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RESUMO GERAL

O mogno (Swietenia macrophylla King) é uma espécie florestal extremamente apreciada pela
qualidade de sua madeira, plasticidade silvicultural e beleza ornamental. O seu corte em areas
naturais foi tdo abusivo que atualmente é uma espécie protegida e ameacada de extincao.
Apesar disso, o cultivo do mogno tem se estabelecido em diversas partes do mundo, inclusive
no Brasil, tanto em plantios comerciais, quanto na arborizacéo de diversas cidades. Porém, um
dos principais entraves para o estabelecimento pleno de plantios macicos de mogno consiste
no aparecimento de pragas, sobretudo da Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae),
considerada a principal praga da espécie. Por conta disso, estudos a respeito da sanidade do
mogno estdo concentrados nesse inseto e outros organismos danosos praticamente ndo tém
sido relatados e sdo, muitas vezes, subestimados. Com base nisso, esse trabalho teve como
objetivo principal buscar agentes de biocontrole da H. grandella, e avaliar quais espécies de
acaros e fungos ocorrem em mogno nas condi¢bes do Distrito Federal. O trabalho esta
dividido em oito capitulos. No primeiro capitulo, frutos de mogno foram analisados quanto a
predacdo por H. grandella, revelando que muitos dos frutos caidos coletados foram atacados e
consumidos pelo inseto. No segundo capitulo, um método de criacdo da H. grandella com o
uso de sementes de mogno foi estabelecido, de forma a fornecer insetos para bioensaios
seletivos. No terceiro capitulo, um isolado do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill foi caracterizado e testado quanto a sua patogenicidade em lagartas de H.
grandella, com 70% de mortalidade. J& no quarto capitulo, estirpes de Bacillus thuringiensis
Berliner foram testadas para averiguar a sua toxicidade em lagartas de H. grandella e
determinar a CLso das melhores estirpes e de toxinas Cry individuais. Os resultados indicaram
haver sinergismo entre essas toxinas. No quinto capitulo, as melhores estirpes dos bioensaios
foram utilizadas de forma sistémica em mudas de mogno para averiguar o potencial endofitico

da bactéria e o quanto ela pode causar mortalidade em lagartas atraves da aplicagéo no solo.



Nesse capitulo, uma estirpe em especial (S1905) teve uma eficiéncia de 88% para o controle
da H. grandella de forma sisttmica. No sexto capitulo sdo apresentadas duas novas
ocorréncias de acaros planticolas associados ao mogno no mundo (Aceria sp. e Eutetranychus
banksi McGregor), com a apresentacdo de uma nova espécie de Eriophyidae. No sétimo
capitulo foi verificada a ocorréncia de fungos em sementes de mogno coletadas em Brasilia e
um fungo patogénico foi encontrado, Fusarium oxysporum Schlecht. Por fim, no oitavo
capitulo, dois novos fungos foliares sdo descritos para o0 mogno, Phomopsis sp. e Phyllosticta
swieteniae Garcia. Esse trabalho mostrou que o mogno, apesar de tdo conhecido, é pouco
estudado quanto a sua sanidade e que muitos organismos estdo associados a essa espécie,
podendo, muitos deles, serem especificos. Além disso, novas formas de controle séo
apresentadas para a H. grandella, sua principal praga, de forma a reduzir a pressdo do uso de
produtos quimicos e incorporar 0 seu uso em programas de manejo integrado.

Palavras-chave: broca-do-mogno, biocontrole, Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana,

acaros planticolas, fungos fitopatogénicos.



GENERAL ABSTRACT

Mahogany (Swietenia macrophylla King) is a forest species appreciated by the quality of its
woods, silvicultural plasticity and ornamental beauty. Your cut in natural areas was so abusive
that currently is a protected and endangered species. Nevertheless, mahogany cultivation has
been established in various parts of the world, including Brazil, both in commercial
plantations, and the plantation of trees in several cities. However, a major obstacle to the full
establishment of mahogany massive plantations is the appearance of pests, particularly the
Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), a major pest of the species. Because of
this, studies about the sanity of mahogany are concentrated in this insect and other harmful
organisms have hardly been reported and are often underestimated. Based on this, this work
aimed to conduct studies regarding H. grandella, especially as its control using biocontrol
agents and describe the main harmful organisms associated with the species in Distrito
Federal, Brazil. This work is divided into eight chapters. In the first chapter, mahogany fruits
were analyzed about the predation by H. grandella, revealing that many of the collected fallen
fruits were attacked and eaten by the insect. In the second chapter, a method of creating H.
grandella using mahogany seeds was established in order to provide insects for selective
vioassays. In the third chapter, an isolate of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill was characterized and tested about your pathogenicity in H. grandella
caterpillars, with 70% of mortality. In the fourth chapter, strains of Bacillus thuringiensis
Berliner were tested to determine their toxicity in H. grandella caterpillars and determine the
LCs of the best strains and the individual toxins Cry. The results showed synergism between
these toxins. In the fifth chapter, the best strains of bioassays were used systemically in
mahogany seedlings to determine the potential of endophytic bacteria and how it can cause
mortality in caterpillars when applied in the soil. In this chapter, a strain in particular (S1905)

had 88% of efficiency to control H. grandella systemically. The sixth chapter presents two



new occurrences of plant inhabiting mites associated with mahogany worldwide (Aceria sp.
and Eutetranychus banksi McGregor), with the presentation of a new Eriophyidae. In the
seventh chapter, the occurrence of fungi in mahogany seeds collected in Brasilia was verified
and a pathogenic fungus was found, Fusarium oxysporum Schlecht. Finally, in the eight
chapter two new foliar fungi are described for mahogany, Phomopsis sp. and Phyllosticta
swieteniae Garcia. This work has shown that mahogany, although as known, is little studied
about your sanity and many organisms are associated with this species, and may many of
them to be specific. Moreover, new forms of control are presented to H. grandella, a major
pest of mahogany, in order to reduce the pressure of use of chemicals and incorporate their
use in integrated pest management programs.

Keywords: mahogany shoot borer, biocontrol, Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana,

phytophagous mite, pathogenic fungi.



INTRODUCAO GERAL

O mogno (Swietenia macrophylla King) € uma das espécies florestais de maior valor
comercial no Brasil e no mundo, devido a qualidade e beleza de sua madeira, sendo
considerada como nobre ou “madeira de lei” em muitos paises. Por esse motivo, o0 mogno foi
imensamente explorado e entrou para a lista de espécies ameacadas de extin¢do. Para sua
exploracdo € necessario ter a emissdo de licenca CITES — Convencédo Internacional sobre
Espécies Ameacadas de Extingdo. A partir de 2008, através do Diario Oficial da Unido, foi
publicado o Decreto n° 6.472, onde fica proibido o abate de arvores de mogno, inclusive em
areas nas quais seja autorizada a supressao de vegetacdo (Brasil, 2008).

De acordo com Felfili e Mazzei (2001), o mogno foi amplamente plantado na regido
de Brasilia e seu entorno, pelo Departamento de Parques e Jardins do Governo do Distrito
Federal, formando, muitas vezes, grandes bosques urbanos. As arvores mais velhas foram
plantadas h4 mais de cinquenta anos, na Esplanada dos Ministérios (Machado et al., 1992).
Ainda segundo os autores, o desenvolvimento das arvores tem sido satisfatorio, com algumas
ultrapassando 20 metros de altura e 60 cm de didmetro. Com relagdo ao aproveitamento de
madeira, grande parte das arvores apresenta o fuste sem bifurcacdes até os quatro metros de
altura, o que indica um elevado potencial da espécie para a produ¢cdo moveleira na regido do
Distrito Federal e entorno. Porém, a falta de conhecimentos sobre os problemas fitossanitéarios
é a principal barreira existente para a producdo comercial da espécie. Estudos sobre a sua
fitossanidade na regido do Distrito Federal sdo praticamente inexistentes, limitando-se apenas
a poucos relatos de ocorréncia de sua principal praga, a Hypsipyla grandella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae). Além disso, pouco se conhece sobre a bioecologia da H. grandella
na regido do Planalto Central, ndo se sabe, por exemplo, qual é o periodo de maior ataque,

informagdo essencial para o seu controle.



Assim, devido a sua elevada importancia, o interesse de se realizar pesquisas com o
objetivo de preservar, conservar e garantir 0 uso sustentdvel do mogno € evidente, sendo
necessarias pesquisas com o intuito de diminuir os prejuizos pela H. grandella e também

investigar quais sdo os principais organismos danosos associados a espécie.



OBJETIVOS
Objetivo geral
» Buscar agentes de biocontrole da principal praga do mogno, Hypsipyla grandella Zeller, e
avaliar quais espécies de acaros e fungos ocorrem em mogno nas condi¢Bes de Brasilia,

Distrito Federal.

