)
Ovo 14 + 0,02
Lagarta 35,58 +0,23
Pupa (macho) 21,19+ 0,2 A
Pupa (fémea) 21,45+ 0,24 A
Adulto (macho) 45+£0,195b
Adulto (fémea) 583+0,21a

Letras maiusculas comparam pupa macho e fémea, letras mindsculas comparam adulto macho e fémea, e as letras diferentes

indicam diferencas estatisticas entre médias (Newman & Keuls, P<0,05)

Ovos

S&o encontrados presos a substratos, como folhas e tecido (voal) pela extremidade mais
estreita. As posturas sao de forma gregaria, com 24 + 0,02 em cada uma, sdo unidos pela
aderéncia no substrato e também levemente pelas suas laterais (Figura 2A). A postura de ovo
gregario apresentada pela espécie se assemelha aquela observada em outras espécies do
género (Lemaire, 2002) e principalmente com ovos de Automeris naranja (Specht et al.,
2007) e A. illustris (Specht et al., 2006), bem como a aparéncia. Porém quanto a fixacdo dos
ovos, se diferencia das oviposi¢cdes das mariposas A. illustris, as quais somente estdo presos

pelo substrato, j& se assemelhando a A. naranja.



26

Figura 2. Ciclo de vida de Automeris liberia. Postura gregaria (A); Ovo individualizado (B); Capsula cefélica (C); Lagarta no
primeiro instar (D); Lagarta no sétimo instar (E); Pupas. A esquerda, fémeas e a direita, macho (F); Desenho esquemético
mostrando o dimorfismo entre as pupas (G); individuos adultos. Macho, vista dorsal (H); macho, vista ventral (I); fémea,
vista dorsal (J); fémea, vista ventral (K). Barra = 1mm

Possuem forma trapezoidal, ligeiramente achatada lateralmente e no final da micropila,
assemelhando-se a um coracdo. Apresenta uma cor branca com uma micrépila verde-clara,
que se torna enegrecida no centro préximo a eclosao das larvas, mas mantendo um anel verde
ao seu redor (Figura 2B). O didmetro central, superior, inferior e altura aferido foram 1,68
+0,02; 1,35 £ 0,02; 1,13 + 0,02 e 1,89 £ 0,02 mm, respectivamente. Quanto ao tempo de
incubacdo, assemelha-se ao tempo da espécie Lanomia obliqua, a qual apresentou periodo de
incubacéo de 17 dias quando estudada por Lorini (1999).
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A viabilidade destes ovos foi de 63,56 = 0,62%. Houve diferenca entre ovos
fecundados em laboratério e ovos fecundados em campo, mas ndo houve diferenca entre a
fertilidade dos ovos das gaiolas com pares individualizados e gaiola com maior nimero de

individuos. O tempo entre postura e eclosao foi de 14 dias (Tabela 1).

Tabela 2. Medidas de ovos de Automeris liberia (Lepidoptera: saturniidae), oriundos de criacdo alimentada com dieta natural
a base de folhas de palma de 6leo, variedade Tenera, em laboratério. Amazonia Oriental, Brasil

Parémetros Dimenséo
Diadmetro Central (mm) 1,68 £ 0,02
Diametro Superior (mm) 1,35+ 0,02
Diametro Inferior (mm) 1,13+£0,02
Altura (mm) 1,89 + 0,02

Lagartas

Nas primeiras 48 horas ap6s a eclosdo, as lagartas ndo consomem as folhas oferecidas.
Somente apos esse periodo comecam a comer os foliolos oferecidos, provavelmente se deve a
alimentacdo apenas do cérion remanescente de ovos no inicio da vida (Lemaire, 2002), que é
caracteristico de individuos da subfamilia Hemileucinae e esse consumo inicia sempre pelas
bordas e, preferencialmente, pela parte abaxial. Logo em seguida, ocorre a primeira ecdise,
caracterizando o fim do primeiro instar (Figura 2D).

No segundo instar, assim como no primeiro, as lagartas apresentam coloragdo amarelo
esverdeado, suas cerdas apresentam extremidades marrons. Nesse periodo, eles exibem um
comportamento gregario, mas ndo ha obrigacdo de estar juntos para sua sobrevivéncia. Suas
cerdas ainda ndo apresentam acao urticante quando em contato com a pele, mantendo-se deste
modo até o quinto instar. As pernas apresentam colchetes na cor preta, coberto por cerdas
brancas, como se fossem pequenas botas, estas estruturas ajudam na locomoc¢éo das mesmas e
sdo caracteristicas da ordem lepidoptera.

No segundo instar, as lagartas sdo verde-claras, mas as extremidades das cerdas ja nao sao

mais escuras. No terceiro instar a coloracdo se torna verde intenso, que dura até o estagio pré-

pupal.
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Quando no quinto instar a lagarta comega a apresentar o erucismo, caracteristica que se
intensifica com o passar do tempo até a fase de pupa. Concomitantemente, a aparéncia de uma
faixa longitudinal aparece em ambos os lados do corpo da larva.

O sexto instar se distingue pela aparéncia de uma linha longitudinal, agora vermelha, na
borda superior da linha branca j& presente. E, finalmente, no sétimo instar a aparéncia de outra
linha vermelha aparece, mas na borda inferior da linha branca (Figura 2E).

Ao final do ciclo, observa-se a alimentacao de lagartas, caracteristica da fase pré-pupal, na
qual o individuo também escolhe um local para descansar. Neste momento, 0 mesmo, comeca
a fazer seu casulo, com fios de seda na cor &mbar unindo folhas, neste caso também o tecido
de voal.

As capsulas cefalicas apresentam coloracdo verde ao longo do ciclo larval, o corpo esta
ganhando uma tonalidade mais forte de verde quando avanca nos instares. Tem cerdas com
caracteristicas urticantes, que se ramificam nas pontas, assemelhando-se a pequenas arvores
de natal.

Os parametros morfométricos dessa fase estdo na Tabela 3. Como confirmagdo da troca

instares, as capsulas encefalicas foram coletadas e sua largura verificada (Figura 2C).

Tabela 3. Comprimento, largura e massa de instares larvais de Automeris liberia (Lepidoptera: saturniidae), oriundos de
criacdo alimentada com dieta natural a base de folhas de palma de 6leo variedade Tenera, em laboratério. Amazénia Oriental,

Brasil
Lagarta Cépsula cefélica
Com(pr)T::Tr]r;ento Largura (mm)  Massa (Q) Largura (mm) crzzz?rzedneto

1°instar 4,72+0,38 A 0,71+ 0,02 A - 0.63 £0.05 A -

2° instar 564+0,45A 1,36+ 0,04 AB 0,01+£0,00 0.92+0.08 AB 1,46
3° instar 7,06 £0,52 A 2,02+0,05B 0,02 £ 0,00 1.66+£0.01B 1,8
4°instar 13,61+1,41B 2,83+0,20C 0,05 £ 0,00 235+0.01C 1,41
5°instar 21,56 +1,69 C 5,32 +0,26 D 0,20+0,03 A 3.44+0.01D 1,46
6° instar 32,36 £4,0 D 7,18 +0,24 E 0,55 +0,06 B 497 +0.08 E 1,44
7°instar 50,21+136E 9,05 +0,59 F 1,97 40,16 C 6,91+0,02 F 1,39

Letras diferentes nas colunas indicam diferengas estatisticas entre médias (Newman-Keuls P<0,05)

Os resultados na tabela 2, mostram que ndo houve diferengas estatisticas significativas de
comprimento a 0,05 nos instares 1°, 2° e 3°, ja nos demais instares 4° até o 7° o incremento do
comprimento foi bem mais expressivo diferindo estatisticamente entre eles a (P<0,05), para as
demais variaveis avaliadas, o quadro é semelhante ou seja os Ultimos instares vao apresentar

diferengas estatisticas semelhantes entre eles.



29

Em resultados apresentados por Specht (2007), embora ndo tenha aplicado um teste
estatistico para contrastes entre os valores encontrados para largura da capsula cefélica,
aplicando apenas o erro padrdo para avaliar diferencas, percebe-se que os resultados sdo
idénticos ou seja sdo diferentes nos ultimos quatro instares. Também vale ressaltar a que o
valor da razdo da capsula cefélica de 1,49 vezes a cada instar, concorda com o resultado
encontrado por Gongalves et al. (2020), mostrando a relagcdo de crescimento na mesma

familia.

Pupa

No inicio desta fase as pupas apresentavam coloragdo verde, mas depois de algumas horas
escureceram, tornando-se pretas (Figura 2F). S&o do tipo obteca e apresentam pequenas
cerdas na cor ambar em todo o comprimento do corpo. As fémeas apresentaram medidas
maiores, 2,75 + 0,04 cm de comprimento, 1,07 £ 0,05 cm de diametro toracico e 2,21 £ 0,12 g
de massa, enquanto os machos tiveram 2,51 + 0,03 cm de comprimento, 1,02 £ 0,01 cm de
didmetro do toérax e massa de 1,51 + 0,06 g. Quanto a duracdo dessa fase, ndo houve diferenca
estatistica, durando 21 + 0,2 e 21,45 + 0,24 dias para machos e fémeas, respectivamente.

Durante a fase de pupa, a ocorréncia do fendbmeno da diapausa pode ser observada em
alguns individuos, pois demoraram mais para emergir, aproximadamente 20 dias apds 0s
demais. Tal atraso pode ter ocorrido devido a um desequilibrio de temperatura ocorrido no
laboratdrio, quando faltavam poucos individuos a emergirem. Esta situacdo € muito comum
ocorrer em outras espécies deste género (Lemaire, 2002), inferindo assim que a temperatura
da area de incidéncia da mesma pode influenciar o numero de geragdes por ano, sendo
inversamente proporcional.

O indice de sobrevivéncia foi de 82,03 + 0,06 %, enquanto a razdo sexual foi de 0,55.

Houve diferencas sexuais nos ultimos segmentos abdominais. O oitavo segmento da pupa
feminina é dividido pelo nono segmento, causando a abertura da bolsa copuladora neste
segmento. No macho, o 8° segmento ndo tem divisdo, mas 0 9° segmento tem 2 almofadas

redondas em cada lado da linha ventral. (Figura 2G).

Adultos

Nesta fase, as espécies continuaram a apresentar dimorfismo sexual por tamanho, sendo as

fémeas maiores que os machos, 0s quais apresentam coloracdo mais intensa. As antenas
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também foram diferenciadas, nas fémeas as antenas sdo filiformes e nos machos elas sdo
bipectinadas. A longevidade ndo diferiu muito entre machos e fémeas, 4,5 e 5,83 dias,
respectivamente. A duracdo da fase adulta foi menor que a obtida por (Specht et al., 2006)
alimentando-as com folhas de Erythrina crista-galli que tiveram um tempo de vida de 7,83
dias em adultos.

Observou-se a ocorréncia da emergéncia no periodo entre 16 e 22 horas, tendo sido
encontrado resultado semelhante ao periodo obtido na criacdo de Automeris aurantica por
D'Almeida (1944), e pode ser indicativo de uma caracteristica do género. Ndo foi possivel
identificar com certeza o periodo de acasalamento entre os individuos, uma vez que 0s
mesmos apresentaram quase sempre comportamento agitado, porém no periodo do crepusculo
a movimentacdo era maior nas gaiolas, o que indica que, provavelmente, nesse momento era
provavel a ocorréncia de cépula.

Quanto a morfometria, as fémeas apresentaram-se maiores em tamanho, o que geralmente
ocorre em lepiddpteras (Albertoni et al., 2018), somente 0 nimero de antenémeros nao
apresentou diferenca significativa.

As asas possuem coloracdo bege escuro, com o dorso apresentando faixa transversal na asa
anterior, saindo da margem anal até o apice e faixa em zig-zag préximo ao frénulo. Tanto
fémeas quanto machos possuem macula escura irregular entre as duas faixas (Figuras 2H, J).
As asas posteriores possuem coloracdo alaranjada, diferenciando-se nas bordas com uma faixa
marrom ondulada, separando da coloracdo bege na borda anal da asa. Ainda nas asas
posteriores, a fémea apresenta um ocelo imitando um grande olho falso de branco e preto, e 0
macho mostra um olho falso menor e menos redondo. Caracteristica conhecida como
mimetismo batesiano, quando um organismo inofensivo exibe caracteristicas de um
organismo prejudicial.

