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RESUMO

Dentre os insetos-praga que causam danos econdmicos a cultura do coqueiro (Cocos nucifera
L.), a broca-do-olho-do-coqueiro Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Curculionidae) destaca-se por ocasionar danos durante as diferentes fases de desenvolvimento
da planta. O presente estudo teve como objetivos: estudar os pardmetros bioldgicos
qualitativos e quantitativos de R. palmarum em duas dietas artificiais; e verificar a sua
susceptibilidade a fungos entomopatogénicos. Na fase de ovo, foi determinado o periodo de
incubacdo (dias) e a fertilidade (%). Para a fase larval foi calculada a viabilidade total e a
viabilidade por instar (%), duracdo dos instares larvais e a duracdo total do periodo larval
(dias), a largura da capsula cefalica (mm) e o peso (g) das larvas nas duas dietas (A e B).
Determinou-se a duragdo das fases de pré-pupa e pupa (dias), o peso (g), viabilidade (%) e a
ocorréncia de deformacdes (%) nas pupas. Ap6s a emergéncia dos adultos de R. palmarum,
foi calculada a razéo sexual e observada a porcentagem de adultos defeituosos, o peso (g) e
comprimento (mm) dos machos e fémeas das duas dietas. Ap6s a formacdo dos casais, foram
determinados os periodos de pré-oviposicao, oviposicdo e pds-oviposi¢do (dias), fecundidade
total e diaria, longevidade dos machos e das fémeas (dias), e dura¢do do ciclo bioldgico
(dias). Foi calculada a absorbancia das amostras dos adultos de R. palmarum provenientes das
duas dietas artificiais. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e todas as
variaveis das duas dietas artificiais foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste t ao nivel de 5% de significancia. Em um segundo experimento,
avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes (107, 10° e 10° conidios.mL™) dos isolados
IBCB 66, CPATC 032 e CPATC 057 de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, do isolado
T9 de Trichoderma harzianum Rifai e do produto comercial Boveril® sobre adultos de R.
palmarum. Os dados obtidos de mortalidade confirmada foram submetidos a andlise da
variancia (ANOVA), utilizando o Proc ANOVA do SAS, e as médias comparadas pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Para determinar a porcentagem de sobrevivéncia,
os dados de mortalidade confirmada foram submetidos ao teste de Log-Rank, através do
método Kaplan-Meyer. Posteriormente, os valores da CLsyp e TLso foram estimados
submetendo os dados de mortalidade confirmada a analise de Probit. A dieta A proporcionou
uma maior viabilidade de larvas e pupas de R. palmarum. A porcentagem de pupas
deformadas na dieta B foi maior em relacdo a dieta A. O periodo de oviposicdo das fémeas
provenientes da dieta A foi de 32,4 dias. Em relacdo ao teor de lipidios de R. palmarum, os
machos adultos da dieta B, apresentaram maiores médias de absorbancia, enquanto as fémeas
da dieta B apresentaram valores menores. O produto comercial Boveril® e os isolados IBCB
66, CPATC 032 e CPATC 057 provocaram a mortalidade confirmada de 40, 36, 64 e 52%
dos adultos de R. palmarum, respectivamente, para a concentracdo 10° conidios.mL™, ndo
diferindo da concentragdo 10° conidios.mL™, onde o isolado CPATC 032 ocasionou
mortalidade de 52% dos insetos, que por sua vez ndo diferiu do isolado CPATC 057, o qual
apresentou 44% de mortalidade confirmada dos adultos. O isolado CPATC 032 apresentou
maior viruléncia e menor CLso, estimando-a em 1,11x10° conidios.mL™; enquanto o TLso para
as concentracdes 10° e 10° conidios.mL™ foi de 17,61 dias e 17,25 dias, respectivamente.

Palavras-chave: Cocos nucifera. Broca-do-olho-do-coqueiro. Biologia. Metabolismo de
lipidios. Controle bioldgico.



CREATION OF Rhynchophorus palmarum (LINNAEUS, 1758) (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) IN ARTIFICIAL DIETS AND CONTROL USING FUNGI
ENTOMOPATHOGENIC

ABSTRACT

Among the insect-pests that cause economic damage to the culture of coconut (Cocos nucifera
L.), the giant palm weevil Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Curculionidae) stands out for damage in different stages of development of the plant. This
study aimed to: study the qualitative and quantitative biological parameters of R. palmarum in
two artificial diets; and verify their susceptibility to entomopathogenic fungi. At the egg
stage, it was determined the incubation period (days) and fertility (%). For the larval stage
was calculated total viability and the viability for instar (%), duration of larval instars and the
total duration of the larval period (days), the width of the head capsule (mm) and weight (g)
of the larvae in two diets (A and B). Was determined the duration of the phases of pre-pupae
and pupae (day), weight (g), viability (%) and the occurrence of deformation (%) in the pupa.
After the emergence of adult R. palmarum, we calculated the sex ratio and observed the
percentage of defective adults (%), weight (g) and length (mm) of males and females of two
diets. After the formation of the couples were certain periods of pre-oviposition, oviposition
and post-oviposition (days), total and daily fertility, longevity of males and females (days),
and duration of the cycle (days). The absorbance of samples was calculated from adult R.
palmarum from the artificial diets. The experimental design was completely randomized and
all variables of the two artificial diets were submitted to analysis of variance (ANOVA) and
means compared by t-test at 5% significance level. In a second experiment, the effect of
different concentrations (10’, 10® and 10° conidia.mL™) of isolates IBCB 66, CPATC 032 and
CPATC 057 of Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, isolated T9 Trichoderma
harzianum Rifai and commercial product Boveril® on adult R. palmarum. The data of
confirmed mortality were submitted to analysis of variance (ANOVA) using the Proc
ANOVA of SAS, and the means compared by Tukey test at 5% probability. To determine
percentage survival, confirmed mortality data were subjected to Log-Rank test using the
Kaplan-Meyer method. Subsequently the values of LCsy and LTs were estimated submitting
mortality confirmed the Probit analysis. The diet A promoted a more viable larvae and pupae
of R. palmarum. The percentage of deformed pupae in the diet B was higher in relation to diet
A. The period oviposition of females from the diet A was 32.4 days. Regarding the lipid
content of R. palmarum the adult male diet B, have the highest mean absorbance, while
females diet B showed lower values. The commercial product Boveril® and isolated IBCB 66,
CPATC 032 and CPATC 057 caused the confirmed mortality of 40, 36, 64 and 52% of R.
palmarum adults, respectively, for the concentration 10° conidiamL™ did not differ
concentration of 10° conidia.mL™, where the isolated CPATC 032 caused mortality of 52% of
the insects, which in turn did not differ isolated CPATC 057, which showed 44% confirmed
mortality of adults. The isolated CPATC 032 showed higher virulence and lower LCsy,
estimating it in 1,11x10° conidia.mL?; while the LTs, in concentrations 10® and 10°
conidios.mL™ was 17.61 days and 17.25 days, respectively.

Keyword: Cocos nucifera L. Giant palm weevil. Biology. Metabolism of lipids. Biological
control.
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1 INTRODUCAO GERAL

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma cultura tropical pertencente a familia
Arecaceae, sendo cultivado em aproximadamente 12,14 milhGes de hectares distribuidos em
praticamente todos os continentes (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011; FAOQ, 2013).

O coqueiro é uma rica fonte de alimento para diversas espécies de insetos e &caros.
Esses organismos, uma vez na planta, sdo hospedeiros especificos das folhas, das flores, dos
frutos, do estipe ou das raizes, causando atraso no desenvolvimento, perda ou atraso na
producdo e morte da planta (FONTES; FERREIRA; SIQUEIRA, 2002).

A coleobroca Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Curculionidae) é de grande importancia para a cultura do coqueiro, sendo que 0s danos podem
ser ocasionados pelo inseto tanto na fase larval quanto na fase adulta, podendo provocar a
morte da planta (AMBROGI et al., 2009).

Dada a importancia econdémica do R. palmarum para a cultura do coqueiro, surge a
necessidade da adogdo de estratégias de controle que sejam mais eficientes e que mantenham
a populacdo da praga abaixo do Nivel de Dano Econémico (NDE). Atualmente, a demanda
dos consumidores por produtos vegetais com qualidade estimula a adocdo de métodos
ecologicamente seguros de controle de pragas, minimizando o uso de agrotdxicos, visando
aumentar a preservacdo do meio ambiente, da salde humana e dos animais.

Os insetos adultos de R. palmarum, estagio alvo de controle, ndo permanecem nas
plantas, apenas alimentam-se e ovipositam, e suas larvas completam o ciclo no interior do
estipe do coqueiro. Dessa maneira, 0 controle bioldgico desse inseto-praga através da
aplicacdo de fungos entomopatogénicos diretamente sobre 0s insetos torna-se inviavel. Sendo
assim, uma estratégia que pode ser eficiente no controle de R. palmarum é inocular os fungos
entomopatogénicos em iscas atrativas e torna-las disponiveis aos insetos por meio de
armadilhas de autoinoculacdo, onde o inseto pode entrar e sair livremente das armadilhas,
causando a mortalidade direta dos insetos dentro das armadilhas ou disseminando a doenga no
campo.

Para que as medidas de controle sejam aplicadas, € necessario que se conheca a cultura
estudada e as caracteristicas biologicas das pragas, mantendo as criagcBes de insetos em
condigdes de laboratério (KOGAN, 1998).

Na criacdo de insetos, a elaboracéo de dietas artificiais € de fundamental importancia,
pois permite a manutengdo da populacdo de maneira continua, reduz a méo-de-obra e o risco

de contaminacdo das colénias com entomopatégenos, comumente encontrados na dieta
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natural. As técnicas de criacdo de insetos em laboratorio se desenvolveram possibilitando
novas pesquisas capazes de fornecer subsidios para o controle eficiente do inseto no campo
(KOGAN, 1980).

O estudo da biologia e das exigéncias nutricionais dos insetos € de grande
importancia, uma vez que a determinagdo das caracteristicas bioldgicas do inseto servira de
base para a adequacdo de taticas de controle populacional do inseto na cultura estudada. Nesse
contexto, a nutricdo afeta diretamente a biologia, a distribuicdo e a abundancia dos insetos
(PANIZZI; PARRA, 2009).

A nutricdo de insetos adquire importancia em razdo da necessidade crescente de sua
producdo massal para aprimorar estudos relacionados a praga. Assim, o conhecimento da
dieta adequada da fase larval e dos adultos da espécie que se esta pesquisando € fundamental
para manutencao de seu nivel populacional constante em laboratério (FONSECA et al., 2005).

Desse modo, este trabalho teve como objetivos estudar os pardmetros bioldgicos
qualitativos e quantitativos de R. palmarum em duas dietas artificiais; e verificar a sua

susceptibilidade a isolados de fungos entomopatogénicos e ao produto comercial Boveril®.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do coqueiro

2.1.1 Origem e importancia econdmica

O coqueiro ou coco-da-baia é uma palmeira perene originaria do Sudeste Asiatico,
expandida naturalmente e de ocorréncia em praticamente todos os continentes (MARTINS;
JESUS JUNIOR, 2011). No Brasil, o coqueiro foi introduzido pelos portugueses em 1553 no
Estado da Bahia, com material proveniente da llha de Cabo Verde, localizada no continente
Africano (SIQUEIRA; ARAGAO; TUPINAMBA, 2002). A partir da Bahia, 0 coqueiro
disseminou-se pelo litoral nordestino, principalmente por ser uma frutifera tipica de clima
tropical, onde encontrou condicGes favoraveis para o cultivo e, posteriormente, acabou
adaptando-se em outras regides do pais (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

A Indonésia é a maior produtora mundial de coco, sequida por Filipinas e india, com
uma producdo anual aproximada de 18, 15 e 10 milhGes de toneladas, respectivamente.
Entretanto, em area colhida, a Filipinas destaca-se com uma maior area cultivada (3,5 milhdes
de hectares) (FAO, 2013).

O Brasil, quarto maior produtor mundial de coco, ocupa uma area em torno de 257 mil
hectares e uma producéo anual de cerca de 1,8 milhdes de frutos (IBGE, 2014), equivalente a
aproximadamente 2,8 milhdes de toneladas (FAO, 2013). O Estado da Bahia destaca-se com
uma producao de 552.836 frutos, sendo 0 maior produtor do pais. Em seguida, destacam-se 0s
Estados de Sergipe com 239.211 frutos e Pard com 214.453 frutos. O Estado de Alagoas
também um importante produtor, ocupando a nona posi¢do no ranking nacional, com uma
producdo anual de 51.507 frutos (IBGE, 2014).

Em virtude da sua dispersdo e adaptabilidade, seu cultivo e utilizagdo se dao de
maneira expressiva em todo o mundo, onde seus frutos podem ser consumidos in natura ou
industrializados na forma de mais de 100 produtos e subprodutos. Raiz, estipe, inflorescéncia,
folhas e palmito geram diversos subprodutos ou derivados de interesse econdmico (COSTA et
al., 2005). O principal produto do coqueiro é o seu fruto, do qual se extraem o Gleo, a 4gua e a
polpa para o consumo humano, sendo que a fibra também apresenta valor comercial cada vez
maior e € utilizada para a confeccdo diversos produtos artesanais (HOWARD, 2001;
MAGALHAES; SILVA NEVES, 2011).
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Segundo Martins; Jesus Junior (2011), a intensificacdo das &reas de cultivo e de
producdo do coqueiro é percebida em varias partes do mundo. No Brasil, 0 avango da cultura
ocorre ndo so pela evolucao da producao, que condicionam ao pais lugar de destaque entre 0s
maiores produtores mundiais, mas também pelo aumento da area cultivada em regifes nao
tradicionais de cultivo.

A regido Nordeste caracteriza-se por ter a maior area plantada de coco da variedade
gigante destinado a producdo de alimentos, destacando-se, também, por ser uma regido
extrativista, que ndo realiza os tratos culturais necessarios para 0 bom desenvolvimento da
cultura, culminando com a disseminacédo de pragas e doencas e levando a uma elevada queda
na produtividade (SARRO, 2002; FONTES; WANDERLEY, 2006).

2.2 Aspectos gerais sobre Rhynchophorus palmarum

Dentre os problemas que limitam a producdo do coco, 0s insetos-praga apresentam
uma relevante importancia para a cultura, causando danos durante as diferentes fases de
desenvolvimento da planta. Dentre eles, destaca-se o bicudo-das-palmaceas ou a broca-do-
olho-do-coqueiro R. palmarum (GALLO et al., 2002).

2.2.1 Plantas hospedeiras

Além do coqueiro, o R. palmarum pode ainda utilizar como planta hospedeira ou fonte
de alimento, a cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.), a banana (Musa spp. L.) o dendé
(Elaeis guineenses Jacq.), 0 maméo (Carica papaya L.), o abacaxi (Ananas comosus L.),
dentre outras, levando a perdas e danos consideraveis as respectivas plantagdes (NAVARRO
et al.,, 2002). Hagley (1965); Wattanapongsiri (1966) observaram larvas do género
Rhynchophorus alimentando-se de uma grande variedade de plantas das familias Arecaceae,
Poaceae, Caricaceae, Bromeliaceae e Musaceae.

Relatos indicam a ocorréncia do género Rhynchophorus em vérias palmeiras,
distribuidas por quase toda a regido tropical do planeta. As espécies mais comuns em coqueiro
sdo: R. palmarum e R. cruentatus (Fabricius, 1775), no continente americano; R.
phoenicis (Fabricius, 1801), no continente africano; R. ferrugineus (Olivier, 1790) e R.
vulneratus (Panzer, 1798), no Sudeste da Asia; R. ferrugineus, no Oriente Médio; e R.
bilineatus (Montrouzier, 1857), nas llhas do Pacifico (Oceania) (FERREIRA, 2002).


http://en.wikipedia.org/wiki/Nikolaus_Joseph_von_Jacquin
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2.2.2 Distribuicdo geografica

Trata-se de uma praga que esta distribuida em diversos paises, destacando-se: Brasil,
México, Caribe, Costa Rica, Cuba, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama,
Porto Rico, Trinidad e Tobago, Belize, Dominica, Grenada, Guadalupe, Martinique, S&o
Vicente, Argentina, Bolivia, Colédmbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Paraguai, Peru,
Suriname, Uruguai e Venezuela (OEPP, 2005).

No Brasil, a broca-do-olho-do-coqueiro tem sido constatada nos Estados do
Amazonas, Para, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Parand, Rio Grande do Sul, Rio Grande do Norte, Alagoas, Sergipe (FERREIRA et al.,
1998) e Mato Grosso do Sul (SANCHEZ-SOTO; NAKANO, 2002).

2.2.3 Descricdo e biologia

O adulto de R. palmarum é um besouro de cor preta de 45 a 60 mm de comprimento,
de rostro bem desenvolvido com 10 a 12 mm de comprimento e recurvado. A espécie
apresenta dimorfismo sexual localizado no rostro, sendo mais comprido, delgado e curvo na
fémea do que no macho. O macho pode ter abundantes pelos rigidos na parte dorsal do rostro,
exceto em individuos de pequeno tamanho (Figura 1) (COSTA-CARVALHO, 2011).

Figura 1 - Dimorfismo sexual nos adultos de Rhynchophorus palmarum. Presenca de pelos no rostro do macho
(A) e auséncia dos pelos no rostro das fémeas (B).

Foto: Autora (2013).

Esse inseto apresenta metamorfose completa (holometabdlico), que compreende as
fases de ovo, larva, pupa e adulto. O primeiro par de asas, do tipo élitros, é curto e ndo
recobre a extremidade do abdome, e tém oito sulcos longitudinais. O segundo par de asas, do

tipo membranoso, é fino e flexivel, com as nervuras bem distintas. As fémeas de R. palmarum
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colocam seus ovos na parte tenra da planta, individualmente e aleatoriamente. Uma fémea
coloca de 5 a 6 ovos por dia, totalizando 250 ovos durante sua vida. Apos 2 a 3 dias, eclodem
as larvas, que sdo apodas, do tipo curculioniforme, coloracdo branco-creme, com a cabeca
marrom-escura e, quando completamente desenvolvida, atinge cerca de 70 mm de
comprimento. As larvas apresentam mandibula forte e sdo canibais. A pupa é do tipo exarada
e de coloracdo amarelada e se abriga dentro de um casulo de fibras da propria planta
hospedeira, podendo medir de 70 a 90 mm de comprimento (GALLO et al., 2002).