Objetivos especificos

» Quantificar os danos provocados pela H. grandella em frutos de mogno;

» Estabelecer uma metodologia eficaz para a criacdo de H. grandella;

» Levantamento de novos agentes de biocontrole contra H. grandella;

» Realizar bioensaios de mortalidade de H. grandella com estirpes de Bacillus thuringiensis
Berliner;

» Avaliar o potencial de estirpes de B. thuringiensis para controlar H. grandella de forma
sistémica em mudas de mogno;

» Descrever 0s principais organismos danosos associados ao mogno, assim como Seus
possiveis sintomas, durante a producdo de mudas em casa de vegetacdo e em arvores de
Brasilia;

» Avaliar a sanidade de sementes de mogno em laboratério e em casa de vegetacéo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
Mogno: aspectos taxondmicos, ecoldgicos, silviculturais, econémicos e fitossanitarios

A familia Meliaceae possui varios representantes economicamente importantes,
sobretudo na industria madeireira. Com 51 géneros e aproximadamente 1400 espécies
descritas no mundo (Pinheiro, 2000), alguns géneros se destacam no mercado comercial
internacional, como o mogno verdadeiro (Swietenia spp.), mogno africano (Khaya spp.),
cedro americano (Cedrella spp.), cedro australiano (Toona spp.) e andiroba (Carapa spp.). As
arvores dos géneros Swietenia, Khaya e Entandrophragma sdo tradadas como mogno
(“mahogany”) em diversas partes do mundo. Existem trés espécies validas dentro do género
Swietenia: S. macrophylla King, com ocorréncia natural no México, América Central e
América do Sul (Figura 1); S. mahagoni (L) Jacg., nativa dos Estados Unidos da América e

das Antilhas; e S. humilis Duce, distribuida ao longo da Costa do Pacifico (Mohanadas, 2000).
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Figura 1. Zona de ocorréncia de Swietenia macrophylla na América do Sul, abrangendo seis
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O mogno brasileiro (S. macrophylla) é uma arvore robusta que geralmente domina o
dossel de uma floresta e é considerada uma espécie decidua a semidecidua, podendo atingir
uma altura total de 70 metros, com media de 30 a 40 metros, e 3,5 metros de diametro
(Williams, 1932; Lamb, 1966; Pennington & Sarukhan, 1968). As raizes tabulares sao
comuns e, em alguns casos, atingem até cinco metros na base. O tronco €é espesso, com sulcos
profundos e casca quase preta, 0 que proporciona uma excelente resisténcia ao fogo (Lamb,
1966; Chudnoff, 1979). E uma espécie extremamente apreciada na fabricacdo de moveis,
decoracdo e no uso paisagistico. Sua madeira € moderadamente pesada, dura, com cerne
castanho-amarelado e textura fina a média, sendo utilizada em pecas torneadas, objetos de
decoracao, instrumentos cientificos de precisdo, instrumentos musicais, esculturas, talhados,
moveis, laminados, compensados, carpintaria, construcdo naval e industria de aviacdo
(Lorenzi, 1992). A valorizacdo da madeira se deve a sua cor atrativa, estabilidade
dimensional, durabilidade, facil manuseio e utilizacdo pela industria (Rizzini, 1990). A
madeira do mogno possui densidade basica (peso seco em estufa / volume verde) de 0,45
kg/cms3, contracdo tangencial de 4,1%, contracdo radial de 3,0% e contracdo volumétrica de
7,8% (Melo et al., 1989).

O cultivo de S. macrophylla esta estabelecido em mais de 40 paises ao redor do
mundo, principalmente nas areas Gmidas e subimidas dos trépicos no sul e sudeste da Asia,
nas ilhas do Pacifico, no Caribe e na Africa tropical (CABI, 2005). Segundo Pandey (1983),
em 1980 havia cerca de 55.000 hectares de plantios de S. macrophylla no mundo. Ja em 1995,
as plantagdes da espécie cobriram aproximadamente 151 mil hectares (Pandey, 1997). Na
Indonésia ha mais de 55 mil hectares plantados (Cossalter & Nair, 2000) e nas Ilhas Fiji
aproximadamente 26 mil hectares (Kamath et al., 1996), figurando, assim, como os paises que
mais plantam o mogno. No Brasil, ndo ha dados sobre o nimero exato de plantios macigos de

mogno, apenas alguns relatos de cultivo no Norte do pais, principalmente no Pard e no



Centro-Oeste e Sudeste, sobretudo Goiés, Minas Gerais e S&o Paulo. Tentativas do cultivo de
mogno fora de sua area de origem foram consideradas um fracasso devido as mudas de baixa
qualidade e a incidéncia de Hypsipyla grandella Zeller (Carvalho, 2007).

A producdo de mudas de mogno é relativamente simples. As sementes possuem alta
taxa de germinacdo, podendo chegar até 100% quando frescas. O plantio das mudas deve ser
no periodo chuvoso, que é fundamental para garantir o bom crescimento das mudas até o
proximo periodo de estiagem, onde a sobrevivéncia tende a ser reduzida. Sob condicdes de
sombreamento, o crescimento da espécie tende a ser reduzido em até 50% em relacdo aos
plantios em pleno sol. A partir dos oito anos de idade apresenta crescimento rapido,
incrementos em didmetro e abertura da copa no periodo que corresponde ao inicio da
frutificacdo (Yared & Carpanezzi, 1981).

O crescimento do mogno varia de lento a moderado. Estima-se uma rotacdo entre 40 a
60 anos, mas as arvores poderdo ser aproveitadas a partir dos 25 anos, com aproximadamente
20 metros de altura e com DAP de 70 cm. Sua madeira é extremamente valorizada e com alta
demanda para exportacdo, onde o seu valor no mercado é de R$ 5 mil por m3, sendo que a
madeira extraida ilegalmente é vendida por R$ 125 por m3, o que levou a exploracdo
desordenada que chegou nos dltimos 10 anos a 4 milhGes de m? de mogno nativo (Carvalho,
2007). Na década de 90, o Brasil contribuiu com cerca de 60% do volume de mogno
comercializado, seguido da Bolivia com 27,6%. Desse total, 50% foram enviados para 0s
Estados Unidos da América, 34,3% a Comunidade Européia e 23,3% ao Reino Unido
(Funatura, 1993).

O mogno tem sido amplamente utilizado na arborizagdo urbana, sobretudo em
Brasilia, Distrito Federal e em Manaus, Amazonas (Prance & Silva, 1975). O mogno esta
entre as espécies mais utilizadas na arborizagdo urbana de Brasilia (Jacinto, 2001), com

destaque para a formacdo de florestas urbanas, onde € recomendado o plantio consorciado
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como uma das formas de prevenir o ataque da H. grandella. O mogno foi introduzido em
Brasilia pelo paisagista Burle Marx, sobretudo nas superquadras 315 e 316 da Asa Norte do
Plano Piloto. A espécie predomina quase toda a area verde dessas quadras, formando um
pequeno bosque, com individuos que ultrapassam a altura de um prédio de seis andares
(Carvalho, 2007; Lima, 2009). No Campus Darcy Ribeiro da Universidade de Brasilia
existem mais de 90 individuos de S. macrophylla (Kurihara & Imafa-Encinas, 2003). As
arvores de Brasilia mostraram que a espécie apresentou um crescimento primario e secundario
bastante satisfatorio, sendo passivel de ser plantada de forma comercial e também na sua
utilizacdo em consdrcios com outras espécies e em sistemas agroflorestais.

Com relacdo a sua sanidade, insetos das Ordens Hemiptera, Lepidoptera, Coleoptera,
Isoptera e Hymenoptera ja foram reportados associados ao mogno (Tabela 1), além das
espécies do género Hypsipyla (Lepidoptera). Porém, a maior parte deles ndo causa grandes
danos. Nenhuma espécie de acaro foi descrita associada a S. macrophylla até o presente
momento.

Em florestas naturais da Bolivia, as mudas de mogno sdo atacadas por formigas das
espécies Atta cephalotes e Atta cf. sexdens (Larrea, 1999). Essas espécies atacam também
plantacGes de mogno. Kamath et al. (1996) estimaram que cupins atacaram 7,7% das arvores
de mogno em uma plantacéo realizada no Fiji. No Sri Lanka e nas Ilhas Salomao, espécies do
género Coptotermes atacaram arvores vivas de mogno (Mayhew & Newton, 1998). N&o ha
relato de ataque de cupins em outros paises. Alguns insetos da ordem Coleoptera também ja
foram reportados em plantages de mogno, porém com menor importancia econémica (Nair,

2007).
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Tabela 1. Insetos associados a0 mogno no mundo, com excessdo da Hypsipyla spp. [extraido

de Mohandas (2000), com modificacGes]:

Inseto Pais Referéncia
Ambleypelta cocophaga (Hemiptera) Ilhas Saloméao Oliver (1992)
Egchiretes nominus (Lepidoptera) Belize, Honduras Chable (1967)
Diaprepes abbreviatus (Coleoptera) Porto Rico Bauer (1987)
Dysercus longiclaris (Coleoptera) Malasia Ata & Ibrahim (1984)
Catopyla dysorphnaea (Coleoptera) - Brunck & Mallet (1993)
Gyroptera robertsii (Coleoptera) - Brunck & Mallet (1993)
Crossotarsus externe-dentatus (Coleoptera) Fiji Roberts (1977)
Platypus gerstaeckeri (Coleoptera) Fiji Roberts (1977)
Coptotermes sp. (Isoptera) Fiji Oliver (1992)
Neotermes samoanus (Isoptera) Sri Lanka Stevenson (1940)
Neotermes papua (Isoptera) Ilhas Saloméao Kamath et al. (1993)
Procryptotermes spp. (Isoptera) Belize Kamath et al. (1995)
Atta spp. (Hymenoptera) Bolivia Larrea (1999)

Estudos sobre doencas que acometem a cultura sdo incipientes e doencas foliares
praticamente ndo tem sido observadas no Brasil. A principal doenca relatada em mogno € a
“queima-de-Cylindrocladium”, causada pelo fungo Cylindrocladium sp., detectada em folhas
de mogno em plantio florestal para recuperacdo de areas degradadas na Amazonia
(Gasparotto et al., 2014). As folhas infectadas apresentam queima das bordas, que progridem
em direcdo a nervura central. Sclerotium coffeicola Bull., agente causal da mancha-zonada, ja
foi relatado em mogno nos estados do Para (Bastos, 1998) e do Amazonas (Assis et al., 2007).
Além dessas doencas, ja foram relatadas vérias espécies do género Meliola (Assis et al.,
2010), Cylindrocladium floridanum Sobers & Seym (Mendes et al., 1998), Colletotrichum
gloeosporoides (Penz.) Sacc. (Trindade et al., 2004), Erythricium salmonicolor (Berk. et. Br.)

Burds (Hadi et al., 1993) e Gloeosporium sp., que causa manchas foliares (Suharti & Irianto,
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1992). AvaliacOes fitossanitarias e aspectos patologicos de fungos encontrados em sementes

de mogno nunca foram realizados.

Hypsipyla grandella (Lepidoptera: Pyralidae): biologia, criacéo e formas de controle

O género Hypsipyla é composto por 11 espeécies, dentre as quais cinco se destacam por
atacar arvores de interesse econdmico, sobretudo representantes da familia Meliaceae.
Segundo Bradley (1968), H. robusta Moore é encontrada na Africa, Asia e Australia, H.
ferrealis Hampson na América Central e norte da América do Sul, H. grandella na América
Central e América do Sul, H. albopartalis Hampson e H. areboruna Meiryck na Africa. H.
robusta ataca os géneros Khaya, Toona e Entandrophragma e H. grandella os géneros
Swietenia, Cedrella e Carapa. Essas duas espécies sdo consideradas as principais pragas
dentro do género (Grijpma, 1974).