Na observacao ventral da mariposa, macho e fémea também apresentam coloracdo bege.
As asas anteriores dos machos possuem maculas circulares, com bordas marrom escuro, e
marrom claro no interior, com um ponto branco no centro, 0 mesmo acontece para fémeas,
porém com dimensdao menor. Ambos também apresentam duas faixas transversais, uma em
zig-zag e outra reta, no sentido anal ao apice da asa (Figura 21, K).

Na asa posterior, visdo ventral, também estdo presentas duas faixas, nas mesmas
caracteristicas das asas anteriores, porém agora somente com um ponto branco proximo as

mesmas.
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O abdome do macho possui coloragdo alaranjada intenso no dorso e ventre, com largura
menor que na fémea e Gltimo segmento truncado. A cabeca e térax possuem coloracdo
marrom escura no dorso enquanto na parte ventral segue a mesma coloracdo do abdome.

A fémea tem seu abdome mais largo e coloragdo dorsal alaranjado menos intenso, ja na
face ventral tem a bege seguindo pelo térax e cabeca, os quais na face dorsal apresentam
colora¢do marrom claro. O ultimo seguimento do abdome apresenta terminacdo pontiaguda,
pela presenca do aculeo para a oviposicao.

Os parametros morfométricos apresentaram dimorfismo sexual, obtendo a fémea maiores
medidas, como comprimento do corpo, 29,05 e 34,92 mm, diametro do térax, 6,47 € 9,59 mm,
envergadura, 79,5 e 9,59 mm, comprimento da asa anterior, 41,66 e 44,51 mm, altura da asa
anterior, 26,88 e 33,23 mm, comprimento da asa posterior, 31,56 e 36,25 mm, altura da asa
posterior, 19,50 e 26,98 mm, tamanho da antena, 7,52 e 5,75 mm, nidmero de antendmeros,
30,70 e 30,80 e massa 0,36 e 1,08 g, para machos e fémeas, respectivamente. Somente

namero de antendmeros ndo apresentou diferenca entre os géneros (Figura 3).
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Figura 3. Pardmetros morfométricos do adulto de Automeris liberia. Comprimento do corpo (CC), didmetro do térax (JT),
envergadura (E), corgprimento da asa anterior (CAA), altura da asa anterior (HAA), comprimento da asa posterior (CAP),
altura da asa posterior (HAP), comprimento da antena (CA), nimero de antendmeros (NA) e massa corpérea em gramas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre médias (Newman-Keuls, P<0,05), as barras representam o desvio padréo

entre as médias, n=10. *Os valores reais de massa foram multiplicados por 5, para facilitar a visualizagao na escala grafica
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CONCLUSAO

O conhecimento gerado sobre a biologia e morfologia de Automeris liberia Cramer, na
Amazonia geram subsidios importantes para acdes de controle do inseto, servem de base para
criacdo do inseto em laboratério, tornou possivel a distingdo sexual entre machos e fémeas na
fase de pupa, o que ainda ndo havia registros, bem como, confirma a presenga do inseto

causando danos em plantas de palma de 6leo na Amazonia.
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CAPITULO 3. BIOLOGIA E MORFOMETRIA DE Brassolis sophorae LINNEAUS
(LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE) EM PALMA DE OLEO NA AMAZONIA
ORIENTAL
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LISTA DE ABREVIATURAS

CcC Comprimento do corpo

aT Didmetro do térax

E Envergadura

CAA Comprimento da asa anterior
AAA Altura da asa anterior

CAP Comprimento da asa posterior
AAP Altura da asa posterior

TA Tamanho da antena

NA NUmero de antendmeros

M Massa



Figura 1

Figura 2

Figura 3
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LISTA DE FIGURAS

Localizacdo geografica (2° 31'33.9"S e 48°45'49.1” W) das areas de coleta de
lagartas de Brassolis sophorae (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE). Amazbnia

Oriental, Brasil.

Ciclo de vida de Brassolis sophorae (LEPIDOPTERA:
NYMPHALIDAE), oriundos de criagdo alimentada com dieta natural a
base de folhas de palma de 6leo variedade Tenera, em laboratério.
Amazodnia Oriental, Brasil. Ovo individualizado (A); Postura gregérias
(B,C,D); Capsula cefalica (E); Lagarta no primeiro instar (F); Lagarta
no sexto instar (G); Pupas. A esquerda, fémeas e a direita, macho (H);
Desenho esquematico mostrando o dimorfismo entre as pupas (I);
individuos adultos. Macho, vista dorsal (J); macho, vista ventral (K);

fémea, vista dorsal (L); fémea, vista ventral (M). Barra = 1mm.

Parametros morfométricos do adulto de Brassolis sophorae.
Comprimento do corpo (CC), didmetro do torax (&T), envergadura
(E), comprimento da asa anterior (CAA), altura da asa anterior (HAA),
comprimento da asa posterior (CAP), altura da asa posterior (HAP),
comprimento da antena (CA), numero de antendmeros (NA) e massa
corporea em gramas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
entre médias (Newman-Keuls, P < 0,05), as barras representam o
desvio padrdo entre as médias, n=10. *Os valores reais de massa foram

multiplicados por 5, para facilitar a visualizagdo na escala gréfica.
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base de folhas de palma de Oleo variedade Tenera, em laboratorio.

Amazobnia Oriental, Brasil.
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Biologia e morfometria de Brassolis sophorae Linneaus (Lepidoptera: Nymphalidae) em

palma de 6leo na Amazonia Oriental

Resumo
A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq) é uma espécie da familia arecaceae de origem

africana, cultivada em regibes tropicais Gmidas da Africa, Asia e América, representa a mais
importante fonte de 6leo vegetal para o consumo humano. A lagarta Brassolis sophorae
Lineaus é considerada praga desfolhadora priméria de palma de 6leo. Dependendo da érea
foliar afetada pode causar danos expressivos para as plantas. Informacdes sobre a biologia da
espécie foram obtidas em outros paises produtores de palma. O cenério atual de pesquisas
fitossanitarias na regido € irrisério, frente a importancia da cultura de palma de dleo para o
estado do Para e para o Brasil, poucos sdo os estudos taxonémicos, biolégicos e ecolégicos
realizados com espécimes coletados nessa microrregido. O ciclo total da espécie foi de 136
dias para machos e 138 dias para fémeas. O estagio imaturo (ovo) durou, em média, 30,36
dias. O estagio larval teve seis instares, com duracdo média de 79 dias. A pupa durou 14 dias,
tanto para machos como para fémeas e nesta fase ja foi possivel a diferenciagdo sexual. O
adulto teve longevidade de 12 e 14 dias para macho e fémea, respectivamente. A razdo média
de crescimento da cépsula encefalica foi de 1,19. As antenas dentro da espécie ndo
apresentam um dimorfismo sexual, sendo em ambos 0s sexos do tipo clavada. Na fase adulta
as variaveis morfoldgicas analisadas, com excecdo das variaveis comprimento de antena e
nimero de antenomeros, todas as demais as estruturas das fémeas foram superiores,

comparacgOes foram realizadas pelo teste Newman-Keuls (P<0,05).

Palavras-chave: lagartas desfolhadoras; regido tropical; danos
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Abstract
The oil palm (Elaeis guineensis Jacq) is a species of the family arecaceae of African origin,

grown in humid tropical regions of Africa, Asia and America, representing the most important
source of vegetable oil for human consumption. The state of Para has an area planted with oil
palm of approximately 250,000 ha, of which Pard accounts for 86.44% of the national
production of oil palm. The Brassolis sophorae L. caterpillar, considered a primary oil palm
leaf stripper pest. Depending on the affected leaf area can cause significant damage to plants.
Information on the biology of the species has been obtained in other palm producing
countries. The current scenario of phytosanitary research in the region is derisory, due to the
importance of the oil palm crop to the state of Para and to Brazil, few taxonomic, biological
and ecological studies are carried out with specimens collected in this micro-region. The total
cycle of the species was 136 days for males and 138 days for females. The immature (egg)
stage lasted, on average, 30.36 days. The larval stage had six instars, with an average duration
of 79 days. The pupa lasted 14 days for both males and females and at this stage sexual
differentiation was already possible. The adult had longevity of 12 and 14 days for male and
female, respectively. The mean growth rate of the brain capsule was 1.19. The antennas
within the species do not present a sexual dimorphism, being in both sexes of the nailed type.
In the adult phase, the morphological variables analyzed, except for the variables antenna
length and number of antenomers, all other structures of the females were superior,

comparisons were performed by Newman-Keuls test (P <0.05).

Key words: Caterpillars; tropical region; damages;
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Introducéo
A palma de 6leo como qualquer outra espécie vegetal apresenta os seus problemas

fitossanitarios, no caso dessa espécie em estudo, pela forma de cultivo (monocultivo) e o
plantio em grandes areas continuas, proporciona uma forma de atracdo diferenciada, o que
gera possibilidade de agravos no ataque de pragas.

A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq) € uma espécie da familia arecaceae de
origem africana, cultivada em regides tropicais umidas da Africa, Asia e América, e, segundo
Wahid et al. (2004), representa a mais importante fonte de 6leo vegetal para o consumo
humano. May (2012), mostra que mais de 80% ¢é destinada para industria de alimentos e,
segundo Branddo e Schoneveld (2015), o estado do Paré apresenta uma area plantada com
palma de 6leo de aproximadamente 250.000 ha, desse total, o Para responde por 86,44% da

producdo nacional de palma de 6leo.

A lagarta Brassolis sophorae Lineu, considerada praga desfolhadora primaria de
palma de 6leo (Lordelo, 1949; Rai, 1973). Sdo gregarias durante todos os estadios e vivem
reunidas durante o dia em abrigos construidos com os foliolos da palmeira unidos com fios de
seda produzidos pelas glandulas salivares. S&o consideradas pré-sociais e apresentam
comportamento forrageiro cooperativo, pois utilizam trilhas impregnadas com feroménios
guando saem para forragear, sempre a noite (Mariconi, 1952; Pefia, 2012). S&o tidas como
pragas desfolhadoras. Dependendo da area foliar afetada podem causar danos expressivos
para as plantas (Juc4, 2019), afetando as trocas gasosas da planta como: fotossintese,
transpiracdo e condutancia estomatica, provocando danos consideraveis a producdo, pois a
producdo de fotoassimilados serd diminuida o que podera alterar a precocidade, produtiva e

crescimento da planta.

Aspectos bioecologicos e Informacdes sobre a biologia da espécie foram obtidas em
outros paises produtores de palma. O cenario atual de pesquisas fitossanitarias na regido é
irrisério, frente a importancia da cultura de palma de 6leo para o estado do Para e para o
Brasil, poucos sdo os estudos taxondmicos, bioldgicos e ecoldgicos realizados com espécimes
coletados nessa microrregido. Esse cenario pode ser reflexo da estagnacdo da cultura da palma

até 2010 e o pouco incentivo para a pesquisa fitossanitaria na regido. (Oliveira et al , 2018).

Diante do exposto, o referido trabalho visa estudar a biologia e a morfologia da
espécie, bem como desenvolver um protocolo de criacdo em laboratério de forma que seja

possivel produzir individuos em condi¢es controladas, visando com isso subsidiar
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informagdes para agdes de manejo que visem minimizar os danos causados para cultura da

palma de dleo, no estado do Para.

Materiais e métodos

Coleta

Inicialmente, foram coletados individuos da lagarta Brassolis sophorae no campo, em
plantas de palma de 6leo da empresa Agropalma S/A, sob coordenadas 02°31'33.9” S
48°45'49.1” W (Fig. 1).