Ao estabelecer uma criacdo de R. palmarum em laboratorio, sob a temperatura de 20°C
a 35°C e umidade relativa de 62 a 92%, utilizando o estipe do coqueiro como fonte de
alimento, Hagley (1965); Sanchez et al. (1993), verificaram que uma fémea pode colocar, em
média, 245 ovos durante sua vida, ocorrendo a eclosdo das larvas trés dias ap0s a postura. As
larvas podem passar por seis a 10 instares ao longo de um periodo de 52 dias. Apds esse
periodo, as larvas fazem um casulo da fibra do coco, onde véo permanecer durante a fase de
pré-pupa (4 a 17 dias) e a fase de pupa (8 a 23 dias). ApOs a emergéncia, os adultos ainda
permanecem dentro do casulo por aproximadamente sete dias. Os machos e as fémeas podem
viver, em média, 44 e 40 dias, respectivamente. Por sua vez, Restrepo; Rivera; Raigosa
(1982), relataram que a duracdo do ciclo de bioldgico de R. palmarum pode variar
dependendo da fonte de alimento.

2.2.4 Habitos e danos

A broca-do-olho-do-coqueiro tem habito diurno, principalmente nas horas com
temperaturas mais amenas, sendo capaz de se deslocar 1,6 km por dia (HAGLEY, 1965). Esse
inseto penetra pela gema apical das palmaceas e entre as folhas em formac&o, danificando-as
e, consequentemente, destruindo-as. O ataque a gema apical ou os ferimentos causados
durante a colheita resultam em fermentacéo da seiva da planta, cujo odor atrai outros besouros
da mesma espécie, onde irdo efetuar as posturas nas cicatrizes recém-abertas, reiniciando todo
0 ciclo de vida do inseto (GALLO et al., 2002). Segundo Griffith (1968), 30 larvas sdo
suficientes para causar a morte de uma planta adulta. Em plantas jovens, é possivel que um
nimero menor de larvas provoque o mesmo efeito (SANCHEZ; CERDA, 1993).

Esse inseto € o principal vetor do nematoide Bursaphelenchus cocophilus (Cobb,
1919) Baujard, 1989 (Nematoda: Aphelenchoididae), agente causal da doenca conhecida
como “anel-vermelho”, que por sua vez ¢ letal para o coqueiro e outras palmeiras (DUARTE

et al., 2008). Os sintomas podem variar conforme as condi¢des ambientais, idade e variedade
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das plantas afetadas. No campo, a doenga surge em plantas adultas (5 a 15 anos). Os sintomas
da doenca comegam na ponta das folhas avangando em direcdo a raquis. As folhas doentes
tornam-se necrosadas e quebram-se na base da raquis. Em fase avancada da doenca, a copa do
coqueiro fica com um aspecto amarelo-ouro, com excecdo de um tufo central de folhas verdes
que se dobram, secam e a planta morre. Apds o corte transversal do estipe do coqueiro,
observa-se um anel-vermelho (2 a 4 cm de largura). Esse anel é observado na parte mais alta
ou mais baixa do estipe, dependendo do local do inicio da infeccdo. Quando a infec¢do ocorre
pelas raizes, o anel-vermelho se desenvolve de baixo para cima, mas quando o inseto-vetor
faz a transmissdo do nematoide de uma planta doente para outra sadia, o anel vermelho é
observado nas partes mais altas do estipe (CASTRO; LIMA; SANTANA, 2009).

A porcentagem de insetos de R. palmarum portadores do nematoide varia de uma
regido para outra, inclusive entre lotes de uma mesma plantacdo (SANCHEZ; CERDA, 1993).
O inseto pode adquirir o nematoide na fase adulta quando em contato com plantas
contaminadas ou durante seu periodo larval, enquanto as larvas se desenvolvem nos tecidos
contaminados. A transmissdo e a disseminacdo do nematoide também podem ocorrer através
das ferramentas utilizadas na colheita e tratos culturais, solo infestado, raizes, agua de

irrigacdo e matéria organica infestada (WARWICK, 2005).

2.2.5 Métodos de controle

e Controle mecanico
Para reduzir a populacdo de R. palmarum e, consequentemente, diminuir os danos e
injurias ocasionados pelo inseto, o controle pode ser realizado manualmente através da
atracdo dos insetos pelos odores das plantas hospedeiras, que apos o corte fermentam dentro
do plantio de coco (FERREIRA, 2007/2008).

e Controle quimico
Ferreira (1987) indicou a instalagdo de iscas atrativas no coqueiral contendo pedacos
do estipe do coqueiro ou de palmeiras nativas pulverizadas com inseticida e cobertas com
folhas secas de coqueiro para atrair e matar os individuos adultos.
O controle quimico de R. palmarum, por meio da pulverizacdo de produtos, apresenta
uma baixa eficiéncia, tendo em vista 0 comportamento dos insetos adultos, pois estes ndo

permanecem nas plantas, apenas alimentam-se e ovipositam, e suas larvas completam o ciclo
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no interior dos tecidos vegetais. Dependendo da variedade, o coqueiro apresenta um porte
elevado, além de uma filotaxia que dificulta a penetracdo de produtos (MENDONGCA, 2007).

e Controle comportamental

O estudo do comportamento dos insetos proporcionou o desenvolvimento de novos
métodos que estdo sendo adotados em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP). A
aplicabilidade de semioquimicos, substancias quimicas envolvidas na comunicacdo entre 0s
seres vivos, tem contribuido para a redugdo dos danos provocados em varias espécies de
brocas pertencentes a familia curculionidae, devido a eficiéncia da captura massal por meio
destas substancias, onde os resultados alcancados, nestes casos, apresentam-se mais eficientes
que a alternativa do controle quimico (FERREIRA, 2007/2008).

Feromonios de agregacdo em coledpteros, geralmente, sdo produzidos pelos insetos
machos e, usualmente, atraem ambos o0s sexos (NAVARRO et al., 2002; FERREIRA,
2007/2008). A deteccdo dos insetos adultos por meio de armadilhas contendo feroménio de
agregacéo e a captura massal sdo ferramentas importantes para prevenir os danos provocados
pelas brocas e tornar o seu controle mais econémico, efetivo e seguro sob o ponto de vista
ambiental, proporcionando a racionalizacdo de agrotdxicos no meio ambiente e preservando
0s inimigos naturais (MOREIRA, 2005).

O feromonio de agregagdo 6-methyl-2(E)-hepten-4-ol, denominado rincoforol,
produzido pelos machos de R. palmarum, é utilizado no controle dessa praga e elimina o uso
de inseticidas, trazendo para o agricultor consideravel economia (ROCHAT et al., 1991).
Porém, Jaffé et al. (1993) demonstraram que o feromonio sozinho exerce pouca atratividade,
pois, quando o mesmo € utilizado juntamente com pedacos de tecidos da planta, ha aumento
significativo no nimero de insetos capturados, o que sugere uma interacdo entre 0sS
componentes quimicos da planta e o feroménio produzido pelo inseto. De acordo com Tiglia
et al. (1998), o uso da cana-de-agUcar, conjuntamente com o feromdnio, aumenta a eficiéncia

das armadilhas na captura do R. palmarum, podendo quadruplicar o indice de coleta.

e Controle biologico
Existem na natureza agentes bioticos com elevado potencial para provocar mudancas
na populagdo de insetos, a exemplo de virus, fungos, bactérias e nematoides, cuja utilizacdo
em larga escala pode contribuir para manter a populagdo da praga abaixo do NDE
(FERREIRA, 2002; CARVALHO; BARCELLOQOS, 2012). Dentre esses agentes bioldgicos de
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controle de insetos, os fungos, pertencentes & cerca de 90 géneros e 700 espécies, causam
cerca de 80% das enfermidades (ALVES, 1998a).

A primeira classificacdo de um entomopatogeno foi feita por Réaumur 1726,
identificando um fungo do género Cordyceps (Fr.) Link atacando um lepidoptero. O relato
pioneiro comprovando a acdo entomopatogénica de um fungo foi feita em 1835, por Agostino
Bassi, 0 qual observou que o fungo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill. era o causador da
doenca denominada “muscardine branca”, muito importante para o bicho-da-seda Bombyx
mori (Linneaus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae). Em 1865, Pasteur determinou como
agente causal da doenca do bicho-da-seda o protozoario Nosema bombycis Nageli 1857. O
primeiro trabalho sobre o controle de pragas com um fungo entomopatogénico foi realizado
pelo russo Metchnikoff em 1878-79, o qual utilizou Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin para o controle de larvas do besouro Anisoplia austriaca (Herbst, 1783)
(Coleoptera: Scarabaeidae) (ALVES, 1998b).

2.3 Aspectos gerais sobre controle biolégico com entomopatogenos

A maioria dos géneros de fungos entomopatogénicos ocorre no Brasil, sendo que mais
de 20 incidem sobre pragas de importancia econémica (ALVES, 1998a). Os fungos também
foram os primeiros patdgenos de insetos a serem relatados e vém sendo estudados ha vérios
anos no pais. Os géneros Metarhizium e Beauveria sao 0s mais estudados e utilizados devido
ao amplo espectro de hospedeiros e facilidade de producdo em laboratério (ALMEIDA,;
MACHADO, 2006).

O controle bioldgico de pragas através da utilizacdo de fungos entomopatogénicos é
uma opgao que apresenta potencial de utilizagdo sobre diversas espécies. Existem importantes
projetos de controle de pragas no Brasil envolvendo esses entomopatégenos, como por
exemplo: Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae), Mahanarva
posticata (Stal, 1855) (Hemiptera: Cercopidae), M. fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera:
Cercopidae), Zulia entrerriana (Berg, 1879) (Hemiptera: Cercopidae), R. palmarum,
Cornitermes cumulans (Kollar, 1832) (Isoptera: Termitidae), Schistocerca pallens (Thunberg,
1815) (Orthoptera: Acrididae), Stiphra robusta (Mello-Leitdo, 1939) (Orthoptera:
proscopiidae), Rhammatocerus schistocercoides (Rehn, 1906) (Orthoptera: Acrididae),
Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera: Curculionidae), Metamasius hemipterus
(Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Curculionidae), Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae) (NEVES; HIROSE, 2005; ALVES et al., 2008).


http://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Wilhelm_von_N%C3%A4geli
http://www.invasive.org/browse/subinfo.cfm?sub=9234
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O fungo B. bassiana, de ampla distribuicdo geogréfica, pode ser facilmente produzido
a um custo relativamente baixo, além de minimizar o impacto provocado pelos inseticidas
convencionais. Considerando a variabilidade genética existente na espécie B. bassiana e suas
implicacbes na viruléncia e adaptacdo as condicdes climaticas, a selecdo de cepas €
fundamental em estudos de controle bioldgico de pragas com entomopatégenos (FANCELLI
et al., 2004). Esse fungo é utilizado em escala comercial na producédo de inseticidas biol6gicos
em paises como Estados Unidos e México (FARIA; MAGALHAES, 2001; DALZOTO;
UHRY, 2009). No mundo, sdo encontrados diversos produtos comerciais para controle
bioldgico contendo B. bassiana como ingrediente ativo (BUTT; WALDEN, 2000).

O fungo B. bassiana pertence a classe de fungos entomopatogénicos Deuteromicetos
(fungos imperfeitos), apresentando um modo de crescimento dimorfico. Na auséncia de
insetos hospedeiros, passa por um ciclo vegetativo assexuado que inclui germinacéo,
crescimento filamentoso e formagdo de conidio. Quando na presenca do hospedeiro, passa
para o ciclo patogénico (RIBA; SILVY, 1989; BOVI, 2012). A maioria dos fungos penetram
nos insetos, principalmente, por contato e ingestdo (LEITE et al., 2003; LOUREIRO et al.,
2005).

Fungos do género Trichoderma Persoon, pertencentes a classe dos Deuteromicetos,
séo bastante utilizados no controle de doencas de plantas. Compreendem fungos de vida livre,
que se reproduzem assexuadamente, presentes com mais frequéncia em solos de regides de
clima temperado e tropical (MACHADO et al., 2012; DIAS; BERBARA; FERNANDES,
2013).

Segundo Saito et al. (2009); Menezes et al. (2010), Trichoderma spp. é um
microrganismo que apresenta uma importante funcdo ecoldgica, pois participa da
decomposi¢do e mineraliza¢do dos residuos vegetais, contribuindo com a disponibilizacéo de
nutrientes para as plantas. Também € considerado um biofungicida natural, que reduz em até
100% as chances de qualquer fungo atingir a cultura. O Trichoderma spp. € um fungo de
crescimento rapido, dai a grande vantagem de utilizacdo como agente de biocontrole em larga
escala. De acordo com Santos (2010), além da capacidade adaptativa elevada, apresentam
também grande potencial de disperséo.

Os fungos do género Trichoderma consomem outros fungos, matéria organica, insetos
e alguns nutrientes que sdo secretados pelas raizes. O principal mecanismo de acdo desse
fungo é o micoparasitismo. O Trichoderma envolve o fungo a ser atacado, penetrando nas
células e causando danos, como: alteracbes da parede celular, retracdo da parede da

membrana plasmatica e desordem no citoplasma. Quando o fungo é aplicado ao solo, é
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alimentado pelos exsudatos das raizes, entrando em simbiose com as mesmas, as quais Sao
protegidas pelo fungo. A espécie T. harzianum Rifai atua como uma barreira que impede a
entrada de patogenos a raiz, podendo, também, ser entomopatogénico. Geralmente, seu modo
de entrada é por penetracdo na cuticula do inseto por uma combinacdo de degradacdo
enzimética, principalmente pelas enzimas protease e quitinase, e pressdo mecanica pela
producdo do haustorio (SHAKERI; FOSTER, 2007).

De acordo com Alves (1998b), a utilizacdo de patdgenos para o controle de insetos
apresenta varias vantagens, tais como: especificidade e seletividade, preservando os inimigos
naturais; além da mortalidade direta dos insetos, podem afetar as geracBes seguintes,
diminuindo a oviposicao, viabilidade dos ovos e aumentando a susceptibilidade dos insetos a
outros métodos de controle bioldgico; controle mais duradouro; podem ser empregados
juntamente com inseticidas menos agressivos ao meio ambiente; os insetos dificilmente se
tornam resistentes aos patdgenos devido as aplicagbes corretas nas culturas; podem se
multiplicar e se dispersar no ambiente afetando insetos ndo atingidos diretamente pela
aplicacdo; ndo poluem o ambiente e ndo sdo toxicos a0 homem e animais; entre outras.
Entretanto, como desvantagens, tém uma acdo mais lenta; necessitam de condi¢des ambientais
favoraveis para serem eficientes; a especificidade de alguns patégenos pode ser considerada
uma desvantagem; cuidados no armazenamento, de modo que mantenha a viabilidade e
patogenicidade do fungo; e risco de contaminagdo do material biolégico.

O modo de acdo dos fungos entomopatogénicos inicia-se com a adesdo ao tegumento e
a germinacdo dos conidios sobre o inseto. Logo apds, da-se inicio a penetracao, a partir da
combinacdo de pressdo e degradacdo enzimaética, atravessando a cuticula do inseto.
Posteriormente, ocorre a multiplicacdo do fungo na hemolinfa e a producdo de toxinas. A
seguir ocorre a morte do inseto e o fungo coloniza todo o interior do hospedeiro.
Posteriormente, o micélio migra para o exterior do corpo do inseto, passando através do
tegumento, esporula sobre a superficie do inseto e, finalmente os propagulos séo
disseminados no ambiente (MOUATCHO, 2010) (Figura 2).

Pesquisas tém demonstrado que B. bassiana é capaz de infectar insetos em diferentes
estagios de desenvolvimento, causando elevados indices de mortalidade, podendo chegar a
100% em condicdes de laboratorio (ALVES, 1998a; ROHDE et al., 2006; RONDELLI et al.,
2012).
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Figura 2 - Processo de infeccdo de um fungo entomopatogénico.
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34
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Fonte: Clarkson; Charnley (1996).

Estudando isolados de B. bassiana, Figuéiredo et al. (2002), demonstraram
patogenicidade para a fase larval da broca-gigante Telchin licus licus (Drury, 1770)
(Lepidoptera: Castniidae).

Alves et al. (2008) relataram que a broca-comum Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Crambidae) é susceptivel ao fungo B. bassiana, o qual ocorre
naturalmente infectando cerca de 10% das lagartas, nas condicdes da regido Nordeste do
Brasil.

Almeida et al. (2009) avaliaram isolados de B. bassiana sobre adultos do moleque-da-
bananeira C. sordidus e constataram que os isolados IBCB 74, IBCB 87 e IBCB 146,
apresentam potencial para o controle microbiano dessa praga. Do mesmo modo, Correa-
Cuadros; Rodriguez-Bocanegra; Saenz-Aponte (2014) observaram a susceptibilidade de
Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) a varios isolados do fungo B. bassiana
em laboratorio.

Martins; Maruyama; Marugana (2007), selecionando isolados de B. bassiana,
constataram que esse fungo é patogénico para Alabama argillacea (Hubner, 1823)
(Lepidoptera: Noctuidae).
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A alta capacidade de dissemina¢do dos propagulos dos entomopatdgenos é uma
caracteristica favoravel a ocorréncia de doencas nas populagdes de insetos, denominada
epizootia. O desenvolvimento de epizootias esta relacionado com a dindmica da populacao de
insetos, o numero de conidios fungicos e sua viabilidade, a eficiéncia de infeccdo e
desenvolvimento do microrganismo (MEYLING; EILENBERG, 2007). A capacidade de
sobrevivéncia dos propagulos no ambiente é variavel nos diferentes grupos e até mesmo entre
as racas, permanecendo no ambiente através de insetos mortos (FANCELLI et al., 2004). Os
fungos entomopatogénicos ocorrem naturalmente no ambiente, sendo a temperatura ideal
entre 20°C e 30°C, e necessitam de alta umidade para 0s esporos germinarem e penetrarem
através da cuticula do inseto. A sobrevivéncia dos esporos pode ser reduzida em condicdes de
campo apos exposicao a radiacdes solares (TANG; HOU, 2001).