Hypsipyla grandella, também conhecida como broca-das-melidceas, € um inseto que
possui um ciclo biolégico de aproximadamente 30 dias, dos quais o periodo larval
compreende 20 dias e o periodo pupal 10 dias, com temperatura de 30 °C (Vargas et al., 2001;
Taveras et al., 2004). Uma Unica fémea fertilizada pode pdr de 33 a 200 ovos durante trés a
quatro dias (Grijpa, 1971; Berti Filho, 1973; Sarmento Janior, 2001; Ohashi et al., 2002;
Silva, 2003) e até mais de 1000 ovos em toda a sua vida, em condi¢Bes de laboratdrio
(Grijpma & Roberts, 1976).

Dentro da familia Meliaceae, 13 géneros sdo alvos de H. grandella. No Brasil,
ocorrem em mogno, cedro (Cedrella odorata L.) e andiroba (Carapa guianensis Aubl.),
atacando ramos, brotos, folhas, frutos, casca (Taveras et al., 2004) e até mesmo a raiz
(Yamazaki et al., 1990).

Estudos a respeito da capacidade de voo e colonizagdo de novos ambientes foram

realizados por Fasoranti et al. (1982), comprovando que H. grandella possui uma grande
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capacidade de voo e dispersdo, podendo alcancar até 10 quilébmetros de distancia do ponto de
origem, além de conseguir localizar facilmente um hospedeiro isolado. Apesar disso, as
mariposas permanecem na area atacada enquanto novas brotacGes ainda estiverem presentes,
causando dano local severo (Griffiths, 2001). Os adultos sdo geralmente atraidos por arvores
jovens, emitindo novas folhagens, e por arvores danificadas e com presenca de fezes. Os ovos
sdo colocados nas brotacBes, ramos ou folhas, geralmente na superficie dorsal das folhas
(Grijpma & Gara, 1970; Griffiths, 2001).

O principal dano do inseto em arvores de mogno consiste na destruicdo do broto
terminal em mudas e arvores novas, devido a entrada e escavacdo de galerias pelas lagartas
(Grijpma, 1976). Os sintomas do ataque da lagarta sdo representados por exsudacdo de goma
e serragem, presenca de folhas secas em meio a folhagem verde e emissdo de novos ponteiros
a cada ataque consecutivo, que posteriormente também serdo atacados (Silva, 1985; Griffiths,
2000, Ohashi et al., 2002). O crescimento de um tronco retilineo é fortemente prejudicado
(Grijpma, 1976; Ohashi et al., 2000), com perda em altura de até 35% nos primeiros anos
(Ohashi et al., 2002). Ataques repetitivos e intensos podem causar a morte da planta.

A criagdo do inseto a base de uma dieta artificial é relativamente dificil. Estudos
baseados em diferentes dietas adaptadas de outros lepiddpteros foram realizados, porém as
lagartas ficaram pequenas e com baixo peso, as pupas deformadas e os adultos inférteis
(Vargas et al., 2001). Com isso, a criagdo é baseada primordialmente no uso de folhas frescas
de mogno e de andiroba.

Em uma recente revisao feita por Lunz et al. (2009), os principais métodos de controle
pesquisados para o controle da broca sdo: uso de gendtipos resistentes ao inseto; manejo
silvicultural por meio da interferéncia na localizacdo da planta hospedeira, reducdo da
adequabilidade hospedeira, aumento de inimigos naturais e recuperacdo da forma e

incremento da altura da planta; uso de semioquimicos; e o controle biolégico, com o uso de
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fungos, vespas, nematoides e bactérias. O uso de inseticidas convencionais tem sido
desaconselhavel para o controle da broca por razées como o habito do inseto (criptico), a
natureza dos danos (internos na planta), fatores climaticos (pluviosidade intensa na regiao de
ocorréncia natural) e o longo periodo de protecdo necessario que perdura quase todo o ciclo
de vida da planta, que o torna oneroso, impraticavel e danoso para o meio ambiente (Wylie,
2001; Mahroof et al., 2002).

Devido a importancia que a H. grandella possui como inseto danoso ao mogno, essa
espécie foi escolhida como chave para a realizacdo dos estudos desse trabalho. Portanto, foi
dada maior atencdo a essa praga no que se refere aos danos em mogno, criacao e, sobretudo,
na busca de um agente de biocontrole eficaz. Até o presente momento, ndo existem estratégias
para se controlar de forma eficaz e plena a incidéncia de H. grandella sobre as meliaceas de
importancia comercial (Lunz et al., 2009). Surge, entdo, um promissor meio de controle de H.
grandella, a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, um agente de controle biolégico muito

utilizado para controlar diversas pragas agricolas e florestais.

Microrganismos como agentes de biocontrole de pragas

Bacillus thuringiensis € uma bactéria gram positiva, aerébia, da familia Bacillaceae, de
abrangéncia cosmopolita (Krywunczyk & Fast, 1980), podendo ser encontrada em varios
substratos como solo, agua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e graos
armazenados (Bravo et al., 1998). De acordo com Habib & Andrade (1998), Bt possui
caracteristicas bacterioldgicas tipicas e que diferem das outras especies dentro do género,
como a formacéo de esporos de formato elipticos a cilindricos, geralmente em posicao central,
com um esporangio ndo nitidamente estendido.

Com relacdo ao seu ciclo de vida, o Bt apresenta duas fases principais: uma de

crescimento vegetativo, na qual a bactéria se multiplica por biparticdo e outra de esporulagéo,
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que consiste na diferenciacdo da bactéria em esporo (Soberon & Bravo, 2001). No momento
de sua esporulacdo, ha a producédo de inclusGes protéicas cristalinas, de formas definidas, que
podem ser visualizadas por microscopia de contraste de fases (Monnerat & Bravo, 2000). A
atividade entomopatogénica dessa bactéria se deve justamente a essas inclusdes protéicas, que
séo cristais compostos por proteinas denominadas endoproteinas ou proteinas cristal (Bravo et
al., 1998; Monnerat & Bravo, 2000).

O uso de Bt no biocontrole de insetos-praga apresenta muitas vantagens como a sua
especificidade aos insetos alvo, possui efeito ndo poluente ao meio ambiente, inocuidade aos
mamiferos e vertebrados e auséncia de toxicidade as plantas, 0 que permite a sua aplicacao
direta (Whiteley & Schnepf, 1986). Segundo Quesada-Moraga et al. (2004), esse organismo
tem merecido atencdo pelos pesquisadores por controlar larvas/lagartas/ninfas de insetos das
ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Orthoptera e Hemiptera, além de outros organismos,
como acaros, nematoides e protozoarios.

As toxinas produzidas por Bt estao divididas em quatro grupos principais: a-
exotoxina, B-exotoxina, VIP3A e 3-endotoxina. A a-exotoxina, também conhecida como
fosfolipase C, lectinase ou fosfatidilcolina fosfohidrolase (Toumanoff, 1952; Faust & Bulla
Jr., 1982), é uma enzima que possui atividade citolitica ao atuar sobre os fosfolipideos que
formam as membranas de diversos tipos celulares (Faust & Bulla Jr., 1982). E uma toxina
termolabil, solivel em agua, altamente tdxica para alguns insetos e vertebrados, encontrada no
sobrenadante de algumas culturas durante a fase logaritmica de crescimento de certas estirpes
de Bt, causando a degeneracgdo e a lise de hemdcitos (Krieg, 1971; Habib & Andrade, 1998;
Hansen & Salamitou, 2000). O gene correspondente a essa toxina foi clonado e sequenciado
(Lechner et al., 1989).

Descrita por Heimpel em 1967, a B-exotoxina é termoestdvel em &agua, altamente

toxica para muitos insetos e certos vertebrados (Habib & Andrade, 1998), produzida durante a
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fase vegetativa de crescimento de algumas subespécies de Bt. O termo sugerido por Heimpel
foi considerado inadequado para essa substancia, devido a sua estrutura quimica. Assim, o
termo thuringiesina foi sugerido por varios autores (Kim & Huang, 1970; Pais & De Barjac,
1974; Farkas et al., 1977). Por ndo afetar apenas invertebrados, a utilizacdo dessa toxina é
limitada e proibida em diversos paises (Sebesta & Horska, 1968; De Barjac & Riou, 1969).
Nenhuma das estirpes usualmente utilizadas no Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia produzem essa toxina, 0 que as tornam
especificas contra os insetos alvo.

A VIP3A, do inglés vegetative insecticidal proteins, € uma proteotoxina que foi
identificada como sendo do sobrenadante de culturas de algumas estirpes de Bt, em fase
logaritmica de crescimento (Estruch et al., 1996; Yu et al., 1997). Assim, o uso do
sobrenadante também ¢é aproveitado, e ndo apenas a mistura de esporos e cristais obtida apds
0 cultivo de Bt (Monnerat & Praca, 2006). Estudos tem apresentado que essa toxina tem
atividade contra insetos pouco sensiveis a maioria das d-endotoxinas (Bravo et al., 1998;
Monnerat & Bravo, 2000).

Conhecidas também como proteinas Cry, as 6-endotoxinas participam da formagéo do
cristal protéico, ligado a esporulacdo da bactéria, formado a partir do segundo estagio da
esporulacdo e é liberado quando as células sao lisadas (Monnerat & Bravo, 2000). De acordo
com Crickmore et al. (1998), a classificacdo dessas proteinas é baseada na similaridade das
sequéncias de aminoacido. Atualmente existem mais de 700 diferentes genes Cry e as
proteinas Cry estdo agrupadas em 73 classes. A atualizagdo constante desta nova classificacao
se encontra disponivel no site: http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/.
Essas proteinas sdo as mais utilizadas para o biocontrole de insetos e apresentam um espectro
de acdo, normalmente, restrito a uma Ordem de insetos em particular (De Maagd et al., 2001).
Apresentam acdo extremamente toxica (Valadares-Inglis et al., 1998) para
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larvas/lagartas/ninfas de insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Hemiptera e Orthoptera.