48°56'0"W 48°48'0"W 48°40'0"W 48°32'0"W

2°15'0"s
15'0"S

2°24'0"S
2°24'0"S

2°33'0"S
33'0"S

TTH]

TALANDIA

2°42'0"s
2°42'0"8

48°56'0"W 48°48'0"W 48°40'0"W 48°32'0"W

Fig. 1. Localizagdo geografica (2° 31'33.9"S e 48°45'49.1” W) das éreas de coleta de lagartas de Brassolis

sophorae (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE). Amaz6nia Oriental, Brasil.

Criacdo em laboratorio

ApoOs a coleta, as lagartas foram para o Laboratério de Entomologia Aplicada (LEA)
localizado a 1 ° 45 "59.82 'S 48 ° 43" 77.16" W, pertencente a Universidade Federal Rural da
Amazonia, Brasil. Foram acondicionadas recipientes de plastico com volume de 20 L, com
dimensGes de 17,9 cm de altura, 32,3 cm de largura e 46,7 cm de comprimento, coberto por

tecido do tipo voal e preso por liga plastica, mantendo o gregarismo é caracteristico na
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espécie. Foram mantidas em temperatura a £ 26°C, com troca de alimentacdo natural a base
de folhas de palma de 6leo da variedade Tenera, diariamente. As avaliagdes foram realizadas
apos a primeira geracao.

Para a preservacdo das folhas estas foram acondicionadas em refrigerador a 20°C. A
cada troca de alimentacdo as folhas receberam um tufo de algoddo umedecido com agua
destilada na base do folheto para manter a turgescéncia das folhas.

As analises morfométricas foram realizadas a cada troca de instar, medindo-se
comprimentos e larguras, de todas as fases do inseto, com auxilio de paquimetro digital. A
massa e a caracterizacdo de coloracdo também foram realizadas.

Ovos e posturas da primeira geracdo foram acondicionados em placas de petri de
dimens6es 150 x 20 mm, forrados com papel de filtro levemente umedecido diariamente e
mantido em B.O.D. a temperatura 26 + 1° C, umidade 70% e fotofase 12h.

As cépsulas cefélicas foram medidas com auxilio de microscopio estéreo Olympus
com camera acoplada. Usando o software Toupview (x86).

A andlise biométrica foi feita para diferenciar os instares a cada troca de capsulas
cefélicas das lagartas, de acordo com Parra e Haddad (1989). A partir das medicdes das
mesmas, o crescimento foi baseado no modelo linear de Dyar (1890).

No periodo de pré-pupa, quando as lagartas pararam de se alimentar e apresentaram
comportamento mais retraido, cada pupa formada e ja enrijecida foi individualizada em potes
de polipropileno, com volume de 500 ml, redondos e translicidos, cobertos com tecido voal e
com um tufo de algoddo no fundo para a manutencdo da umidade. Foi realizado a sexagem na

fase pupal (Butt e Cantu., 1962) e calculo a razao sexual conforme a formula:

RS — nimero de fémeas (Posso et al., 1989)

(nimero de machos+ntimero de fémeas)

Os adultos foram acondicionados em gaiolas de dimensdes 0,40 x 0,40 x 0,40 m, para
largura, altura e profundidade, respectivamente, recobertas com tecido voal. Avaliou-se
morfometricamente e biologicamente, sendo avaliados os parametros de comprimento do
corpo (CC), didmetro do torax (&T), envergadura (E), comprimento da asa anterior (CAA),
altura da asa anterior (HAA), comprimento da asa posterior (CAP), altura da asa posterior
(HAP), comprimento da antena (CA), nimero de antendmeros (NA) e massa corporea, assim
como seu comportamento e longevidade.

Para avaliar possiveis diferencas morfométricas, os dados foram submetidos ao teste
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de média Neuwman — Keus (P< 0,05).

Resultados e discussao

A duracdo do ciclo de Brassolis sophorae em laboratério sob dieta natural com palma

de 6leo foi de 136 dias para machos e 138 dias para fémeas (Tabela 1).

Tabela 1

Duracéo (dias) do ciclo bioldgico de Brassolis sophorae (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE), alimentados com
dieta natural a base de folhas de palma de 6leo, variedade Tenera, em laboratério. Amaz6nia Oriental, Brasil.

Estagio Tempo (dias)
Ovo 30,36 £ 0,02
Lagarta 78,86 £ 0,6

Pupa (macho) 14,04 £ 0,06A

Pupa (fémea) 14,31+ 0,02A
Adulto (macho) 12.7+0,28 b
Adulto (fémea) 14.1 +0,26 a

Letras mailsculas comparam pupa na coluna e letras mintsculas comparam sexo de adultos na coluna, letras

diferentes indicam diferencas estatisticas entre médias (Newman-Keuls P<0,05).

Ovo

Os ovos foram encontrados presos aos foliolos e também ao tecido voal que recobre as
gaiolas, a postura é gregéria, organizados lado a lado e presos entre si, com média de 114 +
0,06 ovos agrupados, mas também ha em grupos menores, influenciado muito pelo ambiente
proporcionado para este estagio da vida, uma vez que pode-se observar que na gaiola com
mudas de palma de 6leo no interior, apresentaram maior nimero de ovos por postura, onde
muito provavelmente no ambiente externo as variaveis ambientais como : temperatura,
umidade, luminosidade, ventilagdo, déficit de pressdo de vapor e mais combinagdes destas
variaveis, estejam proporcionando ao inseto muito mais estimulado ao seu metabolismo
reprodutivo, visto que todo ser vivo € fruto de uma carga genética mais efeitos do meio
ambiente (Gallo et al., 2002).

Possuem forma circular, com base levemente achatadas. Assim que sdo ovipositados,

0s mesmos apresentam coloracdo amarela, apds aproximadamente 5 dias, 0s mesmos tornam-
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se rosa claro, até a proximidade da eclosdo, quando toma tonalidade acinzentada,
principalmente proximo a micropila, a qual aparece com um ponto negro. Quando 0s 0vos
ndo foram fertilizados, os mesmos continuaram na coloracdo bege. Suas dimensdes foram,
1,61 mm de diametro central e 1,82 mm de altura (Fig. 2A, B, C, D)

A viabilidade dos ovos foi de 87,02 £ 0,23 %. Pode-se também observar diferenca entre os
ovos das gaiolas maior e menor, assim como as posturas de campo, quanto a viabilidade,
mostrando que quanto mais proximo do ambiente natural nesta face, maiores as chances de
fecundagdo e postura viavel. O tempo entre postura e ecloséo foi de 30 dias (Tabela 1), muito
acima do tempo em condi¢cdes ambientes, muito provavelmente os ovos passaram pelo

periodo de diapausa, pela diferenca de ambiente (Gardiner 1958).

Lagarta

As lagartas de Brassolis sophorae ndo apresentam muitas diferenciacbes nas
caracteristicas fisicas durante a fase larval. Recém eclodidas apresentam coloracdo marrom
claro, com estreitas faixas longitudinais pelo corpo, seis no total (Fig. 2F). Estas, no segundo
instar comecam a apresentar uma coloracdo de marrom mais escuro, enquanto que as faixas
comecam a apresentar no intervalo de cada duas uma coloracdo bege. Ao chegarem no
terceiro instar, ja com a coloracdo marrom escura, as faixar que antes eram 6, tornam-se 3
faixas mais largas de cor bege e laterais brancas, localizadas longitudinalmente no dorso e
uma em cada lateral do inseto. Até o fim desse estagio, as lagartas continuam com essas
caracteristicas de coloracéo (Fig. 2G).

Outra caracteristica marcante no inseto € sua capsula cefalica, a qual nas larvas recém-
eclodidas apresentam-se na cor negra e bem maiores que a largura do corpo, com o
desenvolvimento, a diferenca de largura entre a cabeca e o corpo vai diminuindo, porém
sempre se distinguindo. A coloragdo da capsula muda a partir do segundo instar, a qual deixa
de ser negra e passa a ser marrom claro, com duas maculas marrom escuro, uma em cada
lateral da fronte (Fig. 2E).

Durante toda fase de larva tanto o corpo e cabeca, sdo cobertos com pequenas cerdas
na cor amarelo claro, as mesmas ndo apresentam maleficios a salide de quem as toca-las,
como erucismo, muito provavelmente servindo como 6rgéo sensorial de defesa para o inseto
(Triplehorn e Johnson, 2011)

Seu habito alimentar, mesmo em ambiente ndo natural, comeca no final da tarde
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aumentando a atividade durante a noite, quando amanhece as lagartas buscam seus abrigos
para passarem o dia. Assim que eclodem nédo se alimentam logo da dieta natural oferecida,
passando até 48 horas se alimentando do cérion proveniente dos ovos da postura.

Apresentam durante toda a fase, comportamento gregario, sempre orientadas por fios
de seda que deixam no caminho. Segundo Ambrogi et al. (2016), este comportamento da-se
pela presenca de compostos quimicos nos fios de seda, os quais ainda ndo foram
identificados.

A razdo de crescimento da capsula cefalica foge a média de crescimento da regra de
Dyar (1890), uma vez que apresenta media de 1,19 e o proposto pelo autor é 1,4. Este
resultado diferencia-se do encontrado por Ambrogi et al. (2016), o qual concordou com a
média padréo de 1,4.

A média de duracdo do periodo larval foi de 109 dias, sendo 4 dias destinados a pré-
pupa, apresentando 6 instares, assim como no trabalho de Ambrogi et al. (2016), confrontando
mais uma vez os resultados de Marcicano (2007), o qual defende que esta espécie pode
apresentar nimero de instares variados.

Quanto a locomocao é importante ressaltar a que o primeiro par de pernas é atrofiado,
bem reduzidos e apenas as pernas médias e posteriores locomovem a lagartas, este fato é
caracteristico da familia Nymphalidae, cujo o nome lembra a fase de ninfa, presente em
alguns insetos. Também nas pernas, ndo ha a presenca de garras.
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Tabela 2

Tempo, comprimento, largura, massa e largura de capsulas cefalicas de instares larvais de Brassolis sophorae
(LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE), oriundos de criacdo alimentada com dieta natural a base de folhas de
palma de 6leo variedade Tenera, em laboratorio. Amazonia Oriental, Brasil.

Lagarta Cépsula cefélica
Tempo Comprimento Largura Massa (g) Largura (mm) Razao de
(dias) (mm) (mm) crescimento

1°instar 12.16 +0.18  4,28+0,09A 0,81 +0,03A - 2,39 + 0.05A -
20instar 11.16+0,18 569+0,15B 1,41+0,03B 0,01+ 0,03A 2,79+ 0.01B 1,24
instar 13.32+0,25 16,13+0,11C 2,21+0,04C 0,02 £ 0,09A 2,95+ 0.01C 1,06
40instar 11.79+0,28 2589+0,39D 3,79+0,23D 0,06 +0,02B 3,9+0.01D 1,32
50instar 129+0,32 3581+1,02E 5,19+0,19E 0,21 +0,07C 5,04 + 0.01E 1,29
6°instar 17,53+0,34 47,41+528F 598+0,18F 0,51 +0,08D 5,2 + 0.08F 1,03

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas entre médias (Newman-Keuls P<0,05)

Pupa

A pupa é do tipo fixa, nua, inicialmente de colora¢do bege com faixas marrons, com o passar
do tempo, elas deixam de ser bege e passa a coloragdo marrom. Possui cremaster pouco desenvolvido,
0 qual é muito importante, uma vez que as pupas ficam suspensas nas folhas, tecido, paredes, locais
que a lagarta considera segura para completar o ciclo, desde modo a estrutura ajuda na fixagdo das
mesmas, pela parte posterior do corpo, com o auxilio dos fios de seda liberados pelas lagartas (Fig.
2H).

Quanto as suas medidas, apresentou comprimento de 2,15 e 2,75 cm, diametro do térax de
1,02 e 1,07 cm e massa de 1,51 e 2,21 g, para machos e fémeas, respectivamente. Durando em média

14 dias nessa fase.