A tomada de decisdo da melhor estratégia de controle baseia-se na integracdo entre as
taticas existentes. Estas podem ser adotadas para potencializar a ocorréncia natural, introduzir
e conservar o inoculo dos patégenos em uma determinada area ou mesmo promover um efeito
sinérgico (ROSSI-ZALAF et al., 2008). Uma estratégia utilizada no controle de pragas,
especialmente de coleOpteros, é a associacdo de fungos entomopatogénicos com atrativos
alimentares (iscas atrativas) juntamente com o uso de feromonios. Os insetos contaminados
tém grande capacidade de voo, e podem contribuir para a disseminagdo da doenga no campo.
Esse método é bastante utilizado para o controle de R. palmarum, M. hemipterus e C.
sordidus (BORGES; SOUZA, 2004; ALVES et al., 2008), porém € necessario 0
aperfeicoamento desse método, através da selecdo de isolados fungicos mais virulentos, para

garantir maior eficiéncia no MIP.

2.4 Aspectos gerais sobre nutrigdo de insetos e dietas artificiais

2.4.1 Necessidades nutricionais dos insetos

A nutricdo de insetos adquire importancia em virtude da necessidade crescente de sua
producdo massal visando a resolucdo de problemas relacionados a entomologia basica e
aplicada (FONSECA et al., 2005).

A maioria dos insetos tem exigéncias nutricionais qualitativas semelhantes, uma vez
que a composicdo quimica dos tecidos e processos metabdlicos basicos sdo geralmente
similares. Porém, grandes variaches nestas exigéncias podem ocorrer e elas refletem

diferencas no metabolismo, ou s&o resultantes de reservas acumuladas num estagio anterior de
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desenvolvimento, ou da capacidade do inseto associar-se a microrganismos para sintetizar
certos nutrientes (PARRA, 2009). Segundo Panizzi; Parra (2009), os seres vivos, geralmente,
sdo um reflexo daquilo que consomem e, no caso dos insetos, muitos aspectos da sua biologia
estdo inseridos dentro de um contexto nutricional.

Hagen (1976) discute o papel da nutricdo no manejo de insetos e salienta que aspectos
vitais como crescimento, metamorfose, reproducéo, localizacdo e selecdo do hospedeiro, bem
como defesa, sdo influenciados por fatores nutricionais.

Os insetos tém como exigéncias nutricionais basicas: aminoacidos, vitaminas e sais
minerais (nutrientes essenciais) e carboidratos, lipidios e esterdis (nutrientes nao-essenciais).
Uma dieta artificial corretamente formulada possui propriedades fisicas e produtos quimicos
que estimulam e mantém a alimentacdo, com nutrientes (essenciais e nao-essenciais) em
proporcOes balanceadas para produzir étimo crescimento e desenvolvimento, e deve ser livre
de microrganismos contaminantes (PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2009).

2.4.2 Criacdo de insetos em dietas artificiais

De acordo com Parra et al. (2002), existem trés formas de se obter insetos: 1)
coletando popula¢des no campo; 2) mantendo, em laboratério, populacbes em hospedeiros
naturais; e 3) mantendo, em laboratério, popula¢es em dietas artificiais.

Uma dieta artificial adequada é aquela que: propicia alta viabilidade larval; produz
insetos com duracdo da fase larval igual a da natureza; origina adultos com alta capacidade
reprodutiva; é indicada para mais de uma espécie de insetos; contenha na sua composi¢do
ingrediente de baixo custo e facilmente adquiridos; apresente uma viabilidade total superior a
75%; e mantenha a qualidade do inseto ao longo das geragdes (PARRA, 2009). A viabilizacdo
da criacdo com dieta artificial de baixo custo, que possa suprir as necessidades fisioldgicas
dos insetos, permitird uma técnica com melhor relacdo custo-beneficio (PASINI; PARRA;
LOPES, 2007).

Bueno (2000); Trivellato (2010) enfatizam que um dos problemas frequentemente
encontrados em criagbes de insetos é a ocorréncia de patdgenos ou contaminantes
microbianos, levando a uma alta mortalidade, desenvolvimento prolongado, adultos de
tamanho pequenos, amplas flutuacdes na qualidade dos insetos e efeitos patoldgicos diretos.
O contaminante microbiano mais comumente encontrado em criagdes de insetos sdo 0s

fungos, seguidos por bactérias, virus, protozoarios e nematoides. Os insetos coletados no
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campo para iniciar uma colénia no laboratorio e os ingredientes da dieta sdo as principais
fontes de contaminantes microbianos.

A criacdo de insetos em laboratério tem se mostrado importante para diferentes
finalidades, tais como: estudos de resisténcia de plantas a insetos; bioensaios com inseticidas;
producdo de inimigos naturais; estudos de biologia e de exigéncias nutricionais; producdo de
insetos estéreis; testes com feroménio e outros semioquimicos; entre outros (PARRA, 1999).

Parra (1998) distingue trés categorias de criacdes de insetos em laboratorio: 1) criacdo
em pequena escala para pesquisas basicas ou para objetivos genéricos; 2) criacdo de medio
porte; e 3) criacdo massal, geralmente envolvendo operacfes semelhantes a uma fabrica,
servindo de suporte a programas de controle de pragas.

Embora seja possivel manter os insetos em alimento natural, € exigida elevada méo-
de-obra para manipulacdo das espécies vegetais utilizadas na alimentacdo dos insetos. Uma
alternativa é a utilizacdo de dietas artificiais, que além de proporcionar a manutenc¢do continua
dos insetos em laboratdrio, permitem diminuir a médo-de-obra nas criagbes (SINGH, 1983).
Entretanto, é necessario 0 constante aperfeicoamento das técnicas de criacdo, especialmente
das dietas artificiais, visando manter a qualidade bioldgica dos insetos ao longo das geracdes,
uma vez que a quantidade e a qualidade do alimento afetam a taxa de crescimento, o tempo de
desenvolvimento, o peso do corpo, a sobrevivéncia, influenciam a fecundidade, longevidade,
movimentacao e capacidade de competicdo de adultos (PANIZZI; PARRA, 2009).

Embora algumas dietas artificiais sejam satisfatérias para o crescimento do inseto, nas
mesmas podem faltar fagoestimulantes fisicos ou quimicos (compostos que liberam o
comportamento de alimentacdo e induzem os insetos a se alimentar, podendo ndo ser os
mesmos em cada estagio de desenvolvimento do inseto), ou mesmo caracteristicas fisicas ou
biolégicas que permitam o 6timo desenvolvimento do inseto, pois mesmo oferecendo ao
inseto uma dieta considerada adequada, 0 mesmo poderd ndo se desenvolver normalmente
(PARRA, 2009).

Waldbauer; Friedman (1991) salientam que €é necessario que um certo limite
energético seja atingido para que esses processos ocorram normalmente, pois formas jovens
alimentadas de forma inadequada, formardo pupas e adultos de ma qualidade, geralmente sem

condigdes de competir no meio ambiente.



30

2.4.3 Composicéo das dietas artificiais

Segundo Cohen (2004); Parra (2009), as exigéncias nutricionais dos insetos sao
determinadas em estudos com dietas artificiais, e a funcdo de alguns nutrientes serdo definidas

a sequir:

e Amino&cidos

Sdo exigidos para producdo de proteinas estruturais e enzimas. Estdo normalmente
presentes na dieta como proteinas, pois estas sdo formadas por ligagbes de aminoacidos
(ligacbes peptidicas). Proteinas ou aminoacidos sdo sempre essenciais a dieta de insetos em
desenvolvimento e séo exigidos em altas concentra¢es para um crescimento 6timo.

Para o crescimento e desenvolvimento, os insetos necessitam, no minimo, dos 10
aminoéacidos essenciais (arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina), sendo os demais sintetizados a partir deles. Os 10 aminoacidos
essenciais sdo também exigidos por insetos adultos para a producdo de ovos. No entanto,
varias espécies podem obté-los da alimentacdo larval e os adultos ndo precisam ingeri-los.

e Vitaminas

Sé&o substancias organicas exigidas em pequenas quantidades que atuam nos processos
metabolicos, fornecendo componentes estruturais das enzimas. As vitaminas hidrossollveis
(vitaminas do complexo B) s@o essenciais para a maioria dos insetos. Assim, tiamina,
riboflavina, acido nicotinico, piridoxina e acido pantoténico sdo essenciais para diversos
insetos, enquanto biotina e acido folico sdo essenciais somente para um ndmero menor de
insetos.

A colina, apesar de apresentar funcao diferente em relacdo as vitaminas do complexo

B, é exigida em doses mais elevadas que as vitaminas tipicas e é essencial a todos 0s insetos.

e Sais minerais
Sdo importantes para o balanceamento iénico e a permeabilidade da membrana dos
insetos, muitas vezes, atuando como ativadores enzimaticos. Sabe-se que 0s insetos
necessitam para crescimento e desenvolvimento de quantidades elevadas de potassio, fosfato
e magnésio, e quantias menores de célcio, sodio e cloro. Entretanto, é dificil determinar as

guantidades que o0s insetos necessitam destes Gltimos sais, pois, como as exigéncias sao
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pequenas, muitas vezes elas séo fornecidas por meio de impurezas de outros componentes da

dieta.

e Carboidratos
Sé&o a principal fonte de energia dos insetos. Podem ser convertidos em gorduras para
armazenamento e contribuir para a producdo de aminoacidos. Sendo assim, os carboidratos, as
gorduras e proteinas sdo envolvidos em ciclos de reacdes produtoras de energia. Geralmente,
0s insetos exigem elevadas quantidades de carboidratos em suas dietas.

o Esterois
Sé&o essenciais para quase todos os insetos e tem como fungdes: promover a ovogénese
e o crescimento larval, ser responsavel pela esclerotizacdo da cuticula, desempenhar papel

metabdlico e anti-infeccioso, e ser precursor de hormonios esteroides.

e Acidos nucleicos
Esses acidos ou os seus componentes (nucleotideos, nucleosideos e bases) formam
outra categoria de fatores de crescimento sollveis em agua e gque S30 necessarios para
construcdo do é&cido ribonucleico (RNA) e do é&cido desoxirribonucleico (DNA). O
desenvolvimento larval de alguns insetos em dietas sem acido nucleico ocorre de maneira
muito lenta. Porém, se for adicionado RNA (ou adenina) a dieta, o seu desenvolvimento se
darad mais rapidamente (PARRA, 2009).

e Agua
Os insetos exigem agua e a maioria dos insetos terrestres contém pelo menos 70% de
agua. Muitos insetos exigem altas umidades no alimento; a agua dilui os nutrientes e faz com

gue eles sejam mais consumidos.

e Lipidios
As gorduras sdo a principal forma na qual a energia € armazenada. Os insetos utilizam
lipidios e podem sintetiz&-los a partir de proteinas e carboidratos. S&o ésteres de um ou mais
acidos graxos e glicerol, os quais sdo formados a partir de uma hidrolise enzimatica no trato

digestivo dos insetos.
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Constituem estruturas celulares, atuam como hormdénios e formam importantes
reservas energéticas que sdo fundamentais em algumas situacdes de grande demanda

metabolica, tais como o0 voo e a producédo de ovos (ARRESE et al., 2001).
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3ASPECTOS BIOLOGICOS DE Rhynchophorus palmarum (LINNAEUS, 1758)
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) EM DIETAS ARTIFICIAIS

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de duas dietas artificiais sobre os
aspectos bioldgicos qualitativos e quantitativos de Rhynchophorus palmarum (Linnaeus,
1758) (Coleoptera: Curculionidae). Na fase de ovo, foi determinado o periodo de incubacéo
(dias) e a fertilidade (%). Para a fase larval foi calculada a viabilidade total e a viabilidade por
instar (%), duracdo dos instares larvais e a duragdo total do periodo larval (dias), a largura da
capsula cefélica (mm) e o peso (g) das larvas nas duas dietas (A e B). Péde-se determinar
também a duracdo das fases de pré-pupa e pupa (dias), bem como o peso (g), viabilidade (%)
e a ocorréncia de deformacdes (%) nas pupas. Apds a emergéncia dos adultos de R.
palmarum, foi realizada a sexagem e observada a razdo sexual, a presenca de adultos
defeituosos (%), o peso (g) e comprimento (mm) dos machos e fémeas das duas dietas
artificiais. Apos a formacgdo dos casais, foram determinados os periodos de pré-oviposicéo,
oviposicdo e pos-oviposicao (dias), fecundidade total e diaria, longevidade dos machos e das
fémeas (dias), e duragdo do ciclo bioldgico (dias). Foi calculada a absorb&ncia das amostras
dos adultos de R. palmarum provenientes das duas dietas artificiais. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e todas as variaveis das duas dietas artificiais foram
submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste t ao nivel de
5% de significancia. A dieta A proporcionou uma maior viabilidade de larvas e pupas de R.
palmarum. Para as dietas A e B, as larvas se desenvolveram em 142 dias e em 125 dias,
respectivamente, apresentando entre 11 e 13 instares, ndo diferindo entre si. A porcentagem
de pupas deformadas na dieta B foi maior em relacdo a dieta A. As fémeas da dieta A se
caracterizaram por apresentaram maior peso e comprimento, quando comparadas as fémeas
da dieta B. O periodo de oviposi¢do das fémeas provenientes da dieta A foi de 32,4 dias,
diferindo estatisticamente das fémeas da dieta B com 23,5 dias. O ciclo bioldgico (ovo a ovo)
na dieta A foi de 213,5 dias e na dieta B 194,3 dias, porém nao diferiram entre si. Em relacéo
ao teor de lipidios de R. palmarum, os machos adultos da dieta B apresentaram maiores
médias de absorbancia, enquanto as fémeas da dieta B apresentaram valores menores.

Palavras-chave: Insecta. Broca-do-olho-do-coqueiro. Biologia. Metabolismo de lipidios.



42

BIOLOGICAL ASPECTS OF Rhynchophorus palmarum (LINNAEUS, 1758)
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) IN ARTIFICIAL DIETS

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the influence of two artificial diets on the qualitative and
quantitative biological aspects of Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Curculionidae). At the egg stage, it was determined the incubation period (days) and fertility
(%). For the larval stage was calculated total viability and the viability for instar (%), duration
of larval instars and the total duration of the larval period (days), the width of the head
capsule (mm) and weight (g) of the larvae in two diets (A and B). One can also determine the
duration of the phases of pre-pupae and pupae (day), weight (g), viability (%) and the
occurrence of deformation (%) in the pupa. After the emergence of adult R. palmarum, sexing
was performed and observed sex ratio, the presence of defective adults (%), weight (g) and
length (mm) of males and females of two artificial diets. After the formation of the couples
were certain periods of pre-oviposition, oviposition and post-oviposition (days), total and
daily fertility, longevity of males and females (days), and duration of the cycle (days). The
absorbance of samples was calculated from adult R. palmarum from the two artificial diets.
The experimental design was completely randomized and all variables of the two artificial
diets were submitted to analysis of variance (ANOVA) and means compared by t-test at 5%
significance level. The diet A promoted a more viable larvae and pupae of R. palmarum. For
diets A and B, the larvae developed in 142 days and 125 days, respectively, between 11 and
13 instars, with no difference between them. The percentage of deformed pupae in the diet B
was higher in relation to diet A. The females of diet A were characterized by had higher
weight and length when compared to diet B. The period oviposition of females from the diet
A was 32.4 days differing significantly from the female of diet B with 23.5 days. The life
cycle (egg to egg) in the diet A was 213.5 days and 194.3 days in the diet B, with no
difference between them. Regarding the lipid content of R. palmarum, the adult male diet B
have the highest mean absorbance, while females diet B showed lower values.

Keywords: Insect. Giant palm weevil. Biology. Metabolism of lipids.
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3.1 INTRODUCAO

Dentre os problemas que causam prejuizos a cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.),
a coleobroca Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Curculionidae),
popularmente conhecida como broca-do-olho-do-coqueiro, é uma das mais importantes
pragas (ALDANA DE LA TORRE; ALDANA DE LA TORRE; MOYA, 2011).

Esse inseto é responsavel por causar danos diretos, decorrentes da alimentacdo das
larvas, e danos indiretos ocasionados, principalmente, pelos insetos adultos. A atividade das
larvas da broca-do-olho-do-coqueiro € intensa durante a fase produtiva da planta. As larvas
atacam o broto apical (palmito) e permanecem no interior das inumeras galerias que
constroem no estipe, ocasionando a morte da planta (CYSNE et al., 2013)

No estagio adulto, o macho libera uma substancia que atrai ambos 0s sexos,
geralmente para a fonte de alimento. Uma vez que 0s insetos se encontram no mesmo
ambiente, ocorre também a copula. As fémeas fazem posturas em ferimentos recém-abertos
na planta, reiniciando todo o ciclo de vida de R. palmarum (FERREIRA, 2007/2008). Além
dos prejuizos decorrentes da alimentacdo, este inseto é o principal transmissor do nematoide
Bursaphelenchus cocophilus (Cobb), agente causal da doenca conhecida como “anel-
vermelho”, que por sua vez é letal para o coqueiro e outras palmeiras, podendo ser detectada
pelo amarelecimento das folhas mais novas (MAGALHAES; MORAES NETO; MIGUENS,
2008; AMBROGI et al., 2009; MOURA et al., 2013).

Apesar da elevada importancia econdémica de R. palmarum, estudos relacionados sobre
sua biologia, comportamento e controle merecem um aperfeicoamento. De modo a contribuir
para 0 manejo adequado de uma praga, a criacdo de insetos em laboratorio é indispensavel,
sendo necessario o conhecimento de uma técnica de criagcdo que permita manter e multiplicar
insetos compardveis aos da natureza. A observagdo dos parametros biologicos é importante
para avaliar a qualidade dos insetos criados em condicOes de laboratorio, ou seja, € de extrema
importancia conhecer a preferéncia e os habitos alimentares, assim como as necessidades
nutricionais e suas consequéncias no desenvolvimento dos insetos.