O mecanismo de acdo das proteinas Cry pode ser dividido em sete etapas: 1)
Solubilizacdo do cristal, onde o pH alcalino e as condi¢des redutoras do intestino médio do
inseto sdo indispensaveis para esse processo; 2) Processamento das toxinas, onde ha a
participacdo das proteases predominantes do intestino médio (tripsina, quimiotripsina,
termosilina e cartepsinas); 3) Unido ao receptor, podendo ser do tipo reversivel ou
irreversivel. A unido aos sitios € a etapa determinante da alta especificidade das -endotoxinas
(Van Rie et al., 1989); 4) Insercdo na membrana, onde a fase irreversivel da unido das &-
endotoxinas na membrana € considerada como uma evidéncia de que as proteinas Cry
inserem-se na membrana para, em seguida, causar a destruicdo do tecido intestinal das
larvas/lagartas de insetos suscetiveis (Van Rie et al., 1989; Liang et al., 1995); 5) Agregacao,
na qual o modelo propde que o poro é formado por 4 — 6 moléculas; 6) Formacao do poro,
com um didmetro de 1 a 2 nm; 7) Citdlise, causada por efeitos sinergéticos dos cristais e
esporos. Foi demonstrado que as proteinas Cry causam a morte das células epiteliais ao
inativar o sistema que mantém o gradiente de pH (Wolfersberger, 1992) e por citélise
osmotica (Knowles & Ellar, 1987). A consequéncia final da destruicdo do intestino médio e a
proliferacdo de bactérias na hemolinfa € a morte das larvas/lagartas por inanicdo e septicemia
(Monnerat & Praca, 2006).

O uso de Bt ocupa de 1 a 2% do mercado de produtos usados como inseticidas de
pragas agricolas, florestais ou de vetores de doengas para 0 homem e animais (Estruch et al.,
1996; Baum et al., 1999), conferindo niveis adequados e consistentes de controle. No Brasil,
para que os produtos bioldgicos possam ser utilizados em grande escala, € necessario que
sejam produzidos bioinseticidas nacionais com precos mais acessiveis e que possam competir
com os produtos quimicos. Além disso, precisam ser altamente eficientes para ter uma boa
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aceitacdo por parte dos produtores e consequentemente, maior demanda. Para a correta
utilizacdo destes produtos, € necessario que 0s agricultores ou responsaveis técnicos
conhecam as caracteristicas da cultura e, principalmente, a biologia do inseto alvo, assim
como também as recomendacdes para a aplicacdo adequada do produto (Praca et al., 2007).

Os fungos entomopatogénicos pertencem a aproximadamente 90 géneros e 700
espécies (Alves, 1998). Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill e Metarhizium anisopliae Sorok
sdo fungos mitosporicos cosmopolitas frequentemente encontrados na natureza e representam
as especies mais estudadas como agentes de controle bioldgico de insetos-praga desde o
século XIX (Tigano & Mello, 2006). Isolados desses fungos podem ser obtidos tanto de seus
hospedeiros quanto de amostras de solo. A identificacdo de espécies é baseada em critérios
morfoldgicos e moleculares (Alves, 1998; Humber, 1997; Goettel & Inglis, 1997; Tigano &
Mello, 2006).

Os fungos que causam mortalidade em insetos tém grande versatilidade e podem
infectar diferentes estagios de desenvolvimento dos hospedeiros. Infectam seus hospedeiros
penetrando através do tegumento, por via oral, anal, entre outras formas. Segundo Alves
(1998), os sinais das doencgas produzidas por B. bassiana em insetos sdo caracterizados
inicialmente pela interrupcdo da alimentacdo e desorientacdo, posteriormente aparecem hifas
através dos espiraculos e, finalmente, pela presenca do micélio que envolve externamente o
cadaver do inseto, dando o aspecto de algodéo, de cor branca.

Os fungos B. bassiana e M. anisopliae apresentam baixa toxicidade e ndo infectam
mamiferos. Experimentos em campo demonstraram que esses fungos nao representam riscos
para 0 meio ambiente quando introduzidos como biopesticidas, pois ndo afetam a microflora e
a fauna nativa (Hu & St. Leger, 2002; Ivie et al., 2002; Wang et al., 2004). O género

Beauveria ¢ um dos mais promissores agentes de biocontrole de pragas, pois € de facil
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dispersdo, possui grande variedade de hospedeiros e habilidade de penetrar via cuticula
(Samish & Glazer, 1991).

Alguns microrganismos ja foram isolados de lagartas de Hypsipyla spp. (Tabela 2),
inclusive isolados de Beauveria. Apesar de uma ampla gama de possiveis agentes de
biocontrole ter sido descoberta associados ao inseto, poucos estudos foram realizados com o
propdsito de verificar o potencial destes para o controle da Hypsipyla.

S&0 poucas as pesquisas relacionadas ao uso de Bt e B. bassiana para o controle de H.
grandella. Em uma reviséo feita por Lunz et al. (2009), o uso de Bt na cultura do mogno esta
restrita a aplicacdo antes da penetracdo das lagartas nos ramos. Porém, nenhum estudo
aprofundado sobre as principais toxinas Cry envolvidas na mortalidade da lagarta, assim
como o possivel efeito sistémico que Bt pode ter em plantas de mogno, foi realizado. O
mesmo acontece com o uso de fungos entomopatogénicos para o controle da broca do mogno.
Portanto, este trabalho visa contemplar e minimizar uma lacuna importante relacionada ao
estudo de organismos danosos a0 mogno e lancar estratégias de controle da H. grandella de

forma efetiva e menos danosa ao meio ambiente, 0 uso de agentes bioldgicos.
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Tabela 2. Microrganismos toxicos a Hypsipyla robusta e Hypsipyla grandella [extraido de

Hauxwell & Floyd (2001), com adaptaces]:

Patdgeno Local Espécie Referéncia
Fungos
Beauveria bassiana Desconhecido  H. grandella Berrios & Hidalgo-
Salvatierra (1973a)
Beauveria bassiana * Brasil H. grandella Barbosa et al. (2012)
Beauveria sp.* Peru H. grandella  Yamazaki et al. (1990)
B. brongniartii * india H. robusta Kandasamy (1969)
B. brongniartii * Desconhecido  H. grandella Berrios and Hidalgo-
Salvatierra (1973b)
B. brongniartii * india H. robusta Misra (1993)
Metarhizium anisopliae Desconhecido  H. grandella Berrios & Hidalgo-
Salvatierra (1973a)
Metarhizium sp. * Costa Rica H. grandella Hauxwell et al. (n/p)
Metarhizium sp. * Gana H. robusta Hauxwell et al. (n/p)
Cordyceps sp. * Trinidad H. grandella Myers (1935)
Bactéria
Bacillus thuringiensis Desconhecido  H. grandella Hidalgo-Salvatierra &
Palm (1973)
Nematoides
Hexamermis sp. * india H. robusta Chatterjee & Singh
(1965)
Hexamermis sp. * india H. robusta Rao (1969)
Hexamermis sp. * Peru H. grandella  Yamazaki et al. (1990)
Hexamermis sp. * Nigéria H. robusta Roberts (1965)
Hexamermis albicans * Costa Rica H. grandella Nickle & Grijpma
(1974)
Hexamermis albicans * Belize H. grandella Bennett (1968)
Hexamermis albicans * Venezuela H. grandella Rao &Bennett (1969)
Protozoario
Microsporidio * Costa Rica, H. grandella Hauxwell et al. (n/p)
Siri Lanka, H. robusta
Gana
Virus
Autographa californica NPV H. grandella Hauxwell et al. (n/p)

*Patogenos isolados de Hypsipyla spp.
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CAPITULO 1

DANOS EM FRUTOS DE MOGNO (Swietenia macrophylla King) CAUSADOS POR
Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) EM BRASILIA, DISTRITO

FEDERAL

1.1 RESUMO

Estudos a respeito do dano causado por insetos em frutos do mogno sdo praticamente
inexistentes. A partir disso, este estudo teve como objetivo relatar a ocorréncia de Hypsipyla
grandella em Brasilia, Brasil, e avaliar qualitativamente e quantitativamente os danos
provocados pelo inseto em frutos de mogno. Para isso, frutos foram coletados e 0s seguintes
parametros foram analisados: peso, comprimento, nimero de orificios causados pela H.
grandella, numero de sementes danificadas e presenca de outros insetos no interior dos frutos.
Como resultado, 190 (95%) frutos apresentaram orificios feitos pela lagarta, usados
primordialmente para sua entrada e posteriormente para a saida, quando adulto. A maioria dos
frutos apresentou apenas um orificio (81%), mas até cinco furos foram encontrados em um
unico fruto. Uma Unica lagarta pode se alimentar de varias sementes, causando grandes danos.
Setenta e dois frutos (36%) tinham todas as sementes danificadas pela H. grandella,
especialmente aqueles que apresentaram pupas. 183 lagartas em diferentes instares e 45 pupas
foram encontradas. Até oito lagartas de diferentes instares foram encontradas em um Unico
fruto, o que indica que o inseto ndo possui habitos canibais. Apenas cinco lagartas foram
encontradas mortas dentro dos frutos, representando 2,78% do total de lagartas.

Palavras-chave: praga florestal, entomologia florestal, broca do mogno.
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DAMAGES IN FRUITS OF MAHOGANY (Swietenia macrophylla King) CAUSED BY

Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) IN BRASILIA, BRAZIL

1.2 ABSTRACT

Studies relating the damage caused by insects in mahogany fruits are practically nonexistent.
Therefore, this study aimed to report the occurrence of Hypsipyla grandella in Brasilia,
Brazil, and evaluate qualitatively and quantitatively the insect damage in fruits of mahogany.
For this, fruits were collected and the analysis of each fruit was carried out by assessing the
following parameters: fruit weight, fruit length and height, number of holes in fruits
characteristic of H. grandella attack, size of the holes, number of larvae and pupae of H.
grandella, number of seeds damaged and presence of other insects within the fruit. As a
result, 190 (95%) had holes made by the larvae, used primarily for their entry and for exit
later as an adult. Most of the fruits showed only a single hole (81%), but up to 5 holes were
found in a single fruit. A single caterpillar can feed on various seeds, causing major damage
when they attack together. Seventy-two (36%) fruits had all the seeds damaged by H.
grandella, especially those containing pupae. 183 larvae in different instars and 45 pupae
were found. Up to eight larvae of different sizes and instars were found in a single fruit, which
may be an indication that this insect does not have cannibalistic habits. Only five caterpillars
were found dead inside of fruit, representing 2.78% of the caterpillars.