Pode-se observar diferencas sexuais, ja nesta fase, nos ultimos segmentos abdominais.
O oitavo segmento da pupa feminina apresentou uma seccdo, abertura da bolsa copuladora
neste segmento, levemente proveniente do nono segmento. No macho, o 8° segmento ndo tem

divisdo, mas o0 9° segmento tem 2 almofadas redondas, quase imperceptiveis, em cada lado da
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linha ventral (Fig. 21). Esta caracteristica assemelha-se a da espécie Pectinophora gossypiella,

descrita por Butt e Cantu (1962). A razdo sexual observada foi de 0,47.

Fig. 2: Ciclo de vida de Brassolis sophorae (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE), oriundos de criacdo
alimentada com dieta natural a base de folhas de palma de 6leo variedade Tenera, em laboratorio. Amazonia
Oriental, Brasil. Ovo individualizado (A); Postura gregarias (B, C, D); Capsula cefalica (E); Lagarta no primeiro
instar (F); Lagarta no sexto instar (G); Pupas. A esquerda, fémeas e a direita, macho (H); Desenho esquematico
mostrando o dimorfismo entre as pupas (1); individuos adultos. Macho, vista dorsal (J); macho, vista ventral (K);
fémea, vista dorsal (L); fémea, vista ventral (M). Barra = 1mm.
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Adulto

O adulto desta espécie apresenta caracteristicas marcantes de dimorfismo sexual, nas
asas anteriores, tamanho, sendo a fémea, maior que o macho. A antena entre 0S sexos nao
apresentou diferenca, uma vez que ambas sdo clavadas, além do numero de antendmeros e

comprimento da antena nao apresentarem diferenca significativa, estatisticamente (Fig. 3).

As variaveis morfologicas analisadas tiveram o0s seguntes resultados para machos e
fémeas, respectivamente, Comprimento do corpo 28.77 e 34,30 mm; Diametro do térax, 6,33
e 9,96 mm; envergadura, 78,78 e 99,99 mm; Comprimento da asa anterior, 41,25 e 43,94 m;
altura da asa anterior, 26,57 e 33,03 mm; comprimento da asa posterior, 31,43 e 36,11 mm;
altura da asa posterior, 19,38 e 26,82 mm; tamanho da antena, 16,40 e 16,84 mm; namero de

antenémeros 30,70 e 30,80 mm e massa 0,37 e 1,09 gramas.

Nos machos, a visdo dorsal as asas anteriores apresentam coloracdo marrom intenso,
com uma faixa alaranjada larga ligando a margem costal a margem anal continuamente. O
apice tem formato levemente pontiagudo, assemelhando a mesma a um triangulo (Fig. 2J).
Nas fémeas, a caracteristica de coloracdo é a mesma, porem apresenta uma falha na faixa
alaranjada em forma de “Y”, saindo da margem costal e o0 &pice de suas asas se apresentam

com bordas arredondadas (Fig. 2L).

Nas asas posteriores, a coloracdo também é marrom intenso, apenas com uma faixa

estreita levemente alaranjada, ligando as margens, isso em ambos 0s sexos.

Na visdo ventral, 0 macho apresenta coloracdo mais intensa, ainda é possivel observar
a faixa alaranjada na asa anterior, sendo que passa apresentar um marrom mais escuro na
parte mais externa da asa e mais claro do centro até a margem ligada ao corpo (Fig. 2K).
Apresenta também uma maécula arredondada entre as nervuras Rs e Rs, Entre as nervuras Rs e

R3 aparecem pequenas machas estreitas brancas, assim como entre as nervuras Rz e R».

Ja nas asas posteriores, aparecem somente as diferenciacdes da coloracdo marrom ja

descritas na asa anterior.

Nas fémeas, a visdo ventral difere-se do macho, apresentando também a faixa
alaranjada, mas agora com a tonalidade marrom intenso da faixa para a extremidade interna
que liga ao corpo, enquanto da faixa para a extremidade externa da asa a coloragdo é bege

claro. Também aparecem maculas no mesmo local que 0os machos, porem agora menores e de
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coloragdo menos intensa. As faixas brancas, em forma de arco, aparecem desde a nervura R»
até a nervura My (Fig. 2M).

As asas posteriores tem a coloragdo marrom, apresentando méaculas de mesma

coloracgdo, porém com bordas mais escuras, assemelhando-se a gotas d’agua na superficie.

O corpo do adulto apresenta coloragdo marrom na face dorsal em ambos 0s sexos,
desde a cabeca até o ultimo segmento do abddémen. Ja na face ventral, as caracteristicas
continuam as mesmas, diferenciando-se somente pelo abdémen da fémea apresentar-se com
coloragdo alaranjada. Quanto a morfometria, o abddémen do macho é mais estreito e com o
apice truncado, enquanto que na fémea é bem largo e pontiagudo, caracteristica propria para
facilitar a oviposicao.
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Fig. 4. Parametros morfométricos do adulto de Brassolis sophorae. Comprimento do corpo (CC), diametro do
torax (@T), envergadura (E), comprimento da asa anterior (CAA), altura da asa anterior (HAA), comprimento da
asa posterior (CAP), altura da asa posterior (HAP), comprimento da antena (CA), nimero de antendmeros (NA)
e massa corporea em gramas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre médias (Newman-Keuls, P <
0,05), as barras representam o desvio padrdo entre as médias, n=10. *Os valores reais de massa foram
multiplicados por 5, para facilitar a visualizagdo na escala gréfica.
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Concluséo
A duracdo do ciclo de B. sophorae Linnaeus em laboratério sob dieta natural com

palma de 6leo é de 166 dias para machos e 168 dias para fémeas, respectivamente. E possivel
desenvolver a criacdo do inseto em ambientes controlados para o conhecimento da biologia a

qual pode contribuir para acdes que visem medidas de controle dessa importante praga.
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CAPITULO 4. SOBREVIVENCIA DE LAGARTAS DAS PALMEIRAS APOS
EXPOSICAO A FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS SOB DIETA NATURAL COM
PALMA DE OLEO
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Figura 1

Figura 2
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Lagarta B. sophorae antes e depois de infectada por agentes
entomopatogenicos. A. Lagarta saudavel antes da aplicagdo. B. Lagarta
infectada com o fungo B. bassiana. C. Lagarta infectada com o fungo

M. anisopliae. D. Lagarta infectada com a bactéria B. Thuringiensis.

Analise de sobrevivéncia de lagartas B. sophorae sob exposicdo a

diferentes suspensdes de agentes entomopatogénicos
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Sobrevivéncia de lagartas das palmeiras apds exposi¢cdo a fungos entomopatogénicos sob
dieta natural com palma de 6leo

*Artigo submetido a revista Journal of Oil Palm Research

Resumo
A lagarta Brassolis sophorae é uma praga de importancia econémica para a cadeia produtiva

da Palma de 6leo, devido causar grandes desfolnamentos no Brasil. E atualmente, é utilizado
somente Bacillus thuringiensis, tornando-se um risco para a producédo, pois pode ocasionar
tolerancia aos individuos com aplicacGes sucessivas, fato que ocorre no cotidiano de alguns
produtores. Objetivou-se avaliar a sobrevivéncia de lagartas de B. sophorae de quarto instar,
expostas a isolados de fungos entomopatogenicos, em laboratério. Os tratamentos foram B.
thuringiensis, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e controle com agua. Foram
avaliados os tempos médios e médias de sobrevivéncia. Utilizou-se como dieta foliolos de
palma de 6leo. As suspensdes fingicas foram ajustadas para a concentragdo de 1 x 108
esporos viaveis/ml. Niveis de sobrevivéncia da lagarta apds a exposicdo as suspensdes
fangicas, quando em contato com foliolos de palma de 6leo, apresentaram diferencas. A cepa
do fungo M. anisopliae foi a mais eficaz no controle da lagarta. Assim, como a correlagédo
destes resultados com o numero e viabilidade de esporos. A anélise de Kaplan — Meier
revelou que cada lagarta sobreviveu, significativamente menos, apds tratamentos com

suspensdes entomopatogénicas.

Palavras-chave: Brassolis sophorae; Beauveria bassiana; Metharizium anisopliae; Analise

de Kaplan — Meier
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Abstract
The Brassolis sophorae caterpillar is a pest of economic importance for the oil palm

production chain, because it causes great defoliation in Brazil. And currently, only Bacillus
thuringiensis is used, making it a risk for production, as it can cause tolerance to individuals
with successive applications, a fact that occurs in the daily lives of some producers. The
objective was to evaluate the survival of fourth instar B. sophorae caterpillars, exposed to
isolates of entomopathogenic fungi, in the laboratory. The treatments were B. thuringiensis,
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana and control with water. Average times and
average survival were evaluated. Oil palm leaflets were used as a diet. The fungal suspensions
were adjusted to the concentration of 1 x 10® viable spores/ml. Levels of caterpillar survival
after exposure to fungal suspensions, when in contact with oil palm leaflets, showed
differences. The strain of the fungus M. anisopliae was the most effective in controlling the
caterpillar. Thus, as the correlation of these results with the number and viability of spores.
The Kaplan - Meier analysis revealed that each caterpillar survived, significantly less, after

treatments with entomopathogenic suspensions.

Key words: Brassolis sophorae; Beauveria bassiana; Metharizium anisopliae; Kaplan -

Meier analysis
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Introducéo

Brassolis sophorae Jacg. é conhecida como praga das palmeiras, em funcéo de se ter registro
desta atacando varias espécies de palmeiras: Elaeis guineenses, Euterpe oleraceae, Cocus
nucifera e outras. Neste estudo, se deu énfase a incidéncia em palma de 6leo, onde se tem
registro do ataque em varias regibes do mundo: toda América central, Guiana, Venezuela,
Colbémbia, Equador, Bolivia, Peru, Argentina e Suriname [1]. Segundo Oliveira [2], na regido
norte do Brasil, estado do Parg, sdo poucos 0s estudos sobre taxonomia, biologia e ecologia de

pragas desfolhadora para a palma de 6leo.

Trata-se de uma praga gregaria, em um Unico abrigo, podendo-se encontrar mais de 300
lagartas [3], no ninho. Apresenta habito noturno, fica no abrigo durante o dia, saindo a noite
para alimentar-se, pois os danos sdo facilmente percebidos a distancia, em funcéo das lagartas
consumirem todo o limbo foliar do foliolo, deixando apenas a nervura central. Cada lagarta
pode consumir até 600 cm? de folhas em um Gnico dia, podendo consequentemente desfolhar
uma palmeira em poucos dias [4, 5]. Em estudos realizados no Oeste da Malasia, constataram
perdas significativas na produtividade de palma de éleo, em funcéo da perda de area foliar por

lagarta desfolhadora [6,7].

Segundo Vera [8], a palma de Oleo tolera até 10% de perda da éarea foliar sem
comprometimento da produtividade, e 38 lagartas no 5° instar, podem consumir essa area
foliar. No Brasil, o estado do Pard € o maior produtor nacional de frutos de palma,
respondendo por 90% da producdo nacional (1.486.082 T), se caracterizando, portanto, uma

cultura bastante importante a regiéo [9].

A incidéncia da praga na Amazoénia € recente, no entanto, se tem registro de ocorréncia desta
lagarta em varias areas de plantio de palma de 6leo, tanto pela extensdo das areas cultivadas,
que vem aumentando, sistema de monocultivo muito praticado, fatores estes que podem estar

contribuindo para maior incidéncia da praga.

O controle bioldgico tem sido bastante avaliado e gerado excelentes resultados com
sustentabilidade ambiental, em varios segmentos da agricultura: controle da lagarta da espiga
do milho com Beauveria bassiana [10], & broca do colmo da cana de aglcar com
Metarhizium, Plutella xylostella L. com Bacillus thuringiensis em brassicas [11]. No entanto,

alguns registros ja existem de pragas que desenvolveram resisténcia a alguns controles
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naturais, como os relatos de Dickson et al [12] e Perez & Shelton [13] registraram a

ocorréncia de resisténcia de Plutella xylostella ao Bacillus thuringienses kurstaki.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar em laboratorio a viabilidade de controle sobre lagartas
desfolhadoras de palma de 6leo B. sophorae Jacq, com o uso de fungos entomopatogenicos,
visando gerar novas alternativas de controle bioldgico, em alternancia ao tradicional com

Bacillus thuringiensis, visando minimizar a possibilidade da praga adquirir resisténcia.