Segundo Panizzi; Parra (2009), os seres vivos, geralmente, sdo um reflexo daquilo que
consomem e no caso dos insetos, muitos aspectos da sua biologia, estdo inseridos dentro de
um contexto nutricional. Desse modo, para se estabelecer uma criacdo massal de insetos em
laboratorio, € imprescindivel a utilizacdo de dietas artificiais adequadas, pois, estas

possibilitam a manutencdo continua de populacdes de insetos.
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Conforme Leppla; Ashley (1989), os pardmetros bioldgicos mais empregados para
determinar a qualidade de uma dieta sdo: a viabilidade das fases imaturas, as deformacoes
morfologicas, a razdo sexual, a fertilidade, a fecundidade e a longevidade dos insetos.

De acordo com Parra; Panizzi; Haddad (2009), os insetos tém como exigéncias
nutricionais basicas: aminoacidos, vitaminas e sais minerais (nutrientes essenciais) e
carboidratos, lipidios e ester6is (nutrientes nao-essenciais), 0s quais devem ser
adequadamente balanceados, principalmente na relacdo proteinas:carboidratos.

Segundo Santana et al. (2014), a gordura dos insetos € normalmente sintetizada a
partir de carboidratos presentes na dieta e, geralmente, armazenada na forma de triglicerideos.
Dessa forma, torna-se relevante investigar alguns aspectos do acumulo de reservas energéticas
por insetos visando determinar a qualidade da dieta, & producdo em larga escala e a
viabilidade para o desenvolvimento de bioensaios em laboratorio.

Na literatura ha uma deficiéncia acerca da absorcdo de lipidios por adultos de R.
palmarum. Essas informagdes seriam de grande interesse para o entendimento béasico da
biologia desse inseto, visto que, conforme Ziegler; Van Antwerpen (2006), os lipidios sdo a
principal fonte de energia para o desenvolvimento dos ovos dos insetos. Nas fases que
procedem a incubacdo, os teores de lipidios aumentam, principalmente durante os estagios
larvais devido ao aumento na absorcao dos nutrientes, podendo diminuir durante o periodo de
pré-pupa (LAUGHLIN, 1956; BABCOCK; RUTSCHKY, 1961).

Dessa maneira, o presente estudo teve como objetivos avaliar a influéncia de duas

dietas artificiais sobre 0s aspectos bioldgicos qualitativos e quantitativos de R. palmarum.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local e instalacdes

Os trabalhos foram realizados no Laboratorio de Ecologia e Comportamento de
Insetos (LECOM) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e desenvolvidos sob
condigdes ambientais a temperatura de 27 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de
12 horas.

3.2.2 Preparo das dietas

e Fase larval
As larvas foram criadas em dois tipos de dietas artificiais, conforme a Tabela 1. A dieta A
foi adaptada por Negrisoli Junior et al. (2011), modificada de Sanchez et al. (1993). A dieta B

foi uma alteracdo da dieta adaptada por Negrisoli Junior et al. (2011).

Tabela 1 - Composicdo das dietas artificiais para criacdo de Rhynchophorus palmarum em laboratério. Dieta A:
adaptada por Negrisoli Junior et al. (2011), modificada de Sa&nchez et al. (1993); e dieta B:
modificada de Negrisoli Junior et al. (2011).

Ingredientes Dieta A Dieta B (modificada)
Acido propiénicot 0,75 mL 0,75 mL
Acucar refinado 119 119
Agar-agar! 20 g 20 g
Agua destilada 200 mL 200 mL
Aveia em flocos 349 -
Gérmen de trigo - 344
Farinha de milho fina (fuba) 659 659
Fibra de cana-de-agtcar 52 ¢ 529
Oleo de coco 45 gotas ou 2,0 mL 45 gotas ou 2,0 mL
Solugdo vitaminical? 20 mL -

!Ingredientes adicionados aos demais apés a dieta esfriar;

2Componentes da solugdo vitaminica: acido félico 0,25 mg, biotina 0,02 mg, inositol 20,0 mg, niacinamida 1,0
mg, pantotenato de célcio 1,0 mg, piridoxina 0,25 mg, riboflavina 0,5 mg, tiamina 0,25 mg e vitamina B12 0,002
mg. Todos os componentes podem ser facilmente encontrados no mercado nacional sendo que a vitamina B12 ¢é
comercializada na forma liquida e os demais componentes na forma sélida. Para obtengdo da solugdo, todos os
componentes foram misturados em 1,0 L de agua destilada e armazenados sob refrigeragéao.
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Inicialmente, para o preparo das dietas para as larvas, 52 g de um tolete de cana-de-
acucar, descascado, foi pesado em balanca analitica. A fibra da cana-de-acucar foi obtida
batendo-se o tolete, sem a casca, no liquidificador com 100 mL de &gua destilada, a qual foi
colocada em uma panela, juntamente com os demais ingredientes (Tabela 1), com excec¢éo do
agar (que foi dissolvido em 100 mL de &gua destilada em fogo brando, em torno de 96°C), da
solucdo vitaminica e do &cido propidnico. A mistura foi levada ao fogo até a obtencdo do
ponto de massa homogénea, quando foi acrescentado o agar previamente dissolvido, até total
homogeneizacdo. Quando a dieta estava morna (em torno de 45°C), acrescentou-se a solucéo
vitaminica e o acido propionico, e apés o esfriamento, quando adquiriu uma consisténcia
pastosa, foi colocada em um recipiente com tampa e mantida em geladeira (12°C) por, no

mMAaximo, uma semana.

e Fase adulta
Os adultos foram alimentados com pequenos toletes de cana-de-agucar tratados com a
dieta liquida, desenvolvida por Negrisoli Junior et al. (2011) (Tabela 2). A dieta foi preparada
a frio misturando-se os ingredientes constantes da Tabela 2 e foi armazenada por alguns dias
em geladeira, para uso posterior. No entanto, como ndo levou conservantes, o tempo de
armazenamento foi de, no méximo, cinco dias.

Tabela 2 - Composicdo da dieta liquida para adultos de Rhynchophorus palmarum desenvolvida por Negrisoli
Junior et al. (2011).

Ingredientes Quantidade
Agua destilada 1L
Levedo de cerveja 309
Melago de cana-de-agUcar 10 mL
Solucgdo vitaminical 10 mL

1Componentes da solugdo vitaminica: acido félico 0,25 mg, biotina 0,02 mg, inositol 20,0 mg, niacinamida 1,0
mg, pantotenato de célcio 1,0 mg, piridoxina 0,25 mg, riboflavina 0,5 mg, tiamina 0,25 mg e vitamina B12 0,002
mg. Todos os componentes podem ser facilmente encontrados no mercado nacional sendo que a vitamina B12 é
comercializada na forma liquida e os demais componentes na forma sélida. Para obtencdo da solugdo, todos os
componentes foram misturados em 1,0 L de agua destilada e armazenados sob refrigeracéo.
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3.2.3 Criacao de Rhynchophorus palmarum em dietas artificiais

Insetos adultos provenientes de plantio comercial de coqueiros da variedade gigante
do municipio de Feliz Deserto, localizado no litoral Sul do Estado de Alagoas a 10°17°31” de
latitude Sul e 36°18°21*’ de longitude Oeste, coletados através de armadilhas tipo “milkan”,
com capacidade de 5 L, contendo secBes de colmos de cana-de-agUcar (Saccharum
officinarum L.) medindo cerca de 10 cm de comprimento, juntamente com o feroménio
Rincoforol®, foram levados ao LECOM.

Os insetos coletados foram mantidos em gaiolas de madeira, medindo (30 cm de
comprimento x 30 cm de largura x 30 cm de altura), contendo toletes de cana-de-agUcar
previamente lavados com agua corrente, secos em temperatura ambiente (27 + 2°C) e
cortados longitudinalmente, os quais serviam como substrato alimentar e local de oviposicéo.
Diariamente, esses toletes foram substituidos para que fosse realizada a coleta dos ovos
depositados dentro do substrato alimentar, com o auxilio de uma faca.

Apds a coleta, os ovos foram transferidos, individualmente, para placas de Petri (3 cm
de didametro x 1 cm de altura) forradas com papel filtro umedecido com agua destilada para
evitar sua desidratacdo (Figura 3), realizando-se, a partir desse momento, a criagdo em

laboratorio.

Figura 3 - Ovo de Rhynchophorus palmarum coletado do tolete de cana-de-agucar (A); e ovo individualizado na
placa de Petri forrada com papel filtro umedecido com agua destilada (B).

Foto: Autora (2013).

As larvas recém-eclodidas foram retiradas da placa de Petri, com auxilio de um pincel
n° 000, e individualizadas em recipientes plasticos com capacidade de 100 mL devidamente
tampados e contendo, aproximadamente, 1 g da dieta artificial. Para essa fase, foram
individualizadas 150 larvas para cada tipo de dieta.
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As dietas foram trocadas a cada dois dias para evitar contaminagdo. Conforme as
larvas aumentavam de tamanho, a quantidade de dieta oferecida também aumentava (3 g de
dieta artificial), sendo transferidas para recipientes plasticos com capacidade de 500 mL, onde
as larvas permaneceram até o final do seu desenvolvimento.

A partir do 5° instar, dois dias ap6s a troca da capsula cefélica, 30 larvas alimentadas
com as diferentes dietas (A e B) foram pesadas até o final desse estagio.

Nas duas dietas, a medicdo da capsula cefélica de 30 larvas foi realizada durante todos
0s instares com o auxilio de um paquimetro digital.

A partir do 10° instar, o substrato alimentar foi modificado. As larvas passaram a se
alimentar de pequenos toletes de cana-de-aglUcar, permanecendo nos recipientes plasticos,
com capacidade de 500 mL, juntamente com fibra de coco para auxiliar as larvas na formacao
do casulo para posterior pupacdo (Figura 4).

Os parametros bioldgicos avaliados na fase larval foram: peso das larvas (g), largura
da capsula cefalica (mm), duracdo dos instares larvais e duracéo total do periodo larval (dias),

viabilidade por instar e viabilidade total (%).

Figura 4 - Mudanca do substrato alimentar de Rhynchophorus palmarum a partir do 10° instar: (A) Larva se
alimentando no interior da cana-de-aglcar; (B) Larva habitando o interior do colmo da cana-de-
acucar juntamente com a fibra de coco; e (C) Formagéo do casulo.

Foto: Autora (2013).

Assim que constatado o inicio da fase de pré-pupa, o inseto foi retirado do recipiente
de alimentacdo e colocado em recipiente plastico, com capacidade de 100 mL, forrado com
papel filtro umedecido com agua destilada. Os recipientes foram cobertos com papel aluminio
para simular um ambiente escuro no qual as pupas ficam protegidas dentro do casulo. As
pupas de R. palmarum foram examinadas diariamente para que seu desenvolvimento fosse
acompanhado, observando-se os periodos de pré-pupa e de pupa e a emergéncia do adulto
(Figura 5).
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Para a determinacdo do peso médio na fase de pupa (g), foram pesadas,
individualmente, 30 pupas origindrias de cada dieta 48 horas apds a transformacéo,
utilizando-se uma balanca analitica.

Foi avaliada a porcentagem de pupas deformadas por ocasido do efeito das dietas. A
viabilidade das pupas (%) foi determinada com base na diferenca entre a quantidade de pupas

obtidas e a quantidade de adultos que emergiram.

Figura 5 - Fases de pré-pupa (A), pupas (B e C) e inicio da fase adulta (D) de Rhynchophorus palmarum. (Temp.
27 £2°C, UR 70 = 10%).

Foto: Autora (2013).

Somente na fase adulta foi realizada a sexagem para obtencdo da razdo sexual da
espécie. O dimorfismo sexual foi determinado através da observacdo direta ou em
microscopio estereoscdpico (no caso de individuos de tamanho pequeno) da presenca de pelos
no rostro dos individuos machos, e da auséncia dos pelos no rostro das fémeas. A razao sexual
foi calculada pela divisdo do numero de fémeas pelo total de individuos (machos + fémeas)
(SILVEIRA-NETO et al., 1976). Ainda nessa fase, foi observada porcentagem de insetos
deformados.

Os insetos adultos provenientes das duas dietas artificiais (A e B), 72 horas apés a sua
emergéncia, foram pesados (g) e mensurados (mm), individualmente. Para isso, foram
selecionados 15 insetos machos e 15 fémeas de cada tratamento, pesados em balanga analitica

e mensurados com paquimetro digital.
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Apos a realizagdo da sexagem, 10 casais de insetos originarios de cada dieta foram
individualizados em recipientes plasticos com capacidade de 500 mL. Nessa fase foram
observadas as seguintes variaveis: periodos de pré-oviposi¢do, oviposicdo e pds-oviposicdo
(dias), fecundidade diaria e total, e longevidade das fémeas e dos machos (dias).

Apos a formagdo dos casais e do periodo de oviposi¢do, 500 ovos postos por fémeas
provenientes de cada dieta artificial foram observados diariamente para verificar a duracéo do
ciclo biologico (ovo a ovo) (dias), o periodo médio de incubacéo (dias) e a fertilidade (%),
sendo esta Gltima determinada pelo percentual de ecloséo das larvas.

Por se tratar de um inseto que oviposita no interior do substrato alimentar, os toletes de
cana-de-acucar foram abertos diariamente, com o auxilio de uma faca, para a coleta dos ovos
e, em seguida, substituidos por outros toletes.

Todos os parametros biologicos observados nas fases de ovo, larva, pupa e adulto dos
insetos alimentados nas duas dietas artificiais foram submetidos & andlise de varidncia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste t ao nivel de 5% de significancia por meio do
programa estatistico Assistat versdo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2014).

3.2.4 Teor de lipidios dos adultos de Rhynchophorus palmarum

Apbs completar o ciclo de vida, oito insetos adultos mortos (machos e fémeas)
provenientes de cada dieta artificial foram analisados para verificar diferencas no acumulo de
lipidios.

Na avaliacdo do teor de lipidios, os adultos foram dissecados e 0s corpos gordurosos
retirados para analise (Figura 6A). Os tecidos foram homogeneizados em solugdo tampéo
contendo acetato de sédio 10 mM, pH 4,8.

A extracdo de lipidios em solugéo foi determinada pelo método de Bligh-Dyer (1959),
0 qual utiliza a mistura de trés solventes, cloroférmio-metanol-4gua. Para isso, 1 mL da
amostra foi macerado com cloroférmio (CHClI3) e metanol (MeOH) na proporgéo 1:2 (1,25
mL:2,5 mL) (Figura 6B), postos em tubos de ensaio e agitados em vortex, a fim de
homogeneizar a amostra, e colocados na ultrassom, durante dois minutos, para solubilizar o
lipidio no solvente. Em seguida, foi acrescentado 1,25 mL de CHCI3; no tubo de ensaio,
agitados em vortex e em seguida na ultrassom. Posteriormente, foi adicionado 1,25 mL de
agua destilada a amostra, sendo agitada em vortex.

Os pesos das amostras foram padronizados acrescentando-se AD e colocadas para

centrifugar a 1000 rpm durante cinco minutos a temperatura ambiente (25°C) para gerar um
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sistema de duas fases (aquosa superior e inferior orgéanico), e logo apds recuperando
aproximadamente 90% da fase organica com o auxilio da pipeta de Pasteur. Posteriormente,
as amostras permaneceram na camara de fluxo durante 48 horas para evaporar o solvente
(Figura 6C).

O ensaio com vanilina foi utilizado para medida de lipidios no corpo gorduroso
(WILLIAMS et al., 2011). A solucdo estoque foi constituida de 170 pL de &cido fosforico e
830 uL de vanilina, objetivando dar cor as amostras.

Para a quantificacdo dos lipidios totais, aos tubos com os tecidos homogeneizados
(amostras secas), foi adicionado 100 pL de &cido sulfurico e, em seguida, colocados em
“banho-maria” a 90°C por 20 min (Figura 6D). Logo apds, as amostras foram resfriadas até
atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 50 pL da solucdo estoque em
cada amostra e colocadas em microplaca para medir a absorbancia em 540 nm (Figuras 6E e
6F).

A absorbancia foi medida pelo equipamento Flexstation 3, através do programa
SoftMax Pro, seguindo o protocolo Endpont. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado e os dados submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo as médias da
absorbancia dos insetos submetidos as dietas A e B comparadas pelo teste t ao nivel de 5% de
significancia por meio do programa estatistico Assistat versdo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO,
2014).



52

Figura 6 - Etapas para a quantificacdo do teor de lipidios de adultos de Rhynchophorus palmarum: A — inseto
dissecado; B — amostra macerada para homogeneizagdo; C - amostras prontas para evaporacdo do
solvente; D - tubos de ensaio em “banho-maria”; E — amostras contendo a solugdo estoque; e F —
amostras colocadas em microplacas para medir a absorbéancia.

Foto: Autora (2014).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacdo, periodo de incubacdo e fertilidade dos ovos de Rhynchophorus

palmarum

Os ovos de R. palmarum apresentam formato oblongo, coloragcdo amarelo-claro

leitosa, com corion transparente e liso (Figura 7).

Figura 7 - Ovos de Rhynchophorus palmarum. (Temp. 27 + 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h).

Foto: Autora (2014).

Apo6s a formacdo dos casais obtidos das duas dietas artificais foi observado um
periodo médio de incubacdo entre 2,4 e 2,6 dias (Tabela 3). Essas médias corroboram com
observagbes de Prabhu; Patil (2009) em Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera:
Curculionidae) (Olivier, 1790), criados em cana-de-agUcar, com duracdo média de 2,5 dias.