Keywords: forest pest, forest entomology, shoot borer.
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1.3 INTRODUCAO

O género Hypsipyla, pertencente a familia Pyralidae, possui duas espécies de
ocorréncia no Brasil, a Hypsipyla ferrealis Hampson, que ataca sementes de plantas do género
Carapa Aubl., e a Hypsipyla grandella Zeller, que ataca varias espécies da familia Meliaceae,
incluindo 0 mogno brasileiro, Swietenia macrophylla King. O sintoma do ataque do inseto na
arvore pode ser observado pela exsudacdo de goma e serragem nos brotos, e nos frutos
destroem as sementes (Lima, 1940).

O fruto do mogno fica suspenso na arvore e € do tipo baga ovulada, envolto por uma
capsula lenhosa (Cordeiro, 2012). Os frutos contém um numero variado de sementes,
podendo chegar até 70 (Snook, 1998). Suas sementes sdo aladas, com 6 a 13 cm de
comprimento por 1 a 2,5 cm de largura (Cordeiro, 2012) e sdo dispersas pelo vento
(Pennington et al., 1981). Uma éarvore adulta de mogno pode produzir até 600 frutos ou
30.000 sementes por ano (Gullison et al., 1996).

Vaérias espécies de lepiddpteros das familias Crambidae, Tortricidae e Pyralidae
predam os frutos e sementes de um amplo nimero de espécies de plantas (Janzen, 1971).
Segundo Zhang et al. (1997), a predacdo de sementes é considerada um fator predominante na
morte das sementes, podendo reduzir a oferta ou impedir a germinacao, tendo consequéncias
na riqueza, diversidade e distribuicdo das plantas. Janzen (1971) observa que 0s insetos como
agentes bidticos tém impacto importante na fase de pré-queda, no qual a predacdo de um
elevado nimero de sementes pode causar efeitos importantes na regeneracao, reduzindo as
taxas de recrutamento e limitando a colonizagéo.

A ocorréncia de orificios em frutos e sementes é referida por Vanin & Gaiger (2005)
como um sinal de relevante importancia na avaliacdo da ocorréncia de predacdo. Os orificios

podem indicar o ponto de postura de ovos ou de exclusdo de metabolitos do inseto durante o
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seu desenvolvimento no interior do fruto/sementes ou ainda o local de emergéncia do inseto
adulto.

Estudos no Brasil referentes aos danos em frutos de mogno por insetos séo
praticamente inexistentes. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar qualitativamente
e quantitativamente os danos causados por H. grandella em frutos de mogno em Brasilia,

Distrito Federal.

1.4 MATERIAL E METODOS
1.4.1 Obtencao dos frutos de mogno
Os frutos foram coletados em Brasilia/DF, no periodo de fevereiro a maio de 2013. As

arvores podem ser encontradas em diversos pontos da cidade (Tabela 1).

Tabela 1: Locais de coleta de frutos de mogno em Brasilia/DF.

Local Coordenadas NUmero de arvores Altura (m)
SQN 115 15.741325S/47.894049W 14 10-15
SQN 116 15.738109S/47.892704W 28 10-15
SON 315 15.742704S/47.894265W 74 10-20
SQON 316 15.737453S/47.895735W 108 5-20

CENARGEN 15.729769S/47.902214W 8 10-12

Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido é classificado como AW (clima
tropical com chuvas no verao e seca no inverno), com a estacdo chuvosa de outubro a abril e a
seca de maio a setembro. A temperatura media anual é de 21 °C e umidade relativa do ar é de
aproximadamente 70% (Weatherbase, 2013).

Foram coletados aleatoriamente 200 frutos caidos no ch@o, com ou sem sintomas
caracteristicos do ataque de H. grandella. Todos os frutos obtidos eram imaturos, com

sementes verdes e de tamanhos variados.
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1.4.2 Analise dos danos nos frutos coletados

O material coletado foi levado para o Laboratorio de Bactérias Entomopatogénicas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e foi feita a analise de cada fruto avaliando-se
as seguintes caracteristicas:

1. Peso dos frutos (g), com o uso de uma balanca digital;

2. Tamanho do fruto (cm), com o auxilio de uma régua milimétrica;

3. Contagem do numero de orificios em frutos caracteristicos do ataque de H.

grandella;

4. Diametro dos orificios (cm), com o auxilio de uma régua milimétrica;

5. Numero de lagartas de H. grandella encontradas;

6. Numero de pupas de H. grandella encontradas;

7. Numero de sementes danificadas pela H. grandella;

8. Presenca de outros insetos no interior do fruto.

Apenas as lagartas a partir do 3° instar entraram na contabilizagdo total, por
apresentarem caracteristicas tipicas de H. grandella e serem passiveis de identificagdo com
maior acuracia. As sementes que apresentam qualquer tipo de dano, mesmo que apenas na ala,
também foram contabilizadas. A presenca de outros insetos ndo foi contabilizada, apenas
relatada a sua ocorréncia ou néo.

Os dados obtidos foram avaliados em relacéo a correlagdo existente entre o nimero de
lagartas e o peso e tamanho dos frutos e o numero de sementes danificadas e a quantidade de
lagartas e pupas em cada fruto. Foi aplicado o teste t aos niveis de 1% e 5% de probabilidade,

com o auxilio do programa Assistat 7.6 (Silva, 2013).
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 200 frutos coletados, 190 (95%) apresentaram orificios feitos pelas lagartas,
utilizados primordialmente para a sua entrada e posteriormente para a saida do adulto. Grande
parte dos frutos apresentou apenas um anico orificio (81%) e foi encontrado até cinco
orificios em um unico fruto (Figura 1). Muitas vezes foi possivel observar excrementos, teia e
goma proximos a esses orificios, indicando a presenca do inseto no interior dos frutos. Apos a
entrada da lagarta no fruto, as sementes sdo severamente danificadas, sobretudo o
endosperma, resultando na perda da sua viabilidade. Uma Unica lagarta pode se alimentar de
varias sementes, causando grandes danos quando estas atacam em conjunto. Além disso, a
columela do fruto também foi danificada e muitas vezes o inseto se alojou em seu interior

para empupar (Figura 2).
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Figura 1. Numero de orificios feitos pela Hypsipyla grandella em frutos de mogno.

46



Figura 2 (A — F). Predacdo em frutos de mogno pela Hypsipyla grandella. A - Lagarta de 3°
instar no interior do fruto; B — Orificio feito pela lagarta; C — Sementes danificadas pelas
lagartas; D — Pupas no interior do fruto; E — Lagarta de 6° instar no interior da columela; F —

Columela danificada pela lagarta.

Os orificios encontrados nos frutos de mogno feitos pela Hypsipyla grandella tinham
em média 0,8 cm de didmetro. Eles sdo feitos pelos insetos para diversos fins. Junqueira et al.
(1996) observaram que a broca-da-semente da gravioleira, Bephratelloides pomorum
(Fabricius) (Hymenoptera: Eurytomidae), faz um orificio na semente e percorre o caminho de
saida até a casca do fruto, onde faz um orificio circular de 2 mm para sair. O maior dano
causado por esse inseto consiste na queda dos frutos jovens, quando perfurados, e pelo fato
dos orificios servirem de porta de entrada para outras pragas e microrganismos causadores da
podriddo-dos-frutos (Braga Sobrinho et al., 1998; Gazel Filho et al., 2002; Gazel Filho &
Silva, 2003). No presente estudo, 95% dos frutos analisados estavam predados. Em uma
andlise de frutos de Syagrus coronata (Martius) Beccari coletados em Caetés, foi constatado
que em frutos com orificios de saida e/ou pela presenca da larva de Pachymerus nucleorum

(Fabricius) (Coleoptera: Bruchidae) no processo de liberacdo da améndoa, o nivel de
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infestacdo alcancou 80% dos frutos analisados. Resultados semelhantes foram encontrados
por Garcia et al. (1980) ao estudar a predacéo de frutos da espécie Syagrus oleracea (Martius)
Beccari por P. nucleorum em varios municipios de Goias, onde 0s autores encontraram uma
variacdo na predacéo entre 42,03% e 84,5%.

No total, foram encontradas 180 lagartas (Figura 3) em diferentes instares e 45 pupas.
As lagartas menores e mais jovens foram encontradas geralmente no interior das sementes e
as maiores e de ultimos instares proximo ou dentro da columela do fruto. Até oito lagartas de
diferentes tamanhos e instares foram encontradas em um unico fruto, o que pode ser um
indicio que esse inseto ndo possui habitos canibais. Trés pupas foram encontradas em um

unico fruto (Figura 4), reforcando o fato de que provavelmente eles ndo sejam canibais.
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Figura 3. Numero de lagartas de Hypsipyla grandella por fruto de mogno.
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Figura 4. Pupas (setas) de Hypsipyla grandella no interior do fruto de mogno.

Apesar de possuirem orificios, nem todos os frutos continham lagartas. Do total, 57%
dos frutos ndo possuiam individuos de H. grandella, apesar de apresentarem danos nas
sementes e 24,5% continham apenas uma lagarta. Os frutos que apresentaram mais de duas
lagartas totalizaram 18,5% (Figura 3).

Setenta e dois frutos, de um total de 200, estavam com todas as sementes danificadas
por H. grandella, sobretudo aqueles que continham pupas. Primeiramente, o endosperma da
semente foi atacado, seguido pela ala e por ultimo a columela. Ap6s o ataque, com o
endosperma totalmente comprometido, a semente fica invidvel. Em um estudo realizado por
Querino et al. (2008), ao analisar a predacdo de sementes de Carapa guianensis Aubl. por
Hypsipyla ferrealis em Sdo Jodo da Balisa/RR, o endosperma sofreu intensidades
diferenciadas de danos, desde danos minimos, com sinais da lagarta pela presenca de galerias,
até totalmente destruidos, com residuos de alimentacéo e/ou restos de casulos. Na Florida, H.
grandella atacou 100% das arvores de Swietenia mahogani (L.) Jacq. e consumiu entre 50% e

96% das sementes. Durante 0 mesmo periodo, somente 22% dos brotos novos foram atacados,
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inferindo na preferéncia da lagarta em se alimentar de sementes (Howard & Giblin-Davis,
1997).

Insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Isoptera e Dermaptera foram encontrados
dentro dos frutos, juntos ou ndo com lagartas e pupas de H. grandella. Muitos insetos sdo
provavelmente oportunistas, aproveitando-se dos orificios de entrada da H. grandella e
alimentando-se dos excrementos do inseto. Outros sdo possiveis predadores da lagarta, como
alguns representantes de Dermaptera. Segundo Lemos (1997), os insetos dessa ordem s&o
predadores vorazes, isto €, com alta capacidade de ataque e se alimentam de diversas presas,
especialmente de ovos e formas imaturas das ordens Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera e
Diptera. Ndo foram observados danos de outros insetos as sementes de mogno.

Apenas cinco lagartas foram encontradas mortas no interior dos frutos, representando
2,78% do total de lagartas encontradas (n = 180). Destas, trés apresentaram sintomas de
bacteriose, uma de fungo (vide capitulo 6) e outra por causas desconhecidas. A mortalidade
foi inferior a verificada por Thomazini et al. (2011) quando coletaram lagartas no broto
terminal de arvores de mogno, chegando a nove em um total de 28 coletadas no més de maio
de 2010 em Garga/SP. A mortalidade larval natural foi de 14,8% em todo o estudo. J4 em um
trabalho realizado por Taveras et al. (2004), na Costa Rica, a taxa de mortalidade foi de 24%.
A baixa taxa de mortalidade dos insetos no presente estudo pode ser atribuida ao fato do
inseto estar protegido de possiveis predadores e de contaminacao por fungo e bactérias. O fato
de o estudo ser realizado em arvores urbanas também pode influenciar a mortalidade, visto
que na cidade had menor nimero de inimigos naturais quando comparada ao ambiente natural.

N&o foram encontrados ovos sobre os frutos, pois estes sdo colocados
preferencialmente nas brotac6es, ramos ou folhas (Grijpma & Gara, 1970; Griffiths, 2001).

Dezoito puparios abandonados foram encontrados e um estava parasitado. Todas as

pupas estavam proximas aos orificios do fruto, provavelmente para facilitar a saida do adulto
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apos a sua emergéncia. Do total de frutos, 81% nédo continham pupas, 16,5% continham uma

pupa, 1,5% duas pupas e 1% trés pupas (Figura 5).
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Figura 5. Numero de pupas de Hypsipyla grandella por fruto de mogno.
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A partir da Tabela 2 foi possivel inferir que quanto maior o tamanho e o peso dos

frutos, maior a quantidade de lagartas. O mesmo ndo ocorreu com 0 humero de pupas, mas

quanto mais orificios os frutos possuirem, provavelmente serd maior o nimero de puparios

Vazios ou ndo.
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Tabela 2. Matriz de correlacdo entre as variaveis analisadas.

Variavel Tamanho Peso do NUmero NUmero NUmero

do Fruto Fruto de de de Pupas
Orificios Lagartas

Tamanho do Fruto 1 0,8440 - 0,0386 0,2797 -0,1829

Peso do Fruto *k 1 -0,0432 0,2974 -0,2217

Numero de Orificios ** Ns 1 -0,0040 0,2517

Numero de Lagartas ** ** Ns 1 -0,0267

NUmero de Pupas *k *k foled ns 1

Em que: ** = significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01); * = significativo ao
nivel de 5% de probabilidade (0.01 =< p <0.05) ; ns = ndo significativo (p >= 0.05).

O numero de lagartas tem uma relagédo direta com o nimero de sementes danificadas,
assim como o numero de pupas, conforme a Tabela 3. Portanto, quanto maior o nimero de
lagartas, provavelmente mais sementes serdo danificadas. Em todos os frutos onde foram
encontradas pupas em seu interior, todas as sementes estavam danificadas, o que indica que

h& um alto grau de predacdo das sementes por H. grandella.

Tabela 3. Matriz de correlagdo entre o nimero de lagartas e pupas de Hypsipyla grandella e

0 numero de sementes de mogno danificadas.

Variavel NUumero  NUmero NUmero de
de de Sementes
Lagartas Pupas Danificadas

Numero de Lagartas 1 -0,0267 0,2751
Numero de Pupas ns 1 0,3167
Numero de Sementes Danificadas ** *x 1

Em que: ** = significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01); * = significativo ao
nivel de 5% de probabilidade (0.01 =< p <0.05) ; ns = ndo significativo (p >= 0.05).
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Resultados semelhantes foram obtidos por Pinto et al. (2013), onde perdas causadas
pela predacdo de H. ferrealis e H. grandella em frutos de C. guianensis e Carapa procera D.
C. na Reserva Florestal A. Ducke na Amazonia demonstraram que essas pragas sao limitantes
para essas culturas, destruindo frutos e sementes no campo.

Todos os frutos coletados estavam caidos, fato que pode ser explicado pela presenca
da H. grandella em seu interior. Roberts (1966, 1968) e Griffiths (1997) constaram a
ocorréncia de queda prematura de frutos do género Khaya na Nigéria e Toona ciliata M.
Roem. na Australia apds o ataque do inseto. Na Australia, as lagartas contornam o fruto com
teia no ponto de abscisdo, onde os frutos ficam pendurados na copa das arvores e 0 inseto
desenvolve todo o seu ciclo dentro do fruto suspenso. Ndo foi observado esse tipo de
comportamento referente aos frutos de mogno, visto que o fruto é demasiadamente pesado,

em compara¢do com os frutos de T. ciliata, e, possivelmente, a teia ndo suportaria o peso.

1.6 CONCLUSOES

- A partir da andlise dos frutos foi possivel constatar a presenca de H. grandella em varias
arvores de mogno situadas em Brasilia/DF;

- 95% dos frutos de mogno caidos continham orificios feitos pelo inseto e 36% estavam com
todas as sementes danificadas por H. grandella;

- Foram encontradas 180 lagartas de diferentes instares e 45 pupas de H. grandella no interior

dos frutos.
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CAPITULO 2

ESTABELECIMENTO DE CRIACAO E BIOLOGIA DE Hypsipyla grandella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) ALIMENTADAS COM SEMENTES DE MOGNO (Swietenia

macrophylla King)

2.1 RESUMO

A Dbroca-das-meliaceas, Hypsipyla grandella Zeller, € uma Lepidoptera que abrange
praticamente todo o territério brasileiro. Seus danos no mogno sdo tdo intensos que
inviabilizam o estabelecimento de plantios comerciais dessa espécie. Estudos visando o seu
controle sdo fundamentais para que o sucesso do plantio do mogno em diferentes regifes seja
viavel e sustentavel. Para isso, a criagdo massal do inseto € necessaria para a realizacdo dos
bioensaios e estudos acerca de sua biologia. Com base nisso, este estudo teve como objetivo
elaborar um método de criacdo massiva com base em uma dieta baseada em sementes de
mogno. Foram utilizadas lagartas advindas de populacGes de mogno situadas em Brasilia/DF
e estas foram alocadas em recipientes plasticos com sementes de mogno. Foram avaliados
aspectos morfoldgicos e morfométricos durante oito geracdes sucessivas. As sementes de
mogno propiciaram o fornecimento de insetos de boa qualidade para a realizacdo de
bioensaios, com pesos e tamanhos uniformes de acordo com cada instar, além de baixa taxa
de deformacédo de adultos.

Palavras-chave: entomologia florestal, praga, bioensaio, laboratério.
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BREEDING AND BIOLOGY OF Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)

FED WITH MAHOGANY SEEDS (Swietenia macrophylla King)

2.2 ABSTRACT

The shoot borer, Hypsipyla grandella Zeller, is a Lepidopteran that practically covers the
entire Brazilian territory. Its damage to mahogany is so intense that it can prevent
establishment of commercial plantations of the species. Studies of its control are critical for
mahogany planting in different regions to be feasible and sustainable. To conduct bioassays
and studies of this insect’s biology, mass rearing is necessary. This study aimed to develop a
method of mass rearing based on a diet of mahogany seeds. Caterpillars arising from
mahogany populations located in Brasilia, Brasil were placed in plastic containers containing
mahogany seeds. Morphological and morphometric aspects were evaluated through eight
successive generations. The mahogany seeds produced a good supply of quality insects for
performance of bioassays, with uniform sizes and weights for each instar and a low adult
deformation rate.

Keywords: forest entomology, pest, bioassay, laboratory.
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2.3 INTRODUCAO

O género Hypsipyla é composto por 11 espécies, dentre as quais cinco se destacam por
atacar arvores de interesse econdmico, sobretudo representantes da familia Meliaceae.
Segundo Bradley (1968), H. robusta Moore é encontrada na Africa, Asia e Australia, H.
ferrealis Hampson na América Central e norte da América do Sul, H. grandella na América
Central e América do Sul, H. albopartalis Hampson e H. areboruna Meiryck na Africa.
Hypsipyla robusta ataca os géneros Khaya, Toona e Entandrophragma e H. grandella os
géneros Swietenia, Cedrela e Carapa. Hypsipyla grandella e H. robusta sdo consideradas as
principais pragas do género (Grijpma, 1974).

Na familia Meliaceae, 13 géneros sdo alvos de H. grandella. No Brasil, ocorrem em
mogno (Swietenia macrophylla King), cedro (Cedrela odorata L.) e andiroba (Carapa
guianensis Aubl.), atacando ramos, brotos, folhas, frutos, casca e até mesmo a raiz (Yamazaki
et al., 1990; Taveras et al., 2004).

O principal dano do inseto em &rvores de mogno consiste na destruicdo do broto
terminal em mudas e arvores novas, devido a entrada e escavacdo de galerias pelas lagartas
(Grijpma & Roberts, 1976). Os sintomas do ataque da lagarta sdo representados por
exsudacdo de goma, presenca de folhas secas em meio a folhagem verde e emissdo de novos
ponteiros a cada ataque consecutivo, que posteriormente também serdo atacados (Silva, 1985;
Griffiths, 2000; Ohashi et al., 2000). O crescimento de um tronco retilineo é fortemente
prejudicado (Grijpma & Roberts, 1976; Ohashi et al., 2002), com perda em altura de até 35%
nos primeiros anos (Ohashi et al., 2002). Ataques repetitivos e intensos poderdo causar a
morte da planta.