Materiais e métodos

Lagartas

As lagartas de 4° instar de desenvolvimento larval, B. sophorae, foram obtidas a partir da
criacdo do Laboratério de Entomologia Aplicada, da Universidade Federal Rural da

Amazo0nia, as quais tinham dieta natural a base de foliolos de palma de 6leo.

Aplicacéo e avaliacdo de mortalidade

Foram realizados seis tratamentos: controle negativo (dgua destilada), B. thuringiensis
(controle padrédo ou positivo), M. anisopliae tdpico, M. anisopliae atopico, B. bassiana topica
e B. bassiana atdpica. Cada tratamento foi realizado em 5 repeticdes, utilizando recipiente
plastico, com volume de 500 ml, 16,3 cm de comprimento e 11,9 cm de largura. Para
recebimento de luminosidade, os recipientes eram translicidos, também com intencdo de
proporcionar a entrada de ar, foi retirado uma parte do plastico da tampa e substituido por
tecido voal, com dimensdes de 10x5cm, de comprimento e largura, respectivamente.

Em cada recipiente, foi aplicado por aspersdo com borrifador 5ml, a suspenséao
entomopatogénica e a agua. Pedacos de foliolos de palma de éleo de 16 cm de comprimento,
foram utilizados para alimentacdo das lagartas. Cada repeticdo recebeu 5 lagartas de 4° instar.
As aplicagbes foram: a) atOpicas, quando as lagartas foram postas em contato com 0s
tratamentos somente uma hora apos a aplicacdo sobre os foliolos e b) tdpicas, quando os
tratamentos foram aplicados sobre os foliolos e as lagartas. Estes métodos visaram observar se
h& diferenca entre a sobrevivéncia de insetos, quando os conidios ja estdo a bastante tempo

expostos no ambiente, uma vez que a espécie tem atividade noturna e a aplicacdo é realizada
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durante o dia, assim as condi¢bes de umidade ndo propicias em que os conidios se
encontravam, poderiam dificultar o0 mecanismo de acdo dos fungos sobre as lagartas. Para a
suspensdo bacteriana, a aplicacdo atopica ndo foi realizada, uma vez que, no ambiente,
quando ingeridos esporos de B. thuringiensis encontrariam condicGes propicias para a acao de
infeccédo do inseto.

As avaliagdes foram realizadas diariamente apds a aplicagdo. Observando-se a morte dos
insetos e caracteristicas de acordo com cada agente. Para confirmar se a mortalidade foi
realmente pelo agente desejado, as lagartas mortas foram colocadas em camaras Umidas (pote
cristal 30 ml com tampa de pressédo, 31mm de didmetro, 62mm de altura. Com tampa furada
para entrada de ar e algoddo umedecido com agua destilada na parte interna da tampa)
individualizadas, ap6s a esterilizacdo com alcool, hipoclorito (2%) e agua destilada, avaliadas
diariamente, até 10 dias, aguardando-se a esporulacdo sobre o inseto, se verde, a morte foi
ocasionada por M. anisopliae, se branco, por B. bassiana. Quando a morte foi por bactéria, as
lagartas ndo apresentaram diferenca desde a colocagdo na camara, continuando enegrecidas,
moles e levemente degradadas. Ja as poucas lagartas mortas no tratamento controle com agua,
continuaram com levemente enegrecidas, contraidas, porem com o0 corpo rigido, sem

deterioracdo.

Suspensao bacteriana

A suspensdo bacteriana foi a partir do produto comercial Thucicide® WP (Biocontrole). A

dosagem utilizada foi de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Fungos entomopatogénicos

Os fungos selecionados foram provenientes de amostras de solos, coletadas em areas
comerciais de plantio de palma de éleo, pertencentes a empresa Agropalma S/A, situada no
Estado do Para, na Amazébnia Brasileira, Brasil, pois cepas geograficamente regionais e
adaptadas a regido nativa, sdo mais eficientes. A partir das amostras foram realizados
isolamentos para obtencdo de placas puras. Foram obtidos 243 fungos e a selecdo dos
melhores foi partir de screening toxicologico através do potencial inseticida sobre larvas de 3°
instar de Tenebrio molitor, em concentracéo de 1 x 108 esporos viaveis/ml.

Apbs screening toxicolégico, nove isolados foram selecionados, sendo cinco do

género Metarhizium e quatro do género Beauveria, 0s quais foram avaliados sob diferentes
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concentragdes. Sendo escolhidos os isolados que causaram mortalidades em menor tempo:
UFRA M62 (Género Metarhizium) e UFRA BO5 (Género Beauveria), 0s quais utilizados

neste trabalho.

Determinacéo da densidade e viabilidade dos esporos da suspenséo fungica

As suspensdes fangicas foram preparadas a partir colénias monospéricas dos isolados
selecionados, utilizando-se cinco placas com col6nias de cada fungo, as quais foram raspadas
com auxilio de algas de Drigalski e agua destilada e estéril. A suspensdo foi despejada em
erlenmeyers de 500 ml, e adicionado 100 ml de agua destilada estéril, em seguida deixou-se
em agitacdo com barra magnética por 30 min.

As densidades de suspensdo de conidios foram medidas usando-se um Hemocitdmetro
melhorado Neubauer (Incyto DHC-NO 1, Chungnam, Coréia) e observado em microscopio
Leica DM500 Brightfield (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) com Ampliacdo de 400
x. Todas as suspensdes de fungos foram ajustadas para ~ 1 x 108 conidios / mL, depois de
diluido com agua destilada, usando-se a seguinte formula: Fc x Fv = Sc x Sv, onde Fc = final
concentracdo, Fv = volume final, Sc = concentracdo de estoque e Sv = volume de estoque.
Para maior precisdo, necessitou-se da alteracdo da profundidade focal ao microscopio visando
distinguir conidios de B. bassiana e M. anisopliae, uma vez que possuem paredes celulares do
tipo conspicuas, a partir de goticulas formadas ap6s a adicdo de agua a suspensdo
emulsificada.

Também foi realizada a determinacdo da porcentagem de germinacéo para os isolados,
Espalhou-se, com a ajuda de alga de Drigalski, 100 uL. de cada suspensdo fungica, contendo
108conidios/mL em placas de petri de 15 cm de didmetro, contendo o0 meio de cultura BDA
(Batata, dextrose e agar) e antibidtico estreptomicina a 0,5%. Apds a vedacdo com Parafilm®,
as placas foram acondicionadas em incubadoras B.D.O. a 25°C por periodo de 18 — 24 horas e
fotofase de 14h.

A porcentagem de germinacdo por isolado fungico foi determinada a partir da
contagem de esporos na placa de Petri com BDA, utilizando-se o Microscopio Leica DM500
Brightfield (400 x), em triplicatas. Pode-se confirmar a germinacdo quando foi observado o
tubo germinativo formado, apresentando pelo menos metade do comprimento do conidio.
Desta forma apode-se determinar o nimero de esporos viaveis/ml, a partir da seguinte

férmula:
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N?@ de esporos viaveis/ml = (total do n® de esporos/ml) x (% germinacao)

1)

N2 de esporos germinados x 100

onde, % de germinaciao =
vaeg ¢ Ne@ total de esporos contados

Analises estatisticas

O numero médio de dias até a morte das lagartas apos a aplicagdo das suspensdes dos fungos
entomopatogénicos, comparados ao controle, foram analisados estatisticamente quanto a
significancia usando ANOVA (p < 0,05). Quando os resultados se apresentaram
significativos, as médias do tratamento foram separadas a partir do teste de Tukey HSD
(Diferenca Honestamente Significativa) (p < 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas
no programa estatistico R (version 3.6.1) [14]. O tempo médio de sobrevivéncia nos
tratamentos foram comparados através da analise de sobrevivéncia de Kaplan — Meier,

seguida do teste de Log Rank, no programa R.

Resultados

Densidade e viabilidade de esporos de suspensao de fungos

Densidades de esporos e porcentagens de germinacdo ajustadas para produzir 1x10% esporos
viaveis/mL para cada suspensao de fungos sdo apresentados na Tabela 1. As densidades de
esporos diferiram-se entre as espécies, sendo o fungo M. anisopliae mais denso, e que

também apresentou as maiores taxas de germinagé&o.

Tabela 1. Densidade e viabilidade de suspensdes de fungos entomopatogénicos, coletados em areas comerciais
de palma de 6leo. Amazodnia, Brasil.

Tratamentos | Esporos/mL (x10%) | Germinacdo (%) | Viabilidade de esporos/ml (x108)

B. bassiana 2,07 +0,47° 79+ 0,09 ° 1,95+ 0,56 °

M. anisopliae 276+0962 92 +0,12°2 2,64+0,232

* Tukey HSD (p < 0,05).
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Sobrevivéncia de lagartas B. sophorae apds exposi¢do a tratamentos a base de fungos
entomopatogénicos

As taxas de sobrevivéncia sobre a espécie B. sophorae, indicaram impactos de mortalidades
diferentes para cada agente entomopatogénico (Figura 1), apds a exposicdo as suspensdes
fangicas e bacterianas (Figura 2). Como mostrado pela analise de Kaplan-Meier (censurada
no dia 35) as lagartas sobreviveram mais tempo no tratamento inoculado somente com agua

destilada, em comparagao com as suspensdes entomopatogénicos.

Figura 5. Lagarta B. sophorae antes e depois de infectada por agentes entomopatogenicos. A. Lagarta saudavel
antes da aplicacdo. B. Lagarta infectada com o fungo B. bassiana. C. Lagarta infectada com o fungo M. anisopliae.
D. Lagarta infectada com a bactéria B. Thuringiensis.
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Figura 6. Analise de sobrevivéncia de lagartas B. sophorae sob exposicdo a diferentes suspensdes de agentes
entomopatogénicos

*As suspensdes flngicas foram ajustadas a concentragdo de 1x108 esporos/ml, a suspensdo bacteriana com B. thuringiensis
foi aplicada na concentragdo recomendada para aplicacdo em campo e o tratamento controle foi feito com agua destilada
estéril
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Pode-se observar a diferenca entre os tratamentos quanto ao nimero de dias de sobrevivéncia
(Figura 2), a suspensdo com B. thunrigiensis, apresentou mais rapido inicio de mortalidade
efetivamente dos insetos, logo no segundo dia, porém com o passar dos dias foi diminuindo
velocidade da mortalidade. Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana
apresentaram inicio de mortalidade das lagartas mais demorado aos sexto e sétimo dias,
respectivamente, o que é caracteristico de fungos, porque passam por diferentes fases como
germinacdo, penetracdo, colonizacdo e esporulacdo, diferentemente, da bactéria B.
thuringienses, que necessita apenas da ingestdo e liberacdo da toxidade. Observou-se, que
apresentaram diferenca nas taxas de sobrevivéncia, sendo o M. anisopliae mais eficiente,
porque provocou maior mortalidade dos individuos, até ultrapassando o numero de individuos
mortos por B. thunrigiensis, no vigésimo dia apds a aplicacdo. J& o fungo B. bassiana, no

mesmo periodo conseguiu alcancar somente 50% de mortalidade dos individuos.

Quanto as diferentes formas de aplicacdo, os tratamentos ndo apresentaram diferencas
entre si para nenhuma das duas espécies de fungos, uma vez que mesmo aplicando a
suspensdo diretamente sobre as lagartas ou apos as colocando uma hora depois da aplicacédo

nas folhas, a taxa de mortalidade ndo demostrou diferencas.

O tempo meédio de sobrevivéncia das lagartas apds a exposicdo a cada tratamento com
suspensdo entomopatogénica foi significativamente menor (F = 31,7; df = 2, 81; p < 0,0005),
quando comparado ao tratamento controle com &gua (Figura 2). Individuos expostos a M.
anisopliae morreram mais rapido do que quando exposto a B. bassiana, no entanto, os dias de
sobrevivéncia para B. thunrigiensis e M. anisopliae foram semelhantes, significando que o
tempo de sobrevivéncia no tratamento controle foi significativamente maior do que nos

tratamentos com as suspensdes entomopatogénicas.