A fertilidade média dos ovos postos pelas fémeas da dieta A foi de 87%, e da dieta B
foi de 89,4% (Tabela 3). Esses valores sdo inferiores aos encontrados por Restrepo; Rivera;
Raigosa (1982) que, ao estudar os aspectos bioldgicos de R. palmarum em cana-de-agucar,
constataram uma fertilidade média de 94%; sendo assim, a cana-de-agUcar supriu mais a
necessidade dos insetos para produgdo dos ovos.

A fertilidade média dos ovos encontrada na dieta A apresenta valor semelhante aos
observados em outros curculionideos criados em dietas artificiais, como por exemplo, em

Trichobaris trinotata (Say, 1831) (Coleoptera: Curculionidae), constatado por Cuda; Burke
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(1986); e Homalinotus coriaceus (Gyllenhal, 1836) (Coleoptera: Curculionidae), verificado

por Sarro (2002), ambos com uma média de 87%.

Tabela 3 - Média + EP* do periodo de incubacdo (dias) e da fertilidade dos ovos (%) de Rhynchophorus
palmarum criados nas dietas A e B. (Temp. 27 £ 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h).

-------------------- Tratamentos----------------
Parametros bioldgicos Dieta A Dieta B CV (%)
Periodo de incubacéo (dias) 4,30+0,15a 4,20+0,13a 10,67
Fertilidade dos ovos (%) 87,00+ 2,67 a 89,40+ 1,79a 8,15
IMédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao nivel de 5% de

significancia.
Fonte: Autora (2014).

3.3.2 Caracterizacdo, duracdo e viabilidade da fase larval de Rhynchophorus palmarum

A viabilidade total das larvas da dieta A foi de 100%, enquanto que na dieta B foi de
56% (Tabela 4). Dessa forma, a dieta A mostrou-se mais apropriada para a fase larval de R.
palmarum, visto que, de acordo com Bavaresco et al. (2004); Parra (2009), uma dieta artificial
é considerada adequada quando apresenta um minimo de 75% de viabilidade.

A viabilidade por instar da dieta A foi de 100% em todos os instares. Na dieta B, a
viabilidade manteve-se em 100% do 1° ao 8° instar; 80% das larvas que passaram pelo 9°
instar foram viaveis; das larvas que passaram para o 10° instar, 60% foram viaveis; e das
larvas que passaram do 11° ao 13° instar, 56% foram viaveis (Tabela 4). O elevado indice de
mortalidade das larvas da dieta B pode ser justificado pelo fato de que essa dieta ndo supriu as
necessidades nutricionais das larvas a partir dos 9° instar, ndo proporcionando um bom
desenvolvimento das mesmas.

O numero de instares de R. palmarum variou entre 11 e 13 nas duas dietas artificiais,
corroborando com os valores relatados por Restrepo; Rivera; Raigosa (1982) ao criar larvas
de R. palmarum em cana-de-aclcar. Na dieta A, 64% das larvas passaram por 11 instares,
24% por 12 instares e 12% por 13 instares. J& na dieta B, 50% das larvas passaram por 11

instares, 4% por 12 instares e apenas 2% por 13 instares (Figura 8).
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Tabela 4 - Média + EP da viabilidade larval total e por instar de Rhynchophorus palmarum criados nas dietas A
e B. (Temp. 27 £ 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h).

————————————————————— Tratamentos-----------------
Parametros bioldgicos Dieta A Dieta B CV (%)
Viabilidade larval total (%) 100,00 + 0,00 a 56,00+ 3,33 b 9,53
Viabilidade por instar (%b)
1° 100,00 + 0,00 a 100,00+0,00a 0,00
20 100,00 + 0,00 a 100,00+0,00a 0,00
3° 100,00 + 0,00 a 100,00 +0,00a 0,00
40 100,00 + 0,00 a 100,00 +0,00a 0,00
50 100,00 + 0,00 a 100,00+ 0,00a 0,00
6° 100,00 + 0,00 a 100,00+0,00a 0,00
7° 100,00 + 0,00 a 100,00 +0,00a 0,00
8° 100,00 + 0,00 a 100,00 +0,00a 0,00
90 100,00 + 0,00 a 80,00+ 2,81 h 6,98
10° 100,00 + 0,00 a 60,00+ 1,72 b 4,81
11° 100,00 + 0,00 a 56,00+ 3,33 b 9,54
120 100,00 + 0,00 a 56,00+ 3,33 b 9,54
13° 100,00 + 0,00 a 56,00 + 3,33 b 9,54

'Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao nivel de 5% de

significancia.

Fonte: Autora (2014).

Figura 8 - Média + EP da porcentagem de larvas de Rhynchophorus palmarum que passaram pelo 11°, 12° e 13°

instar, criadas nas dietas A e B. (Temp. 27 £ 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h).
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*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas agrupadas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao
nivel de 5% de significancia.

Fonte: Autora (2014).



56

Na criacdo de R. palmarum, em ambas dietas artificiais, foi possivel verificar que
durante os 13 instares houve um crescimento notavel das larvas, atingindo, aproximadamente,
5,5 cm de comprimento (Figura 9). Conforme Panizzi; Parra (2009), é durante a fase larval
que os insetos tendem a escolher um alimento apropriado para consumi-lo em proporcdes
balanceadas a fim de utiliz-lo adequadamente para proporcionar um O6timo crescimento e

desenvolvimento, originando um adulto que seja reprodutivamente competitivo.

Figura 9 - Desenvolvimento larval de Rhynchophorus palmarum: A (1° instar); B (2° instar); C (3° instar); D (4°
instar); E (5° instar); F (6° instar); G (7° instar); H (8° instar); I (9° instar); J (10° instar); K (11°
instar); L (12° instar) e M (13° instar). (Temp. 27+2°C, UR 70+10% e fotofase de 12 h).

Foto: Autora (2013).

N&o houve diferenca estatistica na duragdo média total do periodo larval de R.
palmarum, que foi de 142,8 dias para a dieta A e de 125,4 dias para a dieta B (Tabela 5),
sendo esses valores superiores aos encontrados por diversos autores. Hagley (1965) observou
que as larvas de R. palmarum tiveram uma duragédo de 52 dias, quando criadas no estipe do
coqueiro. Por outro lado, de acordo com Restrepo, Rivera e Raigosa (1982), as larvas criadas
em cana-de-acUcar duraram 120 dias; e conforme Zagatti et al. (1993), 83 dias. Prabhu; Patil

(2009) verificaram que o periodo médio larval de R. ferrugineus criadas com cana-de-agucar
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foi de 55,69 dias; enquanto Martin; Cabello (2006) constataram uma duracdo média de 95,33

dias quando as larvas foram criadas em dieta artificial.

Tabela 5 - Média + EP* da duracéo da fase larval e dos instares (dias) de Rhynchophorus palmarum criadas nas

dietas A e B. (Temp. 27 £ 2°C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 h).

-------------------- Tratamentos-----------------

Parametros bioldgicos Dieta A Dieta B CV (%)

Duracéo da fase larval (dias) 142,80+ 2,51 a 125,40 £10,40 a 17,83

Duracdo dos instares larvais (dias)

1° 480+0,33a 480+0,33a 21,52

2° 420+0,39a 3,40+£0,45a 35,09

3° 3,80+£0,25a 3,20£0,49 a 35,12

40 480+0,25a 440+064a 33,99

50 560+0,16 a 580+1,04a 41,35

6° 7,20+ 0,13 a 8,60+0,98 a 27,99

7° 10,80 £ 0,57 a 12,20+0,95a 21,61

8° 13,60 £ 0,58 a 1540+ 1,28a 21,61

ge 14,80 £1,06 a 1460+ 1,36a 26,25

10° 20,00+ 1,384a 18,00+ 1,05a 20,46

11° 1420+ 1,48 a 17,20+ 0,74 a 23,60

120 21,00+ 2,07 b 36,00+ 1,00a 18,01

13° 18,00+ 1,41b 48,00+ 2,00 a 16,60

'Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao nivel de 5% de

significancia.
Fonte: Autora (2014).

De acordo com Parra (2009), as propriedades fisicas da dieta, como dureza, textura,
homogeneizacdo e contedo de agua podem ter papel importante para o inseto. Pode-se
conseguir modificacdo fisica da dieta adicionando-se celulose, a qual ndo € digerida pelos
insetos. Ela funciona como um estimulo para o inseto, fazendo com que seja ingerida maior
quantidade de alimento. Ainda de acordo com 0 mesmo autor, muitos insetos apresentam

alimentacdo e crescimento melhorados ao adicionar celulose as suas dietas. Dessa forma, a
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funcdo da celulose é alterar a textura da dieta, facilitando a passagem do alimento para o tato
digestivo.

Observando-se a duracdo de cada instar larval, das duas dietas artificiais, foi possivel
constatar que, apesar das larvas da dieta B serem mais desenvolvidas, estas ndo diferiram da
dieta A em relacéo a duracgéo dos 11 primeiros instares larvais. Ocorreu diferenga estatistica
entre a duracdo dos instares larvais de R. palmarum, criadas nas duas dietas, apenas no 12° e
13° instar. Também foi possivel perceber que as larvas da dieta B que passaram por 12 e 13
instares se desenvolveram mais lentamente nesses periodos (Tabela 5).

O desenvolvimento larval de alguns insetos em dietas sem &cido nucleico ocorre de
maneira muito lenta. Porém, se for adicionado RNA (ou adenina) a dieta, 0 seu
desenvolvimento se dard mais rapidamente (PARRA, 2009).

A cada mudanca de instar larval de R. palmarum, a largura das capsulas cefalicas
foram medidas e pode-se observar que as capsulas cefalicas das larvas criadas na dieta B
apresentaram maior desenvolvimento do que as das larvas da dieta A, diferindo
significativamente na maioria dos instares. Somente no 12° instar houve um acréscimo no
tamanho das capsulas cefalicas das larvas da dieta A, diferindo, assim, da dieta B. Ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos em relacdo a largura da capsula cefalica apenas no
3%, 11° e 13° instar (Tabela 6).

As larvas foram pesadas do 5° até o 13° instar e foi observado que as larvas da dieta B
se desenvolveram mais rapidamente, obtendo pesos superiores em todos os instares e
diferindo estatisticamente das médias observadas nas larvas criadas na dieta A (Tabela 7).

Segundo Parra; Haddad (1989), durante um estagio de desenvolvimento o peso
aumenta constantemente e, entdo, decresce rapidamente no periodo de ecdise devido a perda
de 4gua e da cuticula, ocorrendo, ap6s a ecdise, um aumento rapido de peso em relacdo ao

nivel anterior.
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Tabela 6 - Média + EP* da largura da capsula cefalica (mm) dos diferentes instares de Rhynchophorus palmarum

criados nas dietas A e B. (Temp. 27 + 2°C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 h).

instares
Dieta A Dieta B CV (%)
1° 0,86 +0,01b 1,01+£0,01a 5,19
2° 1,13£0,01b 1,26 £0,01a 6,79
3° 150+0,02 a 1,64 +£0,02a 9,92
40 1,80+£0,01b 2,04 +£0,02 a 8,49
50 2,19+0,02b 2,54+0,03a 9,67
6° 2,63+0,02b 3,22+0,02 a 5,30
7° 2,98+0,02b 3,69+£0,01a 3,95
8° 3,72+0,02b 454 +0,03 a 5,08
9o 4,62+0,02b 527+0,02a 2,71
100 5,60+£0,03b 6,56 £ 0,04 a 4,55
11° 7,09+0,04a 7,28+0,02 a 3,72
120 8,53+0,07a 8,37+£0,02Db 1,55
13° 9,23+0,03a 9,11+0,01a 1,55

'Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao nivel de

5% de significancia.
Fonte: Autora (2014).
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Tabela 7 - Média + EP* do peso (g) dos diferentes instares larvais de Rhynchophorus palmarum criados nas dietas A e B. (Temp. 27 + 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h).

Peso larval por instar (g)

Tratamentos 50 6° 7° 8° 90 10° 11° 12° 13°
Dieta A 0,100 £0,004b  0,185+0,003b 0,290+0,004b 0570+0,019b 1,284+0,035b 2,231+0,070b 3,463+0,092b 6,322+0,135b 7,414 + 0,098 b
Dieta B 0,235+0,010a 0,584+0,035a 1,370+0,092a 2,181+0,090a 3,354+0,131a 4,828+0,137a 6,301+0,154a 7,595+0,033a 8,254 + 0,048 a
CV (%) 14,71 20,25 24,89 15,00 13,01 9,75 8,23 4,47 3,12

'Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Autora (2014).
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3.3.3 Caracterizacdo, duracdo e viabilidade das fases de pré-pupa e pupa de Rhynchophorus

palmarum

A fase de pré-pupa teve inicio quando a larva parava de se alimentar e apresentava
movimentos bruscos quando tocada (Figura 10). As larvas permaneciam nessa fase por 4,3
dias na dieta A e por 4,2 dias na dieta B, ndo ocorrendo diferenca significativa (Tabela 8).
Periodos préximos verificados na duracdo da fase de pré-pupa foram encontrados por Sarro
(2002) ao utilizar dietas artificiais na criacdo de H. coriaceus e constatar duracdo de 4,89 a
6,87 dias. Prabhu; Patil (2009) verificaram que a duracdo média do periodo de pré-pupa de R.
ferrugineus, criadas com cana-de-acucar, foi de 7,4 dias.

Figura 10 - Fase de pré-pupa de Rhynchophorus palmarum. (Temp. 27 + 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h).

Foto: Autora (2013).

Tabela 8 - Média + EP' da duracéo das fases de pré-pupa e pupa (dias), da viabilidade e deformacdes (%), e do
peso (g) das pupas de Rhynchophorus palmarum criadas nas dietas A e B. (Temp. 27 + 2°C, UR 70 +
10% e fotofase de 12 h?).

————————————————————— Tratamentos-----------------
Parametros bioldgicos Dieta A Dieta B CV (%)

Duracao da fase de pré-pupa (dias) 43+0,15a 42+0,13a 10,67
Duracéo da fase de pupa (dias) 11,90+ 0,23 a 12,00+ 0,30 a 7,08
Viabilidade das pupas (%) 74,00+ 3,36 a 40,03+2,00b 15,36
Deformacdes das pupas (%0) 734+£0,67h 22,11+251a 39,51

Peso das pupas (9) 2,56+0,09a 2,36 +0,07 a 14,77

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao nivel de 5% de

significancia.
?Exceto para a fase de pré-pupa.
Fonte: Autora (2014).
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A pupa de R. palmarum se apresenta de coloragdo branco-amarelada, a qual escurece
conforme se aproxima o periodo de emergéncia do adulto (Figura 11), permanecendo nessa
fase durante 11,9 dias na dieta A e 12,0 dias na dieta B, ndo ocorrendo diferenca significativa
(Tabela 8). Esses resultados sdo bem inferiores aos encontrados por Restrepo; Rivera; Raigosa
(1982); Zagatti et al. (1993) ao criar R. palmarum em cana-de-agucar, observando duragédo do
periodo pupal de 28 e 30 dias, respectivamente. Martin; Cabello (2006) também observaram
valores superiores na duracdo do periodo de pupa de R. ferrugineus criados em dieta artificial,
com uma média de 27,83 dias. Segundo Auad (2003), menor duracdo do estagio pupal é
importante por fornecer adultos em menos tempo e aumentar a densidade populacional dos

insetos em laboratério.

Figura 11 - Alteracdes na coloracdo da pupa de Rhynchophorus palmarum durante o seu desenvolvimento.
(Temp. 27 £ 2°C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 h).

Foto: Autora (2013).

A viabilidade das pupas foi de 74% para a dieta A e de 40,26% para a dieta B,
diferindo significativamente entre si (Tabela 8). Houve uma elevada taxa de mortalidade das
pupas da dieta B, possivelmente devido a caréncia de algum nutriente fundamental para o seu
desenvolvimento que estava presente apenas na dieta A. Conforme Michaud (2005), um
balanco nutricional inadequado nas dietas artificiais pode estar associado a um nutriente que
torna limitado o desenvolvimento dos estagios finais dos insetos.

A porcentagem de pupas deformadas verificadas na dieta A foi de 7,34%, diferindo
estatiscamente da dieta B com média igual a 22,11% (Tabela 8).



63

As pupas que, na fase larval se alimentaram das diferentes dietas, foram pesadas,
porém ndo se constataram diferencas estatisticas entre as médias de 2,56 g para a dieta A e de
2,36 g para a dieta B (Tabela 8). Esses resultados indicam que ndo ha problemas com
preferéncia alimentar ou resisténcia do tipo antibiose, pois de acordo com Santos; Meneguim;
Neves (2005), o menor peso da pupa indicaria a ndo preferéncia alimentar ou ainda,

resisténcia do tipo antibiose.

3.3.4 Parametros biologicos da fase adulta de Rhynchophorus palmarum

Ap0s a emergéncia dos adultos de R. palmarum, péde-se determinar a porcentagem de
insetos deformados, sendo constatado 5,13% para a dieta A e 2,50% para a dieta B (Tabela 9).
Esses insetos apresentaram deformacdes nas asas e/ou a fémea tornou-se defeituosa por
apresentar o ovipositor exposto (Figura 12). De acordo com Parra (2009), os insetos utilizam
lipidios e podem sintetiza-los a partir de proteinas e carboidratos presentes nas dietas
artificiais. Entretanto, alguns acidos graxos ndo sdo sintetizados pelos insetos, como os acidos
linoléico e linonénico. O &cido linonénico esta relacionado a formacéo de fosfatideos lipidicos
e, quando ausente, pode afetar a ecdise, a formacédo das asas e a emergéncia de alguns insetos.

O peso dos adultos foi outro parametro estudado para avaliacdo das diferencas que
pudessem ocorrer devido aos diferentes tipos de alimentacdo empregados na criacdo das
larvas. Assim, para 0s insetos alimentados com as dietas A e B, observou-se que o peso dos
machos adultos ndo apresentou diferenca significativa entre as dietas. As fémeas adultas da
dieta B apresentaram uma média de 1,00 g, diferindo estatisticamente das fémeas da dieta A,
com 1,31 g (Tabela 9).