Em uma revisdo feita por Lunz et al. (2009), os principais métodos de controle
pesquisados para o controle da broca sd@o o uso de genotipos resistentes ao inseto; manejo

silvicultural por meio da interferéncia na localizacdo da planta hospedeira, reducdo da
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adequabilidade hospedeira, aumento de inimigos naturais e incremento da altura da planta;
uso de semioquimicos; e o controle biolégico, com o uso de fungos, vespas, nematoides e
bactérias. O uso de inseticidas convencionais tem sido desaconselhavel para o controle da
broca por razGes como o habito do inseto (criptico), a natureza dos danos (internos na planta),
fatores climaticos (pluviosidade intensa na regido de ocorréncia natural) e o longo periodo de
protecdo necessario que perdura quase todo o ciclo de vida da planta, que o torna oneroso,
impraticavel e danoso para o meio ambiente (Wylie, 2001; Mahroof et al., 2002).

A criacdo do inseto a base de uma dieta artificial é dificil. Estudos baseados em
diferentes dietas adaptadas de outros lepidopteros foram realizados, porém as lagartas ficaram
pequenas e com baixo peso, as pupas deformadas e os adultos inférteis (Vargas et al., 2001).

Devido a sua elevada importancia comercial, ecologica e paisagistica, o interesse de se
realizar pesquisas com 0 objetivo de preservar, conservar e garantir o uso sustentavel do
mogno € evidente, sendo necessarias pesquisas com o intuito de diminuir os prejuizos
causados por H. grandella. A partir disso, a criacdo do inseto torna-se necesséria para a
realizacdo de bioensaios de mortalidade e, assim, verificar a eficiéncia das formas de controle.

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um método de criacdo massal de H.

grandella.

2.4 MATERIAL E METODOS

As lagartas foram obtidas por meio de coleta em plantas de mogno situadas na Asa
Norte, Brasilia/DF e criadas no Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). Essas lagartas foram colocadas em
recipientes de plastico com capacidade de 1000 mL contendo sementes de mogno e

alimentadas até a sua fase de pupa.
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Previamente, foram realizados ensaios com objetivo de verificar qual o tipo de dieta
seria mais adequado ao desenvolvimento do inseto, utilizando aproximadamente 20 gramas de
folhas de mogno jovens, 20 gramas de alas da semente e 20 gramas de sementes de mogno
inteiras. Uma dieta artificial idealizada por Vargas et al. (2001) também foi testada. Todas as
dietas foram trocadas de dois em dois dias em todas as geragdes, com o objetivo das lagartas
sempre continuarem se alimentando. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes e 10 lagartas por tratamento. As lagartas foram observadas
até o ultimo instar, onde elas foram pesadas (mg) e medidas (mm).

Apdbs definida a dieta que permitisse o melhor desenvolvimento de H. grandella,
iniciou-se o procedimento de estabelecimento de criacdo do inseto. Assim, as mariposas
advindas das pupas foram dispostas em recipientes de plastico revestidos com papel toalha e
recobertos com tecido do tipo “morim” para a oviposi¢do. Como dieta, foi empregada a
solucdo de mel a 10% oferecida sobre chumaco de algoddo disposto em um copo plastico de
50 mL e substituido a cada dois dias.

Os ovos foram retirados do tecido e do papel e colocados em um recipiente contendo
sementes para que tdo logo emergissem, as lagartas ja se alimentassem. A dieta foi trocada a
cada trés dias e as lagartas transferidas para outro recipiente de maior tamanho. Proximo a
pupacdo, as lagartas eram transferidas para um recipiente contendo folhas de mogno. As
pupas, apds a separacao por sexo foram, entdo, transferidas na proporcdo de 1:1 para gaiolas
plasticas, conforme descritas anteriormente, e todo o processo reiniciado.

Durante oito gerac6es subsequentes foram avaliados:

1. Duragdo media do periodo (dias) larval, pupal, de adulto e de ovo de 50 individuos;
2. Peso (mg) e o comprimento (mm) de 50 lagartas de ultimo instar;

3. Peso (mg) e o comprimento (mm) de 50 pupas;
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4. Numero de adultos (machos e fémeas) e de adultos deformados, baseado em caracteristicas
morfoldgicas, como o formato da cabeca e das antenas. Foram considerados adultos
deformados aqueles que foram morfologicamente diferentes das caracteristicas originais
(Monte, 1933).

5. Comparacdo do numero de ovos de 25 fémeas, colocadas com 25 machos.

Os dados foram submetidos ao teste de variancia ANOVA ao teste de Tukey (p<0,05),
atraves do programa estatistico Assistat. Os resultados acerca do uso de diferentes dietas,
como também a biologia e o comportamento de H. grandella sob confinamento foram
também comparados com os obtidos na literatura e avaliados quanto a eficacia do uso de

sementes de mogno como forma de dieta natural.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As lagartas colocadas em dieta artificial ndo comeram, logo ndo se alimentaram. A
dieta artificial ndo foi ingerida pelas lagartas mesmo apos a adaptacdo dos ingredientes, de tal
forma a incluir sementes de mogno, porém ndo houve alimentagdo por parte das lagartas.
Dessa forma, a dieta artificial foi descartada. Assim, foi utilizada dieta natural & base
sementes de mogno, ala e folhas.

Das 180 lagartas coletadas, 100 do 6° instar foram destinadas para a criagdo (Figura
1). Destas, 86 originaram adultos, onde 44 eram fémeas e 25 foram usadas. Elas depositaram
aproximadamente 550 ovos, com 95% de viabilidade. As lagartas da primeira geragdo (F1)
emergiram apos trés/quatro dias e tiveram, em média, 15 dias de periodo larval e 10 de
periodo pupal

Uma unica fémea fertilizada de H. grandella pode colocar de 30 a 200 ovos durante
trés a quatro dias (Grijpma, 1971; Berti Filho, 1973; Sarmento Junior, 2001; Ohashi et

al.,2002; Silva, 2003) e mais de 1.000 ovos em condi¢Oes de laboratorio (Grijpma & Roberts,
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1976). A queda do nimero de ovos a partir da F3 (Figura 2) ocorreu provavelmente devido a
“deriva genética”, ou seja, perda de variabilidade genética durante as sucessivas geragdes, 0
que resulta numa queda do namero de individuos férteis e saudaveis (Lande & Barrowclough,
1987; Cassel et al, 2001). A solucdo para esse problema seria a introdugdo de individuos
selvagens na colonia, de preferéncia de outras regides de ocorréncia, aumentando a chance de

cruzamento entre individuos sem grau de parentesco evidente.

\

Figura 1 (A - E). Criacdo de Hypsipyla grandella. A) Ovos férteis; B) Lagarta de 3° instar;
C) Pupas com a teia removida; D) Pupéario com teia de protecdo; E) Inseto adulto (fémea) e

0V0s.
63



8054 7684

Fi1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Geracgoes

Figura 2. Numero de ovos por sucessivas geracoes de Hypsipyla grandella.

A criacdo conjunta de varias lagartas em um mesmo recipiente é viavel. As lagartas
ndo demonstraram nenhum grau de canibalismo quando criadas em um recipiente de 500 mL
de capacidade, diferindo de Vargas et al. (2001), onde os autores propdem a individualizacédo
das lagartas a partir do terceiro instar.

Os resultados dos testes com as diferentes dietas naturais evidenciaram um melhor
crescimento do inseto quando alimentados com sementes de mogno. 1sso pode ocorrer pelo
fato da semente ser mais rica em &cidos graxos (Chan et al., 1976), com acido palmitico,
acido palmitdlico, acido oleico e acido linoleico, acidos esses que sdo considerados benéficos
para a saude (Suliman et al., 2013) e também por conferir, apds a penetracdo da lagarta,
protecdo contra predadores ou fornecer um ambiente similar ao das galerias que elas fazem
nos ponteiros. As lagartas de ultimo instar apresentaram maior peso e comprimento com base
em uma dieta natural de sementes quando comparadas com outras dietas, como evidencia a

Tabela 1.

64



Tabela 1. Peso e tamanho de lagartas do ultimo instar de Hypsipyla grandella quando

mantidas em diferentes dietas.

Dieta Peso (mg) Comprimento (mm)
Alas 00c 00b
Artificial 0,0c 00b
Folhas 116,25 b 26 a
Sementes 262,53 a 28 a

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% - Tukey.

As sementes de mogno podem apresentar uma composicdo de nutrientes e proteinas
diferenciadas quando comparadas com a ala e as folhas, o que explica o diferencial de peso
das lagartas.

Os ovos, assim que colocados, apresentaram coloracdo branca a amarelada tornando-
se vermelhos apds 24 horas, quando férteis. Apresentam formato ovalado a eliptico, com 0,6 -
1,1 mm x 0,5 - 0,8 mm em média, com leves depressées em sua superficie quando vistos sob
microscopio O6ptico (Figura 3), estruturas denominadas faveoladas ou alveoladas,
corroborando as observacgdes obtidas por Griffiths (1997) e Gallo et al. (2002). Os ovos foram
colocados, em sua maioria, de maneira individualizada, porém, foi possivel observar grupos
de até 5 ovos. Costa (2000) observou uma postura de até 4 ovos proxima das axilas foliares,
porém em casos isolados. O periodo de incubacdo dos ovos durou de 3 a 5 dias em condicgdes
ambiente de temperatura (26 - 28 °C). Observacbes semelhantes foram encontradas por

Griffiths (1997), em popula¢des naturais da Australia.
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Figura 3. Postura individual e em grupo de Hypsipyla grandella em tecido tipo “morim” ¢

detalhes do formato do ovo visto em microscopia estereoscopica.