O fungo com maior eficiéncia de controle foi o fungo M. anisopliae, uma vez que obteve a
menor taxa de sobrevivéncia, 5%, enquanto, B. bassiana apresentou taxa de 15%. O fungo M.
anisopliae também apresentou maior tempo de acdo no controle de lagartas, pois, apresentou
mortalidade até o 35° dia, enquanto B. bassiana parou no 31° dia apds a aplicacéo.

Discusséo
Este estudo demostrou a eficacia de controle dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.

anisopliae no controle de lagartas de B. sophorae quando comparado ao tratamento ja

utilizados com B. thuringiensis, desta forma, apresentando-se como mais uma alternativa de
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controle, para esta importante praga a palma de 6leo. Onde o fungo mais eficiente foi o fungo
do género Metarhizium UFRA M62.

O teste de viabilidade de conidios foi de extrema importancia, uma vez que 0 processo de
infeccdo no inicio do estagio de penetracdo do fungo na cuticula do hospedeiro permite maior
sucesso no controle do inseto [15, 16].

Desta forma, embora ainda nédo tenha sido determinado um padrdo entre o potencial de
viruléncia e producdo de conidios, sabe-se que a acdo letal de isolados fingicos, com niveis
elevados de mortalidade, séo diretamente proporcionais a concentragdo de conidios [17]. Os
resultados demostrados neste trabalho corroboram com tal afirmacéo, uma vez que o fungo M.
anisopliae apresentou maior concentracdo e viabilidade de conidios, quando comparado com
o fungo B. bassiana, assim como menor taxa de sobrevivéncia das lagartas B. sophorae, o que

comprovou maior agao inseticida deste isolado.

Pode-se observar diferencas entre os tratamentos quanto as taxas de sobrevivéncia,
mostrando-se que o tratamento com B. thuringiensis, que causou mortalidade mais rapida no
inicio do experimento, porém com o passar dos dias foi diminuindo essa velocidade de
mortalidade das lagartas, fato esse que pode ser explicado pelo processo de infeccdo da
bactéria no organismo do individuo, pois da-se ap6s a ingestdo do microorganismo, o qual, a
partir da proteina Bt, que liberam toxinas, acabam formando orificios no intestino e que levam
a morte celular, septicemia e mortalidade do inseto [18]. Deste modo, caso o individuo ndo se

alimente de folhas que apresenta esporos da bactéria, ndo sera afetado.

A mortalidade ocasionada por fungos, demorou alguns dias a mais, quando comparado ao
tratamento com bactéria, porém ao final, a taxa de sobrevivéncia das lagartas apds aplicacdo
do fungo M. anisopliae, foi menor que a apresentada pelo B. thuringiensis. Este
comportamento pode ser explicado pelo fato de que a infec¢do do inseto ocorre por contato
com fungo, deste modo, as lagartas ndo precisam alimentar-se de regides do foliolo com o
esporo, basta apenas, a locomocédo pelo local aplicado, para o inseto ser contaminado. O
tempo para inicio da mortalidade, dar-se ao fato do ciclo do fungo ser mais demorado para

concretizacao da infeccdo até a morte.

A taxa de sobrevivéncia das lagartas quando expostas ao fungo M. anisopliae foi de 5% (35
dias ap0s a aplicacdo da suspensdo), enquanto que, quando expostas a suspencdo do fungo B.
bassiana, foi de aproximadamente 15%, e com a B. thuringiensis foi de 20% no mesmo

periodo.
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Tal resultado pode estar ligado ao comportamento de penetracdo de cada cepa de fungo ao
invadir o hospedeiro [19]. Em estudo realizado por Hussain e Tian [20] com cupins, foi
observado que M. anisopliae apresentou maior viruléncia no controle e maior numero de
estruturas penetrantes (62 — 67%), quando comparado a B. bassiana (43 — 52%). Desta forma,
0s esporos diretamente penetrantes através de apressorio estardo firmemente presos a cuticula

do inseto, formando maior nimero e rapidamente tubos germinativos.

Este mecanismo é muito importante para explicar os resultados obtidos neste trabalho, uma
vez que as lagartas possuem a oportunidade de obter esporos aderidos em suas partes do

corpo, enquanto circulam na planta e alimentam-se dos foliolos.

A cepa de M. anisopliae ocasionou mais rapidamente a mortalidade das lagartas do que a cepa
de B. bassiana, concordando com resultados de trabalhos e com objetivos semelhantes aos
desenvolvidos nesta pesquisa [21-25, 20].

A aplicacdo residual (atbpica) e ndo residual (tépica), ndo houve diferenca na taxa de
sobrevivéncia dos insetos ao final de experimento, uma vez que o0s esporo dos fungos ficaram
viaveis, de forma latente, aguardando condi¢Ges propicias para completar o ciclo no

hospedeiro.

Resultados obtidos nesta pesquisa sdo necessarios para o sucesso do método de controle, uma
vez que a selecdo precoce de isolados virulentos sdo importantes para dar condigcdes de
prosseguimento da pesquisa. Bioensaios em laboratério sdo fundamentais para o
entendimento de parametros que influenciam na eficacia e persisténcia de patdgenos em

campo, para poder aplicar-se, posteriormente, ao campo.

Deve-se também levar em consideracdo que os estudos realizados neste trabalho foram
realizados em condicGes de laboratério, com condi¢Ges de luz, temperatura e umidade
controladas. Em condigdes de campo, 0s esporos podem perder sua patogenicidade em menos
tempo, uma vez que a exposicdo a altas temperaturas e radiacdo ultravioleta [26], pois podem

afetar a integridade e a eficiéncia do fungo.

Com base nos dados obtidos nos ensaios em laboratorio, mostra-se necessario 0 avango nos
testes em campo com os isolados em questdo, uma vez que se necessita de maiores avancos
em alternativas para biocontrole desta praga em palma de 6leo, fortalecendo o manejo
integrado de pragas e qualidade do produto ofertado na cadeia de producéo da palma de 6leo

no Brasil.
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CAPITULO 5. SELECAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PARA MANEJO
DE Automeris liberia (LEPIDOPTERA: SATURNIIDAE) EM AREA COMERCIAL DE
PALMA DE OLEO NA AMAZONIA ORIENTAL
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Selecdo de fungos entomopatogénicos e economicidade no manejo de Automeris liberia

(Lepidoptera: Saturniidae) em area comercial de palma de 6leo na Amazonia Oriental

*Q artigo serd submetido a resvita Journal of Economic Entomology

Resumo
A lagarta desfolhadora Automeris liberia é uma praga de grande importancia econémica em

varias culturas, apresentando-se como destaque em Palma de éleo na Amazénia. Objetivou-se
selecionar isolados entomopatogénicos e avaliar a porcentagem de mortalidade, eficiéncia de
controle e potencial econémico deste método no manejo de A. liberia. Foram selecionadas
cepas dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, nativos da Amazobnia
oriental, comparando-as com o tratamento convencional a base de Bacillus thuringiensis. Os
melhores isolados, previamente escolhidas via screening toxicolégico em laboratério, foram
UFRA_Ma62 e UFRA_BbO05, obtidas de solos de plantios comerciais organicos de palma de
6leo. Nas analises estatisticas foram realizadas teste Tukey (p<0,05) e analise fatorial simples
com o programa R. Os resultados demonstraram que o tratamento com o isolado nativo M.
anisopliae  UFRA_Ma62, promoveu maiores mortalidade, eficiéncia de controle e
economicidade, em relagcdo ao tratamento com B. thuringiensis utilizado tradicionalmente na

area.

Palavras-chave: Controle bioldgico, custo-beneficio, eficiéncia de controle, potencial

econbmico
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Abstract
The defoliating caterpillar Automeris liberia is a pest of great economic importance in several

cultures, presenting itself as a highlight in oil palm in the Amazon. The objective was to select
entomopathogenic isolates and evaluate the percentage of mortality, efficiency of control and
economic potential of this method in the management of A. liberia. Strains of the fungi
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, native to the eastern Amazon, were selected
and compared with the conventional treatment based on Bacillus thuringiensis. The best
isolates, previously chosen via toxicological screening in the laboratory, were UFRA_Ma62
and UFRA_BbO05, obtained from soils from commercial organic oil palm plantations. In the
statistical analyzes, Tukey test (p <0.05) and simple factor analysis with the R program. The
results demonstrated that the treatment with the native isolate M. anisopliae UFRA Ma62,
promoted higher mortality, control efficiency and economy, in relation to the treatment with

B. thuringiensis traditionally used in the area.

Keywords: Biological control, cost benefit, control efficiency, economic potential
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Introducéo
Popularmente conhecida como “mariposa alvo”, a espécie Automeris liberia Cramer é

composta de mariposas da familia Saturniidae, subfamilia Hemileucinae.

De acordo com (Specht et al., 2006), o género Automeris tem 135 espécies e muitas
variacoes de tamanho. S&o caracterizadas por grande mancha preta ou vermelha arredondada
que se assemelha a um olho na asa posterior. Outra caracteristica é o erucismo das lagartas,
quando em contato com a pele humana, podem causar queimaduras graves. A lagarta é voraz

desfolhadora, com ocorréncia em varios paises das Américas Central e do Sul (Cock, 2005).

Alguns levantamentos fitossanitarios, foram encontradas lagartas do género Automeris
causando sérios danos em diferentes espécies vegetais, como: banana, abacate, algodoeiro,
cafeeiro, eucalipto, mangueira, citrus etc., nas regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil
(Zanuncio et al., 1992) e também registrado em plantas de eucalipto (Specht et al., 2006,
2007). Na Amazo6nia Oriental, Norte do Brasil, foi registrado ocorréncia em plantas da familia
Areacaceae (Silva et al., 2019), relataram ataques de Automeris liberia em plantios comerciais

de palma de 6leo.

A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq) é uma espécie da familia arecaceae de
origem africana, cultivada em regides tropicais umidas da Africa, Asia e América, e, segundo
Wahid et al. (2004), representa a mais importante fonte de déleo vegetal para o consumo
humano. May (2012) mostrou que mais de 80% é destinada para industria de alimentos e,
segundo Branddo e Schoneveld (2015), o estado do Pard, Brasil, apresenta area plantada de
aproximadamente 250.000 ha, que corresponde por 86,44% da produgéo brasileira, com alta

geracdo de emprego e renda as comunidades locais.

As lagartas de A. liberia causam grandes prejuizos a Palma de éleo na sua forma

larval, as quais provocam desfolhamentos, implicando na diminuicdo da area foliar, o que
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provavelmente refletira diretamente na diminuicdo da producdo de foto assimilados e

consequentemente ocasionando a diminuic¢éo da producdo de 6leo.

A utilizagdo de fungos entomopatogénicos no manejo de pragas, apresenta seguranga e
seletividade (Goettel e Johnson, 1992; Ekesi et al., 1999). Porém, o sucesso dos patégenos no
controle de insetos pragas depende em grande parte da selecdo destes, desta forma, testes de
campo sdo importantes para comprovar a eficadcia de produtos a base de fungos
entomopatogénicos, pois a viruléncia pode variar entre espécies de fungos e espécies

hospedeiras (Poprawski et al., 1985; Feng e Johnson, 1990; Maniania, 1992).