Os machos adultos das dietas artificiais A e B apresentaram 34,88 e 33,03 mm de
comprimento, respectivamente, ndo diferindo entre si. As fémeas da dieta B mediram 31,31
mm de comprimento, apresentando, assim, diferencas estatisticas em relacdo aos insetos da
dieta A, com 34,82 mm (Tabela 9).



Tabela 9 - Parametros biolégicos + EP* de Rhynchophorus palmarum criados nas dietas A e B. (Temp. 27 + 2°C,

UR 70 * 10% e fotofase de 12 h).

————————————————————— Tratamentos-----------------

Parametros bioldgicos Dieta A Dieta B CV (%)
Deformac6es dos adultos (%) 513+182a 250+250a 11,58
Peso dos machos (g) 1,13+0,05a 1,14+0,05a 13,66
Peso das fémeas (g) 1,31+0,10a 1,00+£0,01b 20,32
Comprimento dos machos (mm) 34,88 +0,78 a 33,03+£051a 6,15
Comprimento das fémeas (mm) 34,82+ 0,66 a 31,31+£0,33b 4,95
Longevidade dos machos (dias) 48,40+£6,12a 49,00 £5,07 a 36,51
Longevidade das fémeas (dias) 44,60+£5,34a 37,50+ 6,10 a 44,16
Periodo de pré-oviposicao (dias) 1490+ 0,62 a 13,90+ 0,38 a 11,32
Periodo de oviposicéo (dias) 32,40+1,18a 23,50+2,48b 22,01
Periodo de pds-oviposicéo (dias) 10,20+ 1,09a 13,40+ 1,13 a 29,76
Fecundidade total 213,70+ 2792 a 182,40 £ 25,37 a 42,59
Fecundidade diaria 7,18+ 0,85a 795+123a 44,22
Raz&o sexual 0,65+0,02a 0,68 £ 0,05a 16,81
Duracao do ciclo biolégico (dias) 213,50 £10,88 a 194,30 £ 8,52 a 15,16

IMédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao nivel de 5%
de significancia.
Fonte: Autora (2014).

Figura 12 - Adultos de Rhynchophorus palmarum com deformagdes nas asas (A e B) e fémea com o ovipositor
exposto (C). (Temp. 27 + 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h).

Foto: Autora (2013).

A longevidade das fémeas foi de 44,6 dias para a dieta A e de 37,5 dias para a dieta B,
enquanto os machos viveram em média 48,4 e 49 dias, nas dietas A e B, respectivamente, ndo
apresentando diferencas significativas (Tabela 9). Corroborando com os resultados
encontrados nesse estudo, Kaakeh (2005), criando R. ferrugineus em dieta artificial a base de
aveia, observou que a longevidade média dos machos foi de 49,2 dias e das fémeas de 44,7
dias. Em contrapartida, esses valores foram inferiores aos encontrados por Prabhu; Patil
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(2009) em R. ferrugineus criados em cana-de-agucar, 0s quais obtiveram a longevidade média
dos machos de 70,6 dias e das fémeas de 68,7 dias.

Do momento da formacéo dos casais até a morte das fémeas foi possivel observar que
0 periodo de pré-oviposicao foi de 14,9 dias para a dieta A e 13,9 dias para a dieta B. O
periodo de oviposicao foi mais curto para as fémeas da dieta B, durando 23,5 dias e diferindo
estatisticamente da dieta A, com 32,4 dias. O periodo de pos-oviposicdo ndo diferiu
estatisticamente entre as dietas durando em média 10,2 dias na dieta A e 13,4 dias na dieta B
(Tabela 9).

Durante todo o seu ciclo, as fémeas colocaram, aproximadamente, 213 ovos na dieta A
e 182 ovos na dieta B, colocando em média 7,18 e 7,95 ovos/fémea/dia, respectivamente. A
razdo sexual foi de 0,65 e 0,68 para as dietas A e B, respectivamente (Tabela 9). Kaakeh
(2005), criando R. ferrugineus em cana-de-agucar, palmito e em dieta a base de aveia,
verificou que as fémeas colocaram de 135 a 185 ovos durante todo o seu ciclo, colocando em
média 1,65 a 3,0 ovos/fémea/dia, apresentando resultados bem inferiores aos encontrados
nessa pesquisa.

Santos; Meneguim; Neves (2005) relatam que alguns parametros reprodutivos, como a
producdo de ovos, podem ser influenciados por diferencas fisicas ou quimicas do alimento ou
pela quantidade ingerida na fase larval.

Sabendo-se que os nutrientes podem ser armazenados em grandes quantidades nos
corpos gordurosos das larvas e adultos, e que para se obter longevidade e fecundidade 6timas,
as fémeas adultas requerem sais variados, lipidios e vitaminas em adicdo a aminoacidos ou
proteinas (PARRA, 2009), possivelmente, as necessidades nutricionais das fémeas adultas da
dieta A foram supridas devido a presenca da solucdo vitaminica e do maior teor de
carboidratos e proteinas presentes nos ingredientes dessa dieta para a fase larval.

A duracédo do ciclo bioldgico de R. palmarum (ovo a ovo) foi de, aproximadamente,
213 dias na dieta A e de 194 dias na dieta B (Tabela 9), ndo diferindo estatisticamente entre
si. Em estudos realizados por Sanchez et al. (1993), em cana-de-agucar, a duracdo do ciclo
bioldgico de R. palmarum foi de 231 dias.

Nava; Parra (2005) afirmam que quando se comparam dietas, aquela que proporciona
menor duracdo do ciclo é considerada a melhor para o desenvolvimento bioldgico dos
individuos em estudo, ja que, os alimentos mais adequados propiciam, normalmente, menor

duragéo das fases de desenvolvimento e maior sobrevivéncia.
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3.3.5 Determinagdo do teor de lipidios em Rhynchophorus palmarum

As dietas artificiais utilizadas foram capazes de suprir as necessidades fisioldgicas dos
adultos de R. palmarum. Foi possivel observar que os machos adultos de R. palmarum
provenientes da dieta B apresentaram maiores médias de absorbancia, diferindo
estatisticamente dos machos da dieta A. Em relacdo as fémeas adultas de R. palmarum, os
insetos origindrios da dieta A, apresentaram maiores médias de absorbancia quando
comparados aos insetos da dieta B, ocorrendo diferencas estatisticas entre si (Figura 13).

Do ponto de vista nutricional, para inimeras espécies, os lipidios sdo mais importantes
para as formas jovens do que para os insetos adultos (DADD, 1985), sendo possivel sintetiza-
los a partir de proteinas e carboidratos presentes nas dietas artificiais (PANIZZI; PARRA,
2009).

Figura 13 - Média da absorbéncia + EP das amostras dos adultos de Rhynchophorus palmarum provenientes das
dietas artificiais (A e B) em comprimento de onda de 540 nm.
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!Médias seguidas pela mesma letra nas colunas agrupadas n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste t ao
nivel de 5% de significancia.
Fonte: Autora (2014).

O corpo gorduroso dos insetos desempenha um importante papel na sintese de
proteinas e armazenamento de lipidios (PONTES et al., 2008), sendo o triglicerideo o
principal componente lipidico que, por sua vez, na maioria dos insetos, compreende mais de
90% da gordura corporal. Esses depositos de lipidios sdo derivados dos lipidios da dieta que
sdo absorvidos e transportados para o corpo gorduroso dos insetos (BEENAKKERS; VAN
DER HORST; VAN MARREWIJK, 1985).
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Segundo Santana et al. (2014), larvas de R. palmarum submetidas a dieta artificial
apresentaram maiores teores de lipidios quando comparadas as larvas alimentadas com o
mesocarpo de coco.

De acordo com Beenakkers; Van Der Horst; Van Marrewijk (1985), as fémeas dos
insetos contém mais lipidios que os machos, sendo essa reserva lipidica responsavel pela
producdo de ovos; no entanto, o inverso também pode ocorrer, como constatado no presente
estudo. Ainda segundo esses autores, a quantidade de lipidios nos insetos varia
consideravelmente e € influenciada por vérios fatores, dentre eles, estagio de
desenvolvimento, estado nutricional, sexo, temperatura, diapausa e voo.

Conforme Hahn; Denlinger (2007); Mirth; Riddiford (2007), o nivel de nutrientes
armazenados € de grande importancia, principalmente no ciclo de vida dos insetos
holometabdlicos, pois as reservas energéticas acumuladas, aléem de serem utilizadas nos
processos de metamorfose, irdo promover a reserva de nutrientes para o inseto adulto.
Segundo Ziegler; Van Antwerpen (2006), as reservas energéticas armazenadas também

interferem no desenvolvimento do ovo e em periodos prolongados de voo.
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3.4 CONCLUSOES

v E possivel e viavel criar a broca-do-olho-do-coqueiro R. palmarum em condicdes de
laboratorio;

v Levando em consideracdo a viabilidade das fases de larva e pupa, a dieta A é a mais
adequada para a cria¢do de R. palmarum em laboratorio;

v As larvas de R. palmarum, nas duas dietas artificiais, se desenvolvem entre 11 e 13
instares;

v O periodo de oviposicao das fémeas provenientes da dieta A é de 32,4 dias;

v O ciclo biologico de R. palmarum, criados em laboratorio com dietas artificiais, é de
aproximadamente sete meses;

v Em relacdo ao teor de lipidios, os machos adultos de R. palmarum da dieta B e as

fémeas adultas da dieta A apresentam maiores médias de absorbancia.
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4 SUSCEPTIBILIDADE DE Rhynchophorus palmarum (LINNAEUS, 1758)
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) A FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes concentragcdes dos
isolados IBCB 66, CPATC 032 e CPATC 057 de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin,
do isolado T9 de Trichoderma harzianum Rifai e do produto comercial Boveril® sobre adultos
de Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Curculionidae). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (5x3) + testemunha, composto
por cinco tratamentos (isolados IBCB 66, CPATC 032, CPATC 057 e T9, e pelo produto
comercial Boveril®) e trés concentracdes de cada fungo (107, 10% e 10° conidios.mL™). Se¢es
de colmos de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) foram submersos nas suspensoes
padronizadas dos fungos por um periodo de 30 minutos. Os adultos de R. palmarum foram
colocados em recipientes plasticos contendo os colmos de cana-de-acUcar, previamente
tratados pelo fungo, onde permaneceram em contato com o inoculo durante trés horas. Os
tratamentos foram constituidos por cinco repeticdes compostas por cinco insetos cada,
totalizando 25 insetos/tratamento, mais 25 insetos utilizados na testemunha. Os dados obtidos
de mortalidade confirmada foram submetidos a analise da variancia (ANOVA), utilizando o
Proc ANOVA do SAS, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Para determinar a porcentagem de sobrevivéncia, os dados de mortalidade
confirmada foram submetidos ao teste de Log-Rank, através do método Kaplan-Meyer.
Posteriormente os valores da ClLsg € TLsy foram estimados submetendo os dados de
mortalidade confirmada & anélise de Probit. O produto comercial Boveril®e os isolados IBCB
66, CPATC 032 e CPATC 057 causaram a mortalidade confirmada de 40, 36, 64 e 52% dos
adultos de R. palmarum, respectivamente, para a concentracdo 10° conidios.mL™, néo
diferindo da concentracdo 10° conidios.mL™, onde o isolado CPATC 032 ocasionou
mortalidade de 52% dos insetos, que por sua vez ndo diferiu do isolado CPATC 057, o qual
apresentou 44% de mortalidade confirmada dos adultos. Em relagéo a sobrevivéncia média de
R. palmarum, na concentragdo 10" conidios.mL™, foi possivel verificar que houve diferenca
significativa entre o isolado CPATC 032 (12,25 dias) e o isolado T9, o produto Boveril® e a
testemunha, com médias entre 14 e 19 dias. Na concentracdo 10® conidios.mL™, para o
isolado CPATC 032, os insetos apresentaram sobrevivéncia de aproximadamente 11 dias, ndo
diferindo do produto Boveril®, com sobrevivéncia aproximada de 13 dias. Na concentragéo
10° conidios.mL™, a sobrevivéncia média para o produto Boveril® e os isolados IBCB 66,
CPATC 032 e CPATC 057 foi de 12 a 15 dias, ndo diferindo entre si. O isolado CPATC 032
apresentou maior viruléncia e menor CLs, estimando-a em 1,11x10° conidios.mL™; enquanto
0 TLsp para as concentragdes 10% e 10° conidios.mL™ foi de 17,61 dias e 17,25 dias,
respectivamente.

Palavras-chave: Cocos nucifera. Broca-do-olho-do-coqueiro. Beauveria bassiana.
Trichoderma harzianum.
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SUSCEPTIBILITY  OF Rhynchophorus  palmarum (LINNAEUS, 1758)
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of different concentrations of isolated IBCB 66,
CPATC 032 and CPATC 057 of Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, isolated T9 of
Trichoderma harzianum Rifai and commercial product Boveril® on adult Rhynchophorus
palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Curculionidae). The experimental design was
completely randomized in a factorial design (5x3) + control, composed of five treatments
(isolated IBCB 66, CPATC 032, CPATC 057 and T9, and the commercial product Boveril®)
and three concentrations of each fungus (107, 10° and 10° conidia.mL™). Sections of stems of
sugarcane (Saccharum officinarum L.) were submerged in the standard suspension of the
fungi for a period of 30 minutes. Adults of R. palmarum were placed in plastic containers
containing the stems of cane sugar, previously treated by the fungus, which remained in
contact with the inoculum for three hours. The treatments consisted of five replication of five
insects each, totaling 25 insects/treatment, over 25 insects used in the control. The data of
confirmed mortality were submitted to analysis of variance (ANOVA) using the Proc
ANOVA of SAS, and the means compared by Tukey test at 5% probability. To determine
percentage survival, confirmed mortality data were subjected to Log-Rank test using the
Kaplan-Meyer method. Subsequently the values of LCsq and LTso were estimated submitting
mortality confirmed the Probit analysis. The commercial product Boveril® and isolated IBCB
66, CPATC 032 and CPATC 057 caused the confirmed mortality of 40, 36, 64 and 52% of R.
palmarum adults, respectively, for the concentration 10° conidiamL™ did not differ
concentration of 10° conidia.mL™, where the isolated CPATC 032 caused mortality of 52% of
the insects, which in turn did not differ isolated CPATC 057, which showed 44% confirmed
mortality of adults. From the average survival of R. palmarum, concentration 10" conidia.mL’
! we found a significant difference between the isolated CPATC 032 (12.25 days) and the
isolated T9, the product Boveril® and the control, with average between 14 and 19 days. The
concentration 10® conidia.mL™, for the isolated CPATC 032, the insects had survival of
approximately 11 days, did not differ from product Boveril®, with approximate survival of 13
days. In the concentration 10° conidia.mL™, the median survival for the product Boveril® and
isolated IBCB 66, CPATC 032 and CPATC 057 was 12 to 15 days, with no difference
between them. The isolated CPATC 032 showed higher virulence and lower LCsg, estimating
it in 1,11x10° conidia.mL™®; while the LTsp in concentrations 10% and 10° conidios.mL™ was
17.61 days and 17.25 days, respectively.

Keywords: Cocos nucifera. Giant palm weevil. Beauveria bassiana. Trichoderma
harzianum.
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4.1 INTRODUCAO

A coleobroca Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Curculionidae) ¢ uma praga-chave da cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.), responsavel
por causar danos diretos, decorrentes da alimentacdo das larvas, e danos indiretos
ocasionados, principalmente, pelos insetos adultos, sendo os principais vetores do nematoide
Bursaphelenchus cocophilus (Cobb, 1919) Baujard, 1989 (Nematoda: Aphelenchoididae), que
por sua vez pode provocar a morte da planta (OEPP, 2005).

O controle de R. palmarum sempre se baseou nos habitos comportamentais do inseto e
na utilizacdo de praticas culturais. No entanto, existem na natureza agentes bidticos com
elevado potencial para provocar mudangas na populacdo dessa espécie, a exemplo de virus,
fungos, bactérias e nematoides, cuja utilizacdo em larga escala pode contribuir para manter a
populacdo da praga abaixo do Nivel de Dano Econdmico (NDE) (FERREIRA, 2002). Dentre
esses agentes bioldgicos de controle de insetos-praga, os fungos causam cerca de 80% das
enfermidades (ALVES, 1998).

Os fungos apresentam grande capacidade de controle de insetos-praga devido ao seu
modo de acdo, que consiste na adesdo dos conidios no tegumento dos insetos, podendo
também penetrar por ingestdo; e pela dispersdo horizontal, com o seu transporte feito por
diversos agentes a grandes distancias, aumentando a sua capacidade de disseminagdo no
ambiente e podendo atingir varios insetos-pragas (ALVES, 1998). Além disso, pode
apresentar um amplo espectro de hospedeiros, sendo possivel o seu cultivo em laboratério
(LEITE et al., 2003).

Sabendo-se que os insetos adultos de R. palmarum ndo permanecem nas plantas,
apenas alimentam-se e ovipositam, e suas larvas completam o ciclo no interior do estipe do
coqueiro, a aplicagdo de fungos entomopatogénicos diretamente sobre os insetos torna-se
ineficiente. Desse modo, uma alternativa viavel em campo € inocular os fungos em atrativos
alimentares e torna-los disponiveis aos insetos por meio de armadilhas de autoinoculacéo,
onde o inseto pode entrar e sair livremente das armadilhas, causando a mortalidade direta dos
insetos dentro das armadilhas ou disseminando a doenga no campo.

Entre os fungos entomopatogénicos mais conhecidos e estudados estdo os dos géneros
Entomophthora Fresenius, Verticillium Viégas, Hirsutella Fischer, Cordyceps Fries,
Aschersonia Webber, Metarhizium Sorokin, Beauveria Vuillemin e Nomuraea Moublanc
(CARNEIRO et al., 2004).
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De acordo com Lazzarini (2005), Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin tem um
ciclo bioldgico que permite sua caracterizagdo como um parasita facultativo. Seus conidios
podem penetrar em qualquer parte da cuticula do inseto. Apos atravessar a cuticula, formam-
se tubos germinativos e hifas que atravessam o tegumento. Na hemolinfa do inseto, o fungo se
multiplica e logo hd uma massa hifal consideravel. O inseto morre e, com o esgotamento dos
nutrientes, se houverem condigdes favoraveis, o fungo germina, exteriorizando suas hifas,
formando uma massa branca na superficie do inseto morto.

O género Trichoderma Persoon relne espécies que se encontram entre os fungos de
solo mais comumente encontrados. Além de uma capacidade adaptativa elevada, apresentam
também grande potencial de dispersdo (SANTOS, 2010). A utilizacdo dos fungos do género
Trichoderma para o controle biolégico de pragas e doencas baseia-se na degradacdo de
enzimas hidroliticas. Em geral, diferentes estirpes de Trichoderma spp. exibem diferentes
niveis de expressdo dessas enzimas hidroliticas, o que leva a diferencas de desempenho
quando utilizados como agentes de controle bioloégico (GONZALEZ et al., 2012). De acordo
com Shakeri; Foster (2007), quitinase e proteases sdo duas destas enzimas responsaveis pela
degradacdo da parede celular dos fungos fitopatogénicos e da cuticula dos insetos e
nematoides, que é composta principalmente de quitina.

Conforme foi observado por Lamovsek; Urek; Trdan (2013), a quitina também esta
presente na cuticula dos ovos de nematoides, cuja viabilidade diminui severamente quando
tratados com espécies de Trichoderma spp.

Considerando que existe uma grande variabilidade genética nas espécies de fungos, a
selecdo de isolados € fundamental em estudos de controle biolégico de pragas com
entomopatdgenos, a fim de estabelecer uma ferramenta natural e uma alternativa ecoldgica e
viavel para superar os problemas ocasionados pelos insetos-praga. Sendo assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes concentragdes dos isolados IBCB 66,
CPATC 032 e CPATC 057 de B. bassiana, do isolado T9 de Trichoderma harzianum Rifai e
do produto comercial Boveril® sobre adultos de R. palmarum.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Local e instalacdes

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Entomologia da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) da Unidade de Execugdo de Pesquisa
(UEP) Rio Largo, localizada na Unidade Académica Centro de Ciéncias Agrarias (U.A.
CECA), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), a temperatura de 26 + 1°C, umidade
relativa de 60 + 10% e fotofase de 12h.

4.2.2 Coleta de adultos de Rhynchophorus palmarum

Os insetos foram coletados em pomares de coco localizados no municipio de Coqueiro
Seco, situado na Zona da Mata do Estado de Alagoas a 09°38'16" de latitude Sul e 35°48'10"
de longitude Oeste. Para captura dos insetos adultos, utilizaram-se 10 armadilhas do tipo
“milkan”, com capacidade de 5 L, em cujas tampas foram feitos furos e instalados funis para
facilitar a entrada e evitar a saida dos insetos. Dentro dos baldes foram colocadas secdes de
colmos de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) (atrativo alimentar) mais uma capsula
do feromdnio comercial (Rincoforol®). As armadilhas foram instaladas na periferia do pomar
e o0s insetos adultos foram coletados quinzenalmente, quando também eram substituidos o

atrativo alimentar e as capsulas do feroménio, quando necessario (Figura 14).

Figura 14 - Armadilhas instaladas para coleta de adultos de Rhynchophorus palmarum (A e B); e insetos
capturados dentro da armadilha (C).

)

Foto: Autora (2013).
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4.2.3 Origem dos fungos entomopatogénicos

Os isolados de B. bassiana e T. harzianum utilizados no estudo foram originarios de
diferentes hospedeiros e localidades. Utilizou-se o produto comercial Boveril®, & base do
fungo B. bassiana, e quatro isolados de fungos, sendo trés de B. bassiana e um de T.

harzianum (Tabela 10).

Tabela 10 - Procedéncia dos isolados de Beauveria bassiana e Trichoderma harzianum e do produto comercial
Boveril® utilizados nos experimentos com Rhynchophorus palmarum.

Fungos Isolados Hospedeiro Localidade

B. bassiana IBCB 66 Hypothenemus hampei S40 José do Rio Pardo-SP
(Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Curculionidae)

CPATC 032 R. palmarum Aracaju-SE

CPATC 057 Homalinotus coriaceus (Gyllenhal, Aracaju-SE
1836) (Coleoptera: Curculionidae)

Boveril® Solenopsis sp. (Westwood, 1840) Piracicaba-SP
(Hymenoptera: Formicidae)

T. harzianum T9 Solo Jaguariiina-SP

Produto comercial Boveril® PM PL63/Koppert Biological Systems, & base do fungo Beauveria bassiana.

4.2.4 Teste de viabilidade dos fungos entomopatogénicos

A viabilidade dos conidios de todos os isolados e do produto comercial foi
determinada pelo método da germinacéo, inoculando-se 0,1 mL de suspenséo de cada isolado
em duas placas de Petri contendo &gar-4gar e espalhada com auxilio de uma alga de
Drigalsky. Foi determinada a concentracdo inicial do indculo na suspensdo de cada fungo,
encontrando-se os seguintes valores: IBCB 66 (1,21x10° conidios.0,1mL™), CPATC 032
(5,35x10° conidios.0,1mL™), CPATC 057 (4,30x10® conidios.0,1mL™), T9 (9,7x10®
conidios.0,1mL™) e Boveril® (1,98x10° conidios.0,1mL™).

Em seguida, as placas de Petri foram mantidas em camaras tipo BOD a 25 + 1°C por
24h e as leituras realizadas em microscopio Optico de luz para encontrar a viabilidade dos
conidios, que foi determinada através da contagem direta nas placas de Petri dos conidios
germinados e ndo germinados (ALVES; MORAES, 1998), sendo que, para isto, as placas de
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Petri foram divididas em quatro quadrantes, sobre os quais foram colocadas laminulas para

leitura em microscapio.

4.2.5 Preparacao das suspensdes de esporos dos fungos entomopatogénicos

Para obtencéo dos isolados IBCB 66 e T9, os fungos foram produzidos em meio de
cultura semi-solido de arroz, submetendo-os a diluices com Agua Destilada Esterilizada
(ADE). Para obter a suspensédo padréo do isolado IBCB 66 foram adicionados 200 g de arroz
em 300 mL de ADE; e para o isolado T9 diluiu-se 100 g de arroz em 200 mL de ADE. A
partir dessas suspensdes, coadas em gaze esterilizada, foram realizadas dilui¢gdes sucessivas
para permitir a contagem direta dos esporos em microscopio optico de luz, utilizando-se a
camara de Neubauer. Depois de determinada a concentracdo de esporos da suspensao-padrdo
para IBCB 66 e T9, equivalente a 1,21x10" e 9,7x10° conidios.mL™ de suspensdo,
respectivamente, foram realizadas novas diluicbes em ADE mais espalhante adesivo Will
Fix® (0,1%) visando padronizar as concentracdes empregadas no experimento (107, 10° e 10°
conidios.mL™ de suspensao).

Para preparar a suspensdo do produto comercial Boveril® misturou-se 150 g do
produto (p6) em 300 mL de ADE. As suspensfes foram coadas em gaze esterilizada e
quantificadas em camara de Neubauer apds diluicdes sucessivas. Depois de determinada a
concentracdo de esporos da suspensdo-padrdo do produto Boveril® equivalente a 1,98x10°
conidios.mL™ de suspenséo, foram realizadas novas diluicdes em ADE mais Will Fix® (0,1%)
visando padronizar as concentraces empregadas no experimento (10°, 10 e 10° conidios.mL"
! de suspens&o).

Os isolados CPATC 032 e CPATC 057 foram obtidos a partir dos conidios dos
isolados cultivados em placas de Petri contendo meio BDA da Micoteca da Embrapa
Tabuleiros Costeiros. Discos de micélio retirados dos isolados CPATC 032 e CPATC 057
foram repicados no centro de 20 placas de Petri contendo meio BDA e mantidas a 25°C por
10 dias. Apos esse periodo, foram preparadas suspensdes fungicas mediante adi¢cdo de 10 mL
de ADE em cada placa de Petri. As suspensdes foram coadas em gaze esterilizada e
quantificadas em camara de Neubauer apds diluigdes sucessivas. Depois de determinada a
concentracéo de esporos da suspensdo-padrdo para CPATC 032 e CPATC 057 de 5,35x10° e
4,3x10° conidios.mL™ de suspenséo, respectivamente, foram realizadas novas diluicdes em
ADE mais Will Fix® (0,1%), visando padronizar as concentraces empregadas no
experimento (10’, 10° e 10° conidios.mL™ de suspens&o).
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4.2.6 Bioensaios de inoculacdo dos fungos

Sec0Oes de quatro colmos de cana-de-agucar, medindo cerca de 10 cm de comprimento,
foram cortados e abertos longitudinalmente. Os colmos foram submersos nas suspensdes
padronizadas de esporos dos isolados IBCB 66, CPATC 032, CPATC 057 e T9, e do produto
comercial Boveril® nas concentragdes 107, 10% e 10° conidios.mL™ de suspenséo + espalhante
adesivo Will Fix® (0,1%), por um periodo de 30 minutos, conforme Mendonca (2007) (Figura
15). No tratamento testemunha, os colmos foram imersos somente em &agua destilada +
espalhante adesivo Will Fix® (0,1%), durante 0 mesmo periodo dos demais tratamentos. Os
adultos de R. palmarum foram separados em grupo de 25 insetos e transferidos para baldes (5
L) lacrados e com as tampas perfuradas contendo os colmos de cana-de-agucar previamente
tratados pelo fungo, onde permaneceram em contato com o indculo durante trés horas (Figura
16), de acordo com metodologia descrita por Mendoncga (2007). Para isso, foram utilizados
nos testes de inoculacdo insetos (ambos o0s sexos) aparentemente sadios e de tamanho

uniforme.

Figura 15 - Imersdo dos colmos de cana-de-aglcar na suspensdo dos fungos entomopatogénicos: IBCB 66 (A),
CPATC 032 (B), CPATC 057 (C), Boveril® (D) e T9 (E).

Foto: Autora (2014).

Figura 16 - Adultos de Rhynchophorus palmarum em contato com os colmos de cana-de-agucar tratados pelos
fungos entomopatogénicos.

Foto: Autora (013).
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Ap6s o periodo de inoculagdo com os fungos, se¢bes do colmo da cana-de-agUcar
foram oferecidos aos insetos como substrato de alimentacdo. Os insetos foram
individualizados em recipientes plasticos (500 mL), sendo o alimento substituido a cada trés
dias. As avaliacGes de mortalidade foram realizadas diariamente por um periodo de 20 dias,
tempo suficiente para os fungos estudados completarem o seu ciclo de vida na presenga de um
hospedeiro.

Os insetos mortos foram lavados com Hipoclorito de Sédio (2%) e, posteriormente,
com 4agua destilada, visando limpar a superficie dos mesmos, sendo, em seguida,
individualizados em recipientes plasticos (100 mL) contendo algoddo esterilizado e
umedecido com ADE e mantidos em estufa incubadora tipo BOD (T. 25 + 2°C, UR 70 + 10%
e fotofase de 12h), visando confirmar a mortalidade por meio da esporulacdo dos fungos
(Figura 17).

Figura 17 - Assepsia dos insetos com Hipoclorito de Sédio (2%) (A), agua destilada (B) e, posteriormente,
colocados em BOD (C).

g /4
Foto: Autora (2013).

4.2.7 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (5x3)
+ testemunha, composto por cinco tratamentos (isolados IBCB 66, CPATC 032, CPATC 057
e T9, e pelo produto comercial Boveril®) e trés concentracdes de cada fungo (10, 10° e 10°
conidios.mL™). Os tratamentos foram constituidos por cinco repeticdes compostas por cinco
insetos cada, totalizando 25 insetos/concentracdo de fungo, mais 25 insetos utilizados na
testemunha.

Os dados de mortalidade confirmada (porcentagem dos insetos nos quais ocorreu
esporulacdo do fungo), transformados em arco seno +/(x/100) , e os dados de viabilidade dos

conidios dos isolados de B. bassiana e T. harzianum, e do produto Boveril® foram submetidos
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a analise da variancia (ANOVA), utilizando o Proc ANOVA do SAS versao 9.0, e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (SAS INSTITUTE, 2002).

Mediante os dados de mortalidade confirmada dos adultos de R. palmarum,
determinou-se a porcentagem de sobrevivéncia média, sendo os dados submetidos ao teste de
Log-Rank, através do método Kaplan-Meyer por pares de isolado, usando o Proc Lifetest. Na
determinacdo da Concentracdo Letal (CLsp) e do Tempo Letal (TLso) dos isolados IBCB 66,
CPATC 032, CPATC 057 e T9, e do produto Boveril®, os dados de mortalidade confirmada
de adultos de R. palmarum foram submetidos a analise de Probit. Para todas as analises
utilizou-se o programa estatistico SAS versdo 9.0 (SAS INSTITUTE, 2002).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Viabilidade dos fungos entomopatogénicos

A viabilidade dos conidios dos isolados IBCB 66, CPATC 032, CPATC 057 e T9, e
do produto comercial Boveril® mostraram-se adequadas, sendo que os isolados CPATC 057 e
IBCB 66 apresentaram, respectivamente, maior e menor porcentagem de viabilidadade, ndo
diferindo dos demais tratamentos (Tabela 11). Alves; Faria (2010) considera que seja de
qualidade satisfatoria uma viabilidade acima de 80% nos produtos comerciais a base de

esporos puros.

Tabela 11 - Média + EP* da viabilidade (%) dos conidios dos isolados de Beauveria bassiana e Trichoderma
harzianum e do produto comercial Boveril®.

Tratamentos Viabilidade (%0)
IBCB 66 97,00+ 0,82 b
CPATC 032 98,00 £ 0,82 ab
CPATC 057 99,25+ 0,96 a
Boveril® 98,75+ 1,26 ab
T9 98,25 + 0,96 ab
CV (%) 0,99
'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia.
*Produto comercial Boveril® PM PL63/Koppert Biological Systems, & base do fungo Beauveria bassiana.
Fonte: Autora (2014).

4.3.2 Patogenicidade dos isolados de Beauveria bassiana e Trichoderma harzianum, e do
produto comercial Boveril® sobre adultos de Rhynchophorus palmarum

ApoOs a morte dos insetos pela acdo dos isolados dos fungos B. bassiana e T.
harzianum, e do produto Boveril®, as hifas comegaram a emergir, iniciando-se, associada ao

crescimento micelial, a esporulacdo do fungo, recobrindo o corpo do inseto (Figura 18).
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Figura 18 - Evolugdo da infeccdo de adultos de Rhynchophorus palmarum pelos isolados do fungo Beauveria
bassiana e pelo produto comercial Boveril® (A) e Trichoderma harzianum (B). (Temp. 25 + 2°C, UR
70 + 10% e fotofase de 12h).

Apenas 8% dos insetos da testemunha utilizada no experimento apresentaram
esporulagdo de fungo, sendo esse fato ocasionado pela ocorréncia natural do fungo B.
bassiana em campo. Todos os isolados, nas trés concentracdes testadas (10°, 10° e 10°
conidios.mL™), mostraram-se patogénicos aos adultos de R. palmarum (Tabela 12).

Apesar de o isolado T9 de T. harzianum ter sido patogénico aos adultos de R.
palmarum, penetrando na sua cuticula, que é composta principalmente de quitina (SHAKERI,
FOSTER, 2007), as concentracdes utilizadas do fungo ndo influenciaram na porcentagem de
mortalidade dos mesmos (Tabela 12).

O produto comercial Boveril® e os isolados IBCB 66, CPATC 032 e CPATC 057
provocaram a mortalidade confirmada de 40, 36, 64 e 52% dos adultos de R. palmarum,
respectivamente, quando alimentados com sec¢Ges do colmo de cana-de-agucar tratadas com a
concentracdo 10° conidios.mL™, observando-se diferencas significativas somente em relacéo a
mortalidade confirmada ocasionada na testemunha e na concentracéo de 10" conidios.mL™
(Tabela 12).
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Tabela 12 — Média + EP* da mortalidade confirmada (%) de adultos de Rhynchophorus palmarum alimentados

com cana-de-agUcar tratada com fungos entomopatogénicos nas concentragdes de 107, 10° e 10°
conidios.mL™. (Temp. 26 + 1°C, UR 60 + 10% e fotofase de 12 h).

Concentragéo (conidios.mL™)

Tratamentos 0 10’ 108 10°
IBCB 66 8,00 + 4,29 aB 4,00 + 2,86 aB 16,00 + 5,72 bcAB 36,00 + 6,44 abA
CPATC 032 8,00 4,29 aC 32,00 + 5,72 aBC 52,00 + 7,87 aAB 64,00 + 6,44 aA
CPATC 057 8,00 + 4,29 aC 24,00 5,72 aBC 44,00 + 9,30 abAB 52,00 5,72 aA
Boveril® 8,00 + 4,29 aB 8,00 + 4,29 aB 20,00 + 3,57 bcAB 40,00 + 7,15 abA
To 8,00 + 4,29 aA 4,00 + 2,86 aA 8,00 + 4,29 cA 12,00 + 6,44 bA

IMédias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV = 23,49%.

*Produto comercial Boveril® PM PL63/Koppert Biological Systems, & base do fungo Beauveria bassiana.

Fonte: Autora (2014).

A eficiéncia das concentracdes fungicas utilizadas no controle de insetos-praga esta
relacionada com a variabilidade que existe entre os isolados de B. bassiana. Sheeba et al.
(2001), ao avaliar o gorgulho-do-arroz Sitophilus oryzae (L., 1763) (Coleoptera:
Curculionidae) durante 20 dias ap6s serem tratados com o isolado MTCC 2028 de B.
bassiana nas concentracdes 3,2x10°, 2,5x10° e 3,9x10’ conidios.mL™, constataram
mortalidade média confirmada de 28, 48,4 e 75,8%, respectivamente.