Visando proporcionar novas alternativas bioldgicas de controle a desfolhadores e
subsidiar informacgdes econdmicas para acdes de manejo que visem minimizar os danos
causados a cultura da palma de Oleo, objetivou-se selecionar isolados entomopatogénicos,
avaliar mortalidade, eficiéncia de controle e potencial econémico deste método no manejo de

A. liberia em areas comerciais de palma de 6leo na Amazonia Oriental.

Metodologia

Coleta dos isolados e screening toxicolégico

Os isolados dos fungos selecionados foram provenientes de amostras compostas,
coletados de solos de areas comerciais de sistemas de plantio organico e convencional de
palma de 6leo, pertencentes a empresa Agropalma S/A, na Amazénia Brasileira, situada a 2 °
31'33.9 "S 48 © 45'49.1” W, pois acredita-se que cepas geograficamente regionais e adaptadas
as condicdes edafoclimaticas da area nativa, sejam mais eficientes para o controle bioldgico
de pragas, nas areas de origem. Foram obtidos 238 isolados. E a partir do screening

toxicoldgico feito através de aplicacdo de 1x108 esporos vidveis/ml, sobre larvas de 3° instar
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de Tenebrio molitor, foram selecionados nove isolados os quais causaram as maiores
mortalidades. Destes, outro bioensaio foi realizado com diferentes concentragdes (106, 10,
108 e 10° conidios/ml), dos quais selecionou-se dois isolados e utilizados neste trabalho,
UFRA_Ma62 (M. anisopliae) e UFRA_Bb05 (B. bassiana), devidos os quais apresentarem
maior viruléncia em menor tempo. Nos ensaios de selecdo dos isolados, foram utilizadas 10

larvas de T. molitor/repeticéo e 4 repeti¢cbes/tratamento.

Aplicacao dos isolados em campo

No campo o delineamento experimental foi realizado inteiramente ao acaso, sendo
selecionadas 28 plantas que tivessem o padrdo de tomada de decisdo da empresa, média de 9
lagartas na folha 19. As plantas apresentavam lagartas de 3° e 4° instares, as quais
apresentavam baixa mobilidade, sendo utilizadas 7 plantas/tratamento, sendo: TO = Agua,
T1=M. anisopliae, T2=B. bassiana, e T3= Controle padrdo da empresa, a base de Bacillus

thuringiensis kurstaki (Produto comercial Thuricidae).

Como metodologia de aplicacdo foi utilizado o padrdo da empresa, 8 kg de produto/10

ha, diluidos em 2.000 litros de agua, para todos 0s tratamentos.

As suspensdes foram aplicadas a cada planta, pela manhd, até ao ponto de
escorrimento. A avaliacdo de mortalidade deu-se no sétimo dia apds aplicacdo do tratamento,

contabilizando-se 0 numero de lagartas vivas presentes nas plantas.

Para a analise da eficiéncia de controle das lagartas pelos produtos, utilizou-se a

formula de Abbott (1925):

N °de insetos tratados com bioinseticida apos tratamento

C%=1—( )*100

N °de insetos do tratamento controle apods tratamento
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Potencial econémico
Para andlise do custo de aplicagdo dos fungos entomopatogénicos, usou-se como base
a pesquisa de Tinoco (2016), o qual levou-se em consideracdo o custo de mao de obra para a

aplicacdo, mecanizacéo e valor do produto por hectare aplicado (Tabela 1).

Ap0s o calculo da eficiéncia de cada produto utilizado e os custos das aplicacdes pode-
se avaliar a melhor medida de controle, que podera ser incorporado num programa de manejo

integrado da lagarta desfolhadora A. liberia em palma de 6leo.

Tabela 2. Custos de aplicacdo de formulados entomopatogénicos no controle do desfolhador
Automeris liberia em plantios comerciais de Palma de 6leo (R$/ha). Amazonia Oriental,

Brasil

B. thuringiensis | M. anisopliae | B. bassiana | Agua

- Custo de 800g do Produto 120,00 64,00 64,00 -
- Mao de obra (1 Pessoa) 2,84 2,84 2,84 2,84
- Mecanizagéo 2,98 2,98 2,98 2,98

(Trator + Atomizador)

TOTAL 125,82 69,82 69,82 5,82

Identificacdo molecular dos isolados
Apos a extracdo do DNA, a partir de cultura monosporica os nove isolados selecionados

na segunda fase da pesquisa foram identificados pela metodologia molecular conhecida como
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touchdown PCR (Don et al., 1991). Foram utilizadas as sequéncias de bases de ITS1 para B.

bassiana e ITS4 para M. anisopliae (Tabela 2).

As amplificacbes dos DNAs foram com desnaturacdo por 2 minutos a 94°C.
Temperatura de anelamento no primeiro ciclo de amplificacio a 66°C, o qual foi
subsequentemente de forma incremental em 1°C por ciclo durante os préximos 9 ciclos.
Foram realizados 36 ciclos de amplificacdo, com desnaturacdo de 30 segundos a 94°C, e
anelamento de 30 segundos a 56°C e extensdo de 1 mina 72 ° C e incubacdo de 10 minutos a

72°C (Rehner e Buckley, 2005).

As amostras foram sequenciadas pelo método de Sanger (1977), na Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Das sequéncias, foram feitas a identificacdo dos isolados pelo
método da Verossimilhanca e posteriormente depositadas no NCBI (National Center for

Biotechnology Information), os nimeros de acessos encontram-se na Tabela 3.

As relacdes filogenéticas e a obtencdo das arvores foram estimadas pelo método de
maxima verossimilhanca, o qual permite calcular estimativas de menor variancia e menos

erros de amostragem (Felsenstein, 1981).

Tabela 3: Sequéncias de bases para identificagdo molecular de isolados de B. bassiana e M.
anisopliae, utilizados para o controle do desfolhador A. liberia em plantios comerciais de

Palma de 6leo. Amazonia Oriental, Brasil

Isolados Sequéncias de bases Referéncias
UFRA_Bb05 ITS1: 5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ White et al. (1990)
UFRA_Ma62

ITS4: 5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ Rehner e Buckley (2005)
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Anélise estatistica

As mortalidades de T. molitor para selecdo dos isolados no screening toxicologico e do
controle de A. liberia em campo foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, ambos no programa R (versdo 3.1.2 para Windows). Para o célculo das

mortalidades corrigidas e eficiéncia de controle utilizou-se a formula de Abbott (1925).

Resultados

Coleta e selecdo dos isolados

Foram coletados 238 isolados de fungos pertencentes aos géneros Beauveria, Isaria,

Metarhizium e Trichoderma (Figura 1).
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Figura 7. Abundancia de géneros de isolados de fungos obtidos de solo em areas comerciais de palma de 6leo. Amazbnia

Oriental, Brasil

O maior numero de isolados, cerca de 55% foram obtidos de areas comerciais de
plantios orgénicos de palma de dleo, entretanto, 0 nimero de isolados n&o diferiu entre as

areas, exceto para o género lIsaria (Figura 2).
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e as barras o desvio padréo.

O bioensaio com os 9 isolados resultantes do screening toxicologico, resultaram nos
dois isolados para aplicacdo no campo, os quais foram UFRA_Bb05 e UFRA_Ma62, apos a
analise fatorial simples do tempo letal de 50% dos insetos sob diferentes concentracdes de

cada isolado (Figuras 3 e 4).
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Figura 9. Tempo letal de 50% (TL50) de mortalidade da populagéo de larvas de Tenebrio molitor expostos as concentragoes
105; 107; 108; 10° conidios/ml de suspensdes de Beauveria bassiana (UFRA_Bb02; UFRA _Bb05; UFRA _Bh06;
UFRA_Bb10) e tratamento controle (agua), em laboratorio. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste fatorial

simples (P<0,05).



84

15 = UFRA_Ma04
= UFRA_Ma05
#UFRA_Mall

Tempo (dias)

abe = UFRA_Ma62

10 — ccle c(le abed
abe
b Wc by
T a a
5 - = UFRA_Mal01
I I I I I I u Controle
0
¢ @ 2
S8

Y 9 $ & A ® 3

&@@@@@@@@@@@@@@ﬂ
&

) e &

Concentragdo (Conidios/ml) <

abe

\S\ \\

Figura 10. Tempo letal de 50% (TL50) de mortalidade da populacdo de larvas de Tenebrio molitor expostos as
concentragdes 10°; 107; 108; 10° conidios/ml de suspensdes de Metarhizium anisopliae (UFRA Ma04; UFRA Ma05; UFRA
Mall; UFRA Ma62; UFRA Mal0l) e tratamento controle (&dgua), em laboratério. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica pelo teste unifatorial (P<0,05).

Controle de Automeris liberia em campo

O isolado de M. anisopliae UFRA_Ma62 em campo, foi 0 que causou maior controle de
A. liberia, (Figura 5), ocasionando mortalidade de 64 % da populacdo inicial presente nas
plantas, diferenciando dos tratamentos com o isolado de B. bassina e o tratamento
convencional a base de B. thuringiensis, 0s quais ndo apresentaram diferenca entre si, com
valores de mortalidade de 46%, porém todos apresentaram diferenca quando comparados ao

tratamento controle com agua, que foi de apenas 12,60%.
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Figura 5. Mortalidade de Automeris liberia em éarea comercial de palma de 6leo, ap6s a aplicacdo de fungos

entomopatogénicos. Letras diferentes indicam diferenca entre médias (Tukey, P<0,05), as barras representam o desvio

padréo.

Identificacdo molecular dos isolados

Os nove isolados selecionados como os melhores em laboratério, incluindo os dois
avaliados em campo, distribuiram-se na identificagdo molecular em 2 grupos, sendo 4
isolados de B. bassiana e 5 isolados de M. anisopliae (Tabela 3) e respectivos nimeros de

acessos ao banco de dados genético do NCBI (National Center for Biotechnology

Information), estdo disponiveis na Tabela 3.
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Tabela 4. Espécies de fungos entomopatogénicos nativos de areas comerciais de palma de

6leo. Amazonia Oriental, Brasil

Espécie Codigo Colecéo Hospedeiro Origem Sistema de Acesso
producéo GenBank
LPP
B. bassiana UFRA_Bb02 Solo Brasil Organico MN947543
B. bassiana UFRA_Bb05 Solo Brasil Orgéanico MN947544
B. bassiana UFRA_Bb06 Solo Brasil Organico MN947545
B. bassiana UFRA_Bb10 Solo Brasil Convencional MN947546
M. anisopliae UFRA_Ma04 Solo Brasil Organico MT476881
M. anisopliae UFRA_Ma05 Solo Brasil Organico MT476882
M. anisopliae UFRA_ Mall Solo Brasil Organico MT476883
M. anisopliae UFRA_Ma62 Solo Brasil Organico MT476884
M. anisopliae UFRA_Mal01 Solo Brasil Convencional MT476885

A partir do sequenciamento genético, pode-se analisar pelo método de Méaxima
Verossimilhanga que os isolados avaliados neste trabalho, pertencem as espécies B. bassiana
e M. anisopliae, como mostrados nas respectivas arvores filogenéticas (Figuras 6 e 7), ambos

com mais de 90% de confiabilidade.
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Figura 6. Arvore filogenética baseada em sequéncias da regido ITS, alinhadas pelo sistema CIPRES pela anélise de Méaxima
Verossimilhanga de isolados de Beauveria bassiana (UFRA_Bb01; UFRA_Bb02; UFRA_Bb05; UFRA_Bb10). Espécies

destacadas em negrito referem-se aos isolados tipo e destacados em azul s&o isolados obtidos a partir de areas comerciais de

palma de 6leo. Amazonia Oriental, Brasil.
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Figura 7. Arvore filogenética baseada em sequéncias da regido ITS alinhadas pelo sistema CIPRES pela anélise de Méxima

Verossimilhanga dos isolados de Metarhizium anisopliae (UFRA_Ma04; UFRA_Ma05; UFRA_Mall; UFRA_Ma62;

UFRA_Mal01). Espécies destacadas em negrito referem-se aos isolados tipo e destacados em verde s&o os isolados obtidos a

partir de areas comerciais de palma de 6leo. Amazénia Oriental, Brasil.

Eficiéncia de controle

Foi observado eficiéncia de controle dos isolados dos fungos entomopatogénicos. O

isolado de M. anipliae UFRA_Ma62 destacou-se no controle de A. liberia em campo (Figura

8), com eficiéncia de 62%, diferindo dos tratamentos padrédo com B. thuringiensis e do isolado
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de B. bassiana que se apresentaram semelhantes com 42% e do tratamento controle com agua,

com somente 11, 98%.