Pedrini et al. (2010) estudaram a eficiéncia do isolado GHA de B. bassiana, em quatro
concentragfes, sobre adultos de Tribolium castaneum (Herbst.,, 1797) (Coleoptera:
Tenebrionidae) e Ulomoides dermestoides (Fairmaire, 1893) (Coleoptera: Tenebrionidae),
imersos na suspensdo fangica por 6 segundos e avaliados durante 14 dias apds serem tratados,
e observaram mortalidade confirmada de 0, 0, 0 e 4% para T. castaneum e 0, 6,7, 125 e
10,6% para U. dermestoides nas concentracdes 10°, 10°, 10® e 10° conidios.mL?,
respectivamente.

Na concentragdo 10’ conidios.mL™, a porcentagem de mortalidade confirmada do
Boveril® e dos isolados T9, IBCB 66, CPATC 032 e CPATC 057 foi de 8, 4, 4, 32 e 24%,
respectivamente, ndo diferindo entre si (Tabela 12). Enquanto isso, Pires et al. (2010)

constataram mortalidade confirmada de 13% de lagartas de Tuta absoluta (Meyrick, 1917)
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(Lepidoptera: Gelechiidae) ao alimenta-las com foliolos de tomateiro pulverizados com a
suspensdo do isolado CPATC 057 na concentracdo de 10’ conidios.mL™.

Rondelli et al. (2012) constataram que o produto comercial Boveril®, na concentracio
10’ conidios.mL™, foi responsavel pela mortalidade confirmada de 86,4% de lagartas da traca-
das-cruciferas Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), apresentando,
dessa maneira, resultados bem superiores aos encontrados no presente estudo. Provavelmente,
essa elevada diferenca na porcentagem da mortalidade ocorreu devido a forte esclerose do
exoesqueleto e dos elitros dos insetos pertencentes a ordem Coleoptera (COSTA LIMA,
1952), dificultando a penetracdo do fungo, o que n&o ocorre na ordem Lepidoptera.

Para a concentracdo 10° conidios.mL™, o isolado CPATC 032 ocasionou mortalidade
de 52% dos insetos, porém nao diferiu significativamente do isolado CPATC 057, o qual
apresentou 44% de mortalidade confirmada dos adultos de R. palmarum. A mortalidade
confirmada causada pelo produto Boveril® e pelos isolados T9 e IBCB 66 foi de 20, 8 e 16%,
respectivamente, ndo diferindo entre si (Tabela 12). Em contrapartida, Giometti et al. (2010)
encontraram mortalidade confirmada de 70% ao tratar os adultos do bicudo-do-algodoeiro
Anthonomus grandis (Boheman, 1843) (Coleoptera: Curculionidae) com o isolado IBCB 66
na concentracdo 10% conidios.mL™. Possivelmente, essa diferenca pode estar associada ao
método de aplicacdo do fungo diretamente no inseto, garantindo um maior indice de
mortalidade.

Diferencas encontradas nos indices de mortalidade confirmada podem estar
relacionadas a viruléncia dos isolados de B. bassiana ou ainda pelo modo de aplicacdo do
fungo. Lo Verde et al. (2015), ao tratar adultos de Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790)
(Coeloptera: Curculionidae) com o isolado L1 de B. bassiana durante 30 segundos na
concentracdo 10% conidios.mL™, verificaram 20% de mortalidade confirmada. Por outro lado,
Nussenbaum; Lecuona (2012) verificaram que os isolados de B. bassiana Bb 23, Bb 286, Bb
301 e Bb 302 ocasionaram mortalidade de 90-92% sobre os adultos de A. grandis, quando
tratados por 15 segundos com a concentracéo 5x10° conidios.mL™.

Na concentracdo 10° conidios.mL™, o produto Boveril® e os isolados IBCB 686,
CPATC 032 e CPATC 057 ocasionaram mortalidade de 40, 36, 64 e 52% dos insetos,
respectivamente, ndo ocorrendo diferencas significativas entre esses isolados. O isolado T9 de
T. harzianum ocasionou a mortalidade de apenas 12% dos insetos (Tabela 12).

Embora o isolado CPATC 032 ndo tenha diferido estatisticamente dos demais

tratamentos, exceto do isolado T9, é provavel que a maior porcentagem de mortalidade de R.
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palmarum ocasionada por esse tratamento esteja relacionada ao fato de ser um fungo isolado
do proprio inseto em estudo, proporcionando uma maior viruléncia.

Ainda em relacdo ao isolado CPATC 032, valor proximo foi encontrado por
Mendonca (2007), que, ao estudar a eficiéncia desse isolado sobre adultos de R. palmarum,
alimentados com colmos de cana-de-agucar previamente tratados pelo fungo na concentracao
10° conidios.mL™, durante 3 horas, constatou 61,4% de mortalidade dos insetos.

Resultados préximos, porém, mantendo os insetos em contato direto com a suspensao
fangica, foram encontrados por Almeida et al. (2009), os quais verificaram que o isolado
IBCB 66 de B. bassiana na concentracdo 1,12x10° conidios.mL™ causou mortalidade
confirmada de 40% dos adultos do moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus (Germar,
1824) (Coleoptera: Curculionidae).

4.3.3 Andlise de sobrevivéncia dos adultos de Rhynchophorus palmarum tratados com fungos

entomopatogénicos

Com relacdo a sobrevivéncia meédia, ou seja, 0 tempo de vida dos adultos de R.
palmarum apo6s serem alimentados com se¢des do colmo de cana-de-agUcar tratadas com 0s
fungos entomopatogénicos, na concentracdo 10’ conidios.mL™ foi possivel verificar que
houve diferenca significativa entre o isolado CPATC 032 (12,25 dias) e o isolado T9, o
produto Boveril® e a testemunha, com médias entre 14 e 19 dias (Tabela 13).

Pode-se constatar que os insetos alimentados com a cana-de-agucar tratada com o
isolado CPATC 032, na concentracdo 10° conidios.mL™, apresentou sobrevivéncia de
aproximadamente 11 dias, ndo diferindo apenas do produto Boveril®, com sobrevivéncia
aproximada de 13 dias (Tabela 13). Esses valores divergem dos resultados encontrados por
outros autores, possivelmente, devido aos insetos ndo estarem em contato direto com a
solucéo fungica. Como por exemplo, Nussenbaum; Lecuona (2012) verificaram que adultos
de A. grandis tratados durante 15 segundos com os isolados de B. bassiana Bb 23, Bb 286, Bb
301 e Bb 302, apresentaram sobrevivéncia média de 7 a 9 dias.

Por outro lado, Lo Verde et al. (2015) ao tratar adultos de R. ferrugineus com o
isolado L1 de B. bassiana durante 30 segundos na concentracdo 10° conidios.mL™,
constataram sobrevivéncia aproximada de 23 dias.

A sobrevivéncia média dos adultos de R. palmarum expostos ao alimento tratado com
a concentragdo 10° conidios.mL™ do produto Boveril® e dos isolados IBCB 66, CPATC 032 e

CPATC 057 foi de 12 a 15 dias, ndo diferindo entre si. O isolado T9 apresentou sobrevivéncia
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média de 17 dias, ndo diferindo apenas da testemunha (Tabela 13). Os resultados deste estudo
mostraram-se mais eficientes que os encontrados por Dembilio et al. (2010), os quais
verificaram que a sobrevivéncia média dos adultos de R. ferrugineus imersos na suspensao
fangica do isolado EABb 07/06-Rf de B. bassiana, durante 90 segundos, foi de 16 dias.

Tabela 13 - Média + EP" da sobrevivéncia (dias) de adultos de Rhynchophorus palmarum alimentados com cana-
de-aclicar tratada com fungos entomopatogénicos nas concentracdes de 107, 108 e 10° conidios.mL™.
(Temp. 26 £ 1°C, UR 60 = 10% e fotofase de 12 h).

Concentragéo (conidios.mL™)

Tratamentos

10’ 10° 10°
Testemunha 19,50+ 0,50 a 19,50 + 0,50 a 19,50 + 0,50 a
IBCB 66 13,00 % 0,00 abc 17,75+ 0,95 a 14,78 + 1,62 bc
CPATC 032 12,25+ 181 ¢ 11,77+ 1,14 ¢ 12,87 + 1,25 cd
CPATC 057 13,33 + 0,56 abc 15,91 +1,25ab 15,85 + 1,18 abc
Boveril® 14,50 + 0,50 ab 13,60 + 0,51 abc 12,70 £ 2,07 cd
T9 16,00+ 0,00 a 16,00+ 4,00a 17,00 + 2,52 ab
¥*=11,50" ¥*=17,60" ¥*=14,83"

'Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Log-Rank por pares de isolados
apos analise de sobrevivéncia pelo método Kaplan-Meyer.

*Produto comercial Boveril® PM PL63/Koppert Biological Systems, & base do fungo Beauveria bassiana.
“Significativo a 5% de probabilidade.

Fonte: Autora (2014).

4.3.4 Determinacgédo da Concentragéo Letal (CLsp) para adultos de Rhynchophorus palmarum

Com base nos valores de mortalidade confirmada dos adultos de R. palmarum
alimentados com cana-de-acUcar tratada com os fungos, todos os isolados foram selecionados
para determinar a CLso, entretanto, apenas o isolado CPATC 032 apresentou-se viavel (menor
CLso) no controle de R. palmarum em condicGes de laboratério. A CLsy do isolado CPATC
032 foi estimada em 1,11x10° conidios.mL™ com limites inferior e superior de 5,47x10" e
3,83x10"°, respectivamente (Tabela 14).



89

Tabela 14 - Estimativa da Concentragdo Letal (CLsy) para os fungos entomopatogénicos sobre adultos de
Rhynchophorus palmarum. (Temp. 26 + 1°C, UR 60 £ 10% e fotofase de 12 h).

CLs, (conidios.mL™)

Isolado (1C 95%)? 1® Valor P pe
3,21x10"

IBCB 66 (7,38x10° — 2,37x10%) 0,03 0,88 0,68
1,11x10°

CPATC 032 (5,47x10" — 3,83x10%) 0,11 0,74 0,41
5,16x10°

CPATC 057 (8,32x10% — 1,41x10%) 0,32 0,57 0,38
2,78x10"

Boveril® (5,67x10° — 1,09x10%) 0,00 0,97 0,57
1,34x10"

T9 @) 0,02 0,89 0,28

*Produto comercial Boveril® PM PL63/Koppert Biological Systems, & base do fungo Beauveria bassiana.
2(1C 95%) = Intervalo de Confianca (5% de significancia).

%y* = Teste de Qui-quadrado.

*Valor P = Probabilidade (5% de significancia).

> = Coeficiente angular da reta.

Fonte: Autora (2014).

Apesar de as condigdes de temperatura e umidade estarem favoraveis a boa atuacao
dos isolados IBCB 66, CPATC 057 e T9, e do produto Boveril® os resultados ndo foram
satisfatorios, atestando que tais isolados sdo patogénicos aos adultos de R. palmarum,
entretanto, ndo apresentam agressividade acentuada para estimar um menor valor da CLso,
tornando-os economicamente invidveis. Contudo, outros isolados da mesma espécie podem
apresentar resultados mais promissores, como verificado por Sabbour (2013), o qual estimou
a CLso para o isolado estoque 1 de B. bassiana, obtido da Unidade de Micologia da Franca,
sobre fémeas e machos de R. ferrugineus em 3,11x10* e 3,09x10* conidios.mL™,
respectivamente.

Nussenbaum; Lecuona (2012) estimaram a CLso dos isolados de B. bassiana Bb 23,
Bb 286, Bb 301 e Bb 302 sobre adultos de A. grandis em 8,63x107, 1,45x10°, 4,47x10" e
4,76x10" conidios.mL™, respectivamente. Ao tratar adultos de R. ferrugineus com o isolado
EABb 07/06-Rf de B. bassiana nas concentraces 6,73x10°, 6,73x10’, 6,73x10® e 6,73x10°
conidios.mL™, Dembilio et al. (2010) estimaram a CLso em 3,0x10°, apresentando-se menos

eficiente que o isolado CPATC 032 sobre os adultos R. palmarum.



90

4.3.5 Determinagdo do Tempo Letal (TLsp) para adultos de Rhynchophorus palmarum

Por meio da analise de Probit, as concentracdes de 10® e 10° conidios.mL™ dos
isolados IBCB 66, CPATC 032, CPATC 057 e T9, e do produto comercial Boveril® foram
selecionadas para a determinacdo do TLso. A concentracdo 10’ conidios.mL™ ndo foi
selecionada para estimar o TLs devido a baixa porcentagem da mortalidade durante o periodo
de avaliacdo e, consequentemente, por apresentar valores elevados do TLs.

Na concentracdo 10, os isolados CPATC 032 e CPATC 057 apresentaram melhores
desempenhos durante os 20 dias de avaliacdo do experimento. O TLso do isolado CPATC 032
de B. bassiana foi estimado em 17,61 dias com limites inferior e superior de 15,89 e 20,31
dias, respectivamente. Em relacdo ao isolado CPATC 057, 0 TLso foi estimado em 23,11 dias
com limites inferior e superior de 20,28 e 29,29 dias, respectivamente (Tabela 15).

Tabela 15 - Estimativa do Tempo Letal (TLs) para os fungos entomopatogénicos na concentragdo 10°

conidios.mL™ sobre adultos de Rhynchophorus palmarum (Temp. 26 + 1°C, UR 60 + 10% e
fotofase de 12 h).

TLs (dias)

Isolado (1C 95%)° ¥®  valor P¥ pe
24,86

IBCB 66 (21,66 — 42,67) 1,53 1,00 9,61
17,61

CPATC 032 (15,89 - 20,31) 4,99 0,99 3,53
23,11

CPATC 057 (20,28 — 29,29) 5,24 0,99 4,70
25,61

Boveril® (21,84 — 36,37) 6,96 0,99 511
55,79

T9 (30,83 — 13.945) 2,97 1,00 3,25

Produto comercial Boveril® PM PL63/Koppert Biological Systems, & base do fungo Beauveria bassiana.
2(1C 95%) = Intervalo de Confianca (5% de significancia).

3y? = Teste de Qui-quadrado.

*Valor P = Probabilidade (5% de significancia).

5B = Coeficiente angular da reta.

Fonte: Autora (2014).

Na concentragdo 10°, os isolados CPATC 032 e CPATC 057 também apresentaram 0s
melhores resultados para o periodo avaliado. O TLso do isolado CPATC 032 foi estimado em
17,25 dias com limites inferior e superior de 15,40 e 20,13 dias, respectivamente. Em relacéo
ao isolado CPATC 057, o TLso foi estimado em 21,92 dias com limites inferior e superior de
19,44 e 26,84 dias, respectivamente (Tabela 16).
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Tabela 16 - Estimativa do Tempo Letal (TLsy) para os fungos entomopatogénicos na concentragio 10°
conidios.mL™ sobre adultos de Rhynchophorus palmarum. (Temp. 26 + 1°C, UR 60 + 10% e
fotofase de 12 h).

TLs (dias)

Isolado (1C 95%)° ¥®  valor P¥ pe
32,31

IBCB 66 (24,89 — 54,15) 9,81 0,94 2,69
17,25

CPATC 032 (15,40 — 20,13) 7,91 0,98 3,07
21,92

CPATC 057 (19,44 — 26,84) 5,81 0,99 4,49
38,51

Boveril®* (26,77 — 80,16) 4,44 0,99 1,67
42,19

T9 (27,67 — 461,05) 2,93 1,00 3,98

Produto comercial Boveril® PM PL63/Koppert Biological Systems, & base do fungo Beauveria bassiana.
2(1C 95%) = Intervalo de Confianca (5% de significancia).

3y? = Teste de Qui-quadrado.

*Valor P = Probabilidade (5% de significancia).

°B = Coeficiente angular da reta.

Fonte: Autora (2014).

Loureiro; Moino Janior (2007), ao testar a patogenicidade do isolado IBCB 66 na
concentracdo 10° conidios.mL™, pulverizando-os sobre adultos do predador Orius insidiosus
(Say, 1832) (Hemiptera: Anthocoridae), determinaram que o TLsg foi de 4,97 dias. Da mesma
forma, Pinto et al. (2012) estudando a patogenicidade do isolado IBCB 66, no mesmo modo
de aplicacdo, na concentracdo 10° conidios.mL™ sobre adultos do psilidio Diaphorina citri
(Kuwayama, 1908) (Psyllidae: Hemiptera), constataram que o TLso foi de 5,7 dias. Tais
resultados ndo corroboram com o0s encontrados no presente estudo, possivelmente por
pertencerem a ordens de insetos distintas e/ou devido ao contato direto desses insetos com a
suspensdo fungica através da pulverizacéo.

Sheeba et al. (2001), testando a eficacia do isolado MTCC 2028 de B. bassiana sobre
S. oryzae nas concentragdes 3,2x10°, 2,5x10° e 3,9x10’ conidios.mL™, estimaram 0 TLso em
38,5 dias, 27 dias e 13,25 dias, respectivamente.
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4.4 CONCLUSOES

v O produto comercial Boveril® e os isolados IBCB 66, CPATC 032 e CPATC 057 de
B. bassiana, e T9 de T. harzianum, séo patogénicos a R. palmarum;

v Os isolados CPATC 032 e CPATC 057 utilizados na concentracdo de 10°
conidios.mL™ sdo promissores no controle de R. palmarum;

v Com base nos valores da CLsg e TLsp, apenas o uso do isolado CPATC 032 apresenta-

se economicamente viavel no controle de R. palmarum sob condicGes de laboratorio.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, foi possivel determinar uma técnica viavel de criacdo de R.
palmarum, visto que, as dietas artificiais desenvolvidas mostraram-se promissoras, embora
ainda ndo sejam ideais, necessitando de alguns ajustes para que a criacdo massal de R.
palmarum seja continua em laboratorio.

Com base nos dados de mortalidade confirmada, sobrevivéncia média, CLsg e TLso,
pode-se afirmar que o isolado CPATC 032 mostrou maior viruléncia sobre os adultos de R.
palmarum, ocasionando elevados indices de mortalidade em um menor periodo de tempo,

podendo apresentar 6timos resultados quando testados nessas condi¢des de laboratorio.