Custo (R$/ha) e Eficiéncia de controle (%)

40 63,97
<
I 12
&
S
o 100
<L
O
< 8o
S}
T 60
<
L
40
a) 12,60
e
520
-]
o . 5,82
B. thuringiensis M. anisopliae  B. bassiana Agua

TRATAMENTOS

70

60

50

40

30

20

10

o

EFICIENCIA DE CONTROLE (%)

Figura 8. Relacdo custo x eficiéncia de controle com suspeng¢des entomopatogénicas a base de B. thuringiensis, B. bassiana e

M. anisopliae além do tratamento controle com agua.

Potencial econdmico

O custo de utilizacdo do controle padrdo com B. thuringiensis em comparagdo com 0s

fungos entomopatogénicos foi maior. Observou-se que a aplicagdo com o uso dos isolados foi

de R$ 69,82/ha, enquanto, que com B. thuringiensis foi de R$ 125,82/ha.

Discussao

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que a maioria dos isolados foram

provenientes de solos com plantio organico de palma de 6leo. Resultado esperado, uma vez

gue a microbiota nesses ambientes é mais preservada e mais abundante, devido ao ndo uso de

agrotoxicos. Pois, conforme Rosselo-Mora e Amann (2001), um grama de substrato pode
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conter 10 bilhdes de microrganismos, divididos em milhares de espécies. Tais
microrganismos participam diretamente dos ciclos dos nutrientes no solo, catalizando a
ciclagem dos nutrientes e da matéria organica, fatores influentes na fertilidade natural do

ambiente em questao e, consequentemente, na produtividade do ecossistema.

Também, entre os microrganismos presentes na microbiota do solo, encontram-se 0s
fungos entomopatogénicos. Sendo o solo ambiente importante como reservatorio natural dos
microrganismos, e muitas espécies sao encontradas em solos cultivados em todo o mundo
(Sun et al., 2008), sendo que varias espécies tém potencial para controlar naturalmente
insetos-praga de areas agricolas, caso recorrente na area estudada onde o fungo B. bassiana

foi observado infectando lagartas de Brassolis sophorae, porém com baixa frequéncia.

Muitas interages ocorrem entre a microbiota nativa do solo, incluindo os fungos
entomopatogénicos, como relacGes de sinergismo, antagonismo, mutualismo etc. A habilidade
de proliferar e manter a viruléncia quando cultivados no habitat nativo é altamente desejavel
(Ignoffo, 1992), desta foram, o isolamento dos fungos nativos da area, foi para provarmos que
a adaptacdo e utilizacdo dos mesmos seriam melhores em seu habitat de origem, por
provavelmente estarem adaptados com as condi¢des edafoclimaticas da area, o que pode ser
observado com os resultados de melhor eficiéncia com os isolados de B. bassiana e M.

anisopliae em relacdo ao B. thuringiensis, tradicionalmente utilizado na rea de estudo.

As classificacBes filogenéticas baseadas na analise de DNA ajudaram a melhorar a
compreensdo das relagdes fungicas (Shahid et al. 2012). Nesta pesquisa pode-se confirmar
através de analise filogenética que as espécies B. bassiana e M. anisopliae sdo importantes

para 0 manejo de A. liberia em palma de 6leo.

A escolha das regifes sequenciadas foi baseada nos trabalhos de White et al., (1990) e

Rehner e Buckley (2005), os quais utilizaram a regido ITS (Internal Transcribed Spacer), o
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que proporcionou o conhecimento de 600 a 800 pares de bases com a utilizacdo de primers

universais (Fungaro, 2000).

A identificacdo taxonémica dos isolados utilizados tem grande importancia (Dolinsky,
2007; Stockinger et al. 2010), pois no manejo integrado de pragas se faz necessario se saber a
espécie exata do microrganismo, local geografico de coleta e eficiéncia em campo sob todas

as condicdes climaticas.

Para os estudos de campo, precisou-se levar em consideracdo a disponibilidade de
populacbes naturais de A. liberia na area, uma vez que sua maior incidéncia ocorre na época
chuvosa da regido Amazoénica. Desta forma no periodo da aplicacdo dos bioensaios houve alta
pluviosidade na regido (402mm.m2) e baixa temperatura (23-28°C), enquanto, que no periodo
seco o indice pluviométrico chega até 49 mm.m? e temperatura entre 23-34°C, o que pode ter
interferido nos resultados de controle que poderiam ser sido maiores, pois no periodo chuvoso
as folhas com os tratamentos sdo lavadas, ficando pouco indculo para entrar em contato com a
praga. Logo, as condigdes ambientais podem interferir no ciclo de vida do inseto, assim como

o indice pluviométrico no periodo de avaliacdo (Genty et al., 1986).

Entretanto, o bioensaio de campo serviu para comprovar a eficiéncia dos isolados, que
ja tinham sido previamente avaliados em laboratério e com resultados satisfatorios. O isolado
UFRA_Ma62 M. anisopliae foi 0o que apresentou maior porcentagem de mortalidade das
lagartas de A. liberia, com 64%, quando comparado com UFRA_Bb05 de B. bassiana e o B.
thuringiensis (Produto comercial) que apresentou 46%. Acredita-se que provavelmente a
menor mortalidade causada por B. thuringiensis, seja devido o produto ser utilizado na area
por muitos anos, o0 que pode ocasionar decréscimo da eficiéncia, muito provavel a espécie ja

esteja criando resisténcia ao mesmo.
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Em testes de controle do besouro Rhynchophorus ferrugineus muito presente em
palma de Oleo, Fite et al. (2019) e Rahman e Raheem (2018) encontraram também a maior
eficiéncia de controle quando o inseto foi exposto a cepas de M. anisopliae, quando

comparado a cepas de B. bassiana e B. thuringiensis, porém em laboratorio.

O isolado de UFRA _Bb05 de B. bassiana ocasionou mortalidade menor do que as
obtidas em laboratorio. Muito provavelmente relacionado ao fato de que a eficiéncia mediana
do isolado de B. bassiana em campo, pode ter relacdo com a perda da atividade da suspensao
aquosa de conidios do fungo (Bata, 2007; Davari et al., 2015). Por outro lado, tem sido
frequentemente confirmado que a temperatura e umidade relativa em condi¢Ges de campo
afetam a eficacia de conidios ndo formulados de B. bassiana (Luz et al., 1998; Luz e Fargues,

1999; Haraprasad et al., 2001; Lecuona et al. 2001), como foi 0 caso nesta pesquisa.

Ao contrario de outros agentes potenciais de biocontrole, como o B. thunrigiensis, 0s
fungos entomopatogénicos ndo precisam ser ingeridos para infectar seus hospedeiros, pois
invadem diretamente através da cuticula para que possam ser efetivamente usados para o
controle de todos os insetos (Sujeetha e Sahayaraj, 2014), além disso, os fungos
entomopatogénicos, invadem as aberturas naturais dos insetos, como boca, poros, espiraculos,
anus, etc, o que favorece infeccdes mais severas e rapidas. Deste modo, estes mecanismos de
acdo podem proporcionar vantagem do uso de fungos no controle de insetos, quando

comparados com bactérias.

Outra vantagem da utilizacdo dos fungos em biocontrole, é que o inicio da epizootia
artificial tem sido realizado para controle a longo prazo, especialmente em areas onde
prevalecem as condicdes de alta umidade. Assim, basta apenas uma lagarta morta na
superficie da planta, que constitui foco importante de infeccdo quando o fungo esporular e,
portanto, servir como fonte de inoculo para infectar outros insetos saudaveis (Ekesi et al.,

2008) como também disseminar os esporos sobre a folhnagem da planta hospedeira.
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Quanto a utilizacdo dos fungos entomopatogénicos, Shaid et al., (2012), ressaltaram
que os requisitos de producdo, para biopatdgenos, incluem custo razoavel, estabilidade a
longo prazo e, o mais importante, eficiéncia consistente em condi¢cdes de campo. Nesta
pesquisa, esses requisitos foram cumpridos quando analisados a porcentagem de eficiéncia de
controle, mortalidade de lagartas e custo de aplicacdo dos isolados, principalmente, para M.

anisopliae, quando comparados com o controle convencional com B. thuringiensis.

Destaca-se que o isolado de M. anisopliae, apresentou eficiéncia de controle de 62,01%,
sendo 50,03% maior que a apresentada pelo tratamento controle (11,98%) e 20% a mais que 0
tratamento padrdo com B. thuringiensis e o com B. bassiana, que obtiveram 42% de eficiéncia
e 30 % mais eficazes quando comparados ao tratamento controle. Vale ressaltar que esses
resultados foram obtidos em periodos muito chuvosos, ou seja, com condi¢des climaticas

desfavoraveis (Genty et al., 1986) para a permanéncia dos microrganismos sobre a planta.

A massa de produto utilizada para todos os tratamentos foi a mesma, 800 g de produto,
mantendo-se 0s mesmos padrBes do tratamento convencional utilizado na area de estudo,
porém os trés produtos apresentaram concentracdes diferentes, como: 0,8 — 1,3 x 108, 0,9 -1,9
x 10% e 30 - 52 x 10° conidios/ml, respectivamente, para UFRA_Bb05 B. bassiana,
UFRA_Ma62 M. anisopliae e B. thuringiensis. Desta forma, comprovou-se a eficiéncia dos
fungos entopatogénicos utilizados na pesquisa, uma vez que com menores concentracdes
alcancaram mortalidades e eficiéncia iguais, como no caso da B. bassiana e maior com 0 uso

do M. anisopliae, em relacdo ao produto comercial ja tradicionalmente utilizado na area.

Os custos com as aplicagcbes demonstraram o potencial econdémico da utilizagdo do
isolado UFRA_Ma62 na economicidade de controle de A. liberia, pois foram gastos R$
125,82/ha na aplicagdo de B. thuringiensis, com apenas 46% de mortalidade e 42% de

eficiéncia de controle sobre as lagartas, ndo diferindo do tratamento com B. bassiana,
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entretanto, a aplicacdo com UFRA Ma62 de M. anisopliae foi R$ 69,82/ha, diminuindo 0s
custo por ha em R$ 56,00, o que equivaleu economicidade de 44%/ha, além de ter promovido
mortalidades e eficiéncia de controle acima de 60%, pois para controle biolégico em campo,
esse percentual é altamente vantajoso. Comprovando que o uso do controle bioldgico com
isolados da biodiversidade nativa da area, favoreceu a protecdo das plantas contra o
desfolhador e auxiliou na producéo racional da cultura da palma de 6leo na Amazonia, com

sustentabilidade e preservacédo a natureza.

Além disso, o controle bioldégico com microrganismos contribuem com 0 meio
ambiente, nos custos de producdo a curto prazo, e sustentavel ao longo prazo, devido a
maximizacdo da qualidade do solo e o aumento da microbiota local, ajuda na reducdo de
adicdo de metais pesados, que ficam no solo pelo uso constante dos quimicos, além disso, o
ndo uso ou a reducdo do uso de agrotdxicos, diminuem a contaminacdo dos aplicadores,
animais, consumidores finais, solo, polinizadores, bacias hidrograficas, lencois freaticos e dos

mananciais de agua, que sdo areas altamente fragilizadas na Amazonia brasileira.

Ressalta-se que o uso de controle bioldgico vem crescendo em ritmo acelerado em
varios sistemas de plantios, com previsdo de movimentar mais de US$ 5 bilhdes em 2020,
salto equivalente a US$ 2 bilhGes com relagdo ao ano anterior, crescimento na ordem de 10%
ao ano em outros paises e no Brasil mais de 15%. O controle bioldgico ndo deve mais ser
visto simplesmente como o combate aos insetos por meio da introdugéo de inimigos naturais,
como 0s microorganismos, hoje essa tendéncia estd intimamente associada a inovagdo, uma
vez que abrange tecnologias modernas (ABCbio, 2020) de uso sustentdvel como o0s

microrganismos cada vez mais potentes para o controle de pragas.
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