As lagartas de primeiro instar apresentavam coloracdo amarelada a amarronzada com
0 escudo protoracico enegrecido, contendo varios pequenos tubérculos escuros. A medida que
as lagartas foram avancando em seu ciclo bioldgico, adquiriram coloragdo bege a
amarronzada ou rosea, dependendo do instar. A lagarta de ultimo instar apresentou coloracéo
azulada, com cabeca acastanhada e escudo protordcico escuro. Sobre o corpo, foi possivel
visualizar inimeros tubérculos pretos, em nimero de 10, em média, com um pélo da mesma
cor em cada um deles, corroborando as observages feitas por Monte (1933). O tamanho e 0
peso no ultimo instar, de lagartas de H. grandella alimentadas com uma dieta natural a base
de sementes de mogno, durante sucessivas geracdes, indica que a dieta a base de sementes ndo

influencia suas caracteristicas morfométricas (Tabela 2).
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Tabela 2. Média do comprimento e peso de lagartas de ultimo instar de Hypsipyla grandella

mantidas em dieta a base de sementes de mogno, apos oito geracdes sucessivas.

Geracao Peso (mg) Comprimento (mm)
1° 257,3+584a 27+3a
2° 263,7 + 6,87 a 26+3a
3° 260,1£5,98 a 27+4a
4° 261,9+6,32a 28+3a
5° 259,1+6,43a 25t4a
6° 256,9 6,41 a 27+3a
7° 249,8 £6,55a 28+4a
8° 255,5+6,59 a 28+3a

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% - Tukey.

As pupas de H. grandella apresentaram coloragdo amarronzada e brilhante, envoltas por

um casulo de protecdo feito com teia branca, com crisélidas do tipo obtecta. Tanto o macho

quanto a fémea apresentaram variegagdo na coloragdo, sendo mais escuros na parte superior e

mais claros na parte inferior, podendo, em alguns casos, serem totalmente marrons ou

totalmente castanhos. As pupas apresentaram valores médios de comprimento de 19 mm e

peso de 191,96 mg, conforme representado na Tabela 3. Sanchez (1964) e Roovers (1971)

encontraram pupas medindo 20 mm de comprimento por 5 mm de largura, em média.

A duracdo da fase pupal foi de 8 a 12 dias, com média de 9 dias, corroborando 0s

resultados de Berti Filho et al. (1992), Sarmento Jr. (2001) e Almeida (2005).

67



Tabela 3. Peso e tamanho de pupas de Hypsipyla grandella mantidas em dieta natural a base

de sementes de mogno em sucessivas geracoes.

Geracao Peso (mg) Tamanho (mm)
1° 192,4 £ 6,23 a 18+4a
2° 1939+ 7,57 a 20£3a
3° 190,7 £ 11,27 a 18t4a
4° 190,8 £ 10,88 a 17+4a
5° 192,1+9,03a 19+3a
6° 189,3+ 7,98 a 18+4a
7° 188,6 £ 8,54 a 20£3a
8° 191,1+£7,75a 18+t4a

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% - Tukey.

Os adultos de H. grandella apresentaram coloracdo cinza nas asas anteriores e branca
transparente nas posteriores, 0 que estd de acordo com a descricdo de Alves (2002). As
fémeas apresentaram maior longevidade (6,3 dias) em comparacdo com os machos (4,2 dias).
Berti Filho (1973) relatou longevidade de 4,6 dias para fémeas e de 2,9 dias para machos.
Newton et al. (1993) encontrou valores variaveis de 8 dias para fémeas e 6 dias para machos e
Sarmento Jr. (2001) relatou longevidade de 4,2 dias para fémeas e 3,8 dias para machos. As
diferencas podem estar relacionadas a dieta utilizada na alimentacdo e a temperatura em que
foram mantidas.

Durante a avaliacdo dos ensaios, foi observado um comportamento de vibracdo das
asas nas fémeas, sem alcar voo. Grijpma (1971) explica esse fenbmeno como liberacdo e
propagacao de feromonio atraente sexual para os machos.

O ndmero de adultos machos e fémeas em sucessivas geracOes, feitas a partir da
anélise de 50 pupas aleatorias até a F8, pode ser visualizada na Figura 4. E possivel inferir que
a razdo sexual é praticamente de 1:1 nas vérias geracdes, corroborando os dados Newton et al.

(1993).
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Figura 4. Namero de adultos machos e fémeas de Hypsipyla grandella, durante oito geracdes

sucessivas.

O ndmero de adultos deformados foi contabilizado durantes 8 geracGes sucessivas, e
esta representado na Figura 5. A quarta geracdo foi a que apresentou 0 maior nimero de
insetos deformados, cinco individuos ou 10% do total analisado. Dietas deficientes em acidos
graxos, como os acidos linoleicos e linolénicos, podem resultar em adultos com asas
deformadas (Parra, 2001). Entretanto, alguns adultos estavam deformados possivelmente por
causas naturais. Os resultados indicam que a dieta a base de sementes de mogno apresenta
nutrientes essenciais para um bom desenvolvimento do inseto, contribuindo para uma baixa

formacéo de adultos deformados.
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Figura 5. Nimero de adultos de Hypsipyla grandella deformados quando alimentados com

sementes de mogno, durante sucessivas geragdes, até a F8.

2.6 CONCLUSOES

- O estabelecimento de uma criacdo de Hypsipyla grandella a base de sementes de mogno é
possivel, rapido e préatico;

- O uso dessa dieta propiciou insetos de boa qualidade para futuros bioensaios, com lagartas

de peso e tamanhos uniformes e baixa taxa de adultos deformados.
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CAPITULO 3

OCORRENCIA NATURAL E PATOGENICIDADE DE UM ISOLADO DE Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuill. A Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)

COLETADO EM BRASILIA, DISTRITO FEDERAL

3.1 RESUMO

Um dos principais entraves para o estabelecimento do plantio de mogno é a ocorréncia da
Hypsipyla grandella Zeller, que ataca o broto terminal em mudas e arvores novas, formando
galerias em seu interior Esse trabalho teve como objetivo isolar, identificar e verificar a
capacidade patogénica de fungos associados a H. grandella em Brasilia, Brasil. Para isso, 200
frutos atacados pelo inseto foram coletados e analisados. Uma lagarta com sintoma de
infeccdo fungica foi encontrada. A lagarta sintomatica foi colocada em camara Umida para
maior formacao de esporos e entdo, colénias puras foram obtidas a partir de dilui¢cGes seriadas
e repicagens sucessivas do fungo. Foi feita a sua caracterizacdo molecular, morfoldgica e
patogénica. O isolado foi identificado como Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, um
entomopatdgeno muito utilizado em programas de controle bioldgico. As colénias puras eram
de cor branca e, ao microscépio Optico, apresentavam conidios unicelulares, células
conidiogénicas holoblasticas com denticulos conspicuos, caracterizando a espécie. Quanto ao
teste de patogenicidade, o isolado se mostrou eficaz, com mortalidade de 70% de lagartas
recém-eclodidas. Este é o primeiro relato de um fungo entomopatogénico encontrado em H.
grandella no Distrito Federal. O isolado foi incorporado na Cole¢do de Fungos de
Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Palavras-chave: entomologia florestal, controle bioldgico, fungo entomopatogénico.
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NATURAL OCCURRENCE AND PATHOGENICITY OF AN ISOLATE OF Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuill. AT Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)

COLLECTED IN BRASILIA, BRAZIL

3.2 ABSTRACT

One of the main obstacles to the establishment of mahogany plantations is the occurrence of
Hypsipyla grandella Zeller, which attacks the terminal bud in new seedlings and trees,
forming galleries. This study aimed to isolate, identify and verify the pathogenic ability of
fungi associated with H. grandella in Brasilia, Brazil. For this, 200 fruit attacked by insects
were collected and analyzed. A caterpillar with fungal infection symptom was found.
Symptomatic caterpillar was placed in a humid chamber for increased formation of spores and
then pure colonies were obtained from serial dilutions and successive subcultures of the
fungus. Its molecular, morphological and pathogenic was made. The isolate was identified as
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, an entomopathogen widely used in biological
control programs. Pure colonies were white, and the optical microscope showed unicellular
conidia, conidiogenous cells with denticles conspicuous, featuring the species. As for the
pathogenicity test, the isolated was effective, with 70% mortality of newly hatched caterpillar.
This is the first report of an entomopathogenic fungus found in H. grandella the Distrito
Federal, Brazil. The isolate was incorporated into the “Colegdo de Fungos de Invertebrados”
of “Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia”.

Keywords: forest entomology, biological control, entomopathogenic fungus.
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3.3 INTRODUCAO

O mogno (Swietenia macrophylla King) é uma espécie florestal de elevado valor
comercial, sendo considerada como nobre ou “madeira de lei” em muitos paises. Sua
propagacao é feita via sementes e o inicio da frutificacdo nas arvores comeca aos oito anos de
idade (Yared & Carpanezzi, 1981). Uma arvore adulta pode produzir até 600 frutos ou 30 mil
sementes por ano, que sdo dispersas pelo vento até cerca de 80 metros da arvore matriz,
principalmente na direcdo dos ventos mais fortes e durante o final da estacdo seca (Gullison et
al., 1996).

O plantio de mogno para florestamento e reflorestamento seria uma alternativa viavel
tanto, para a recuperacdo de areas degradadas, como para o estabelecimento comercial
sustentavel de madeira. Porém, um dos principais entraves é a ocorréncia da broca, Hypsipyla
grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), que ataca o broto terminal em mudas e arvores
novas, formando galerias em seu interior (Grijpma & Gara, 1976). O crescimento,
estabelecimento e formagdo de um fuste reto e com o menor nimero de no6s possivel é
comprometido, resultando em arvores com grande bifurcagdo do fuste, com perdas de até 35%
em altura nos trés primeiros anos e morte da planta, ap6s ataques sucessivos (Ohashi et al.,
2002). Tentativas do cultivo de mogno fora de sua area de origem foram consideradas um
fracasso devido as mudas de baixa qualidade e a incidéncia de H. grandella (Carvalho, 2007).

N&o existe atualmente uma técnica eficaz para o controle da broca do mogno. As
medidas usualmente utilizadas em diferentes paises e com diferentes graus de sucesso
envolvem o manejo silvicultural, com o plantio consorciado de mogno e outras espécies
resistentes a H. grandella, controle quimico e o controle biolégico com o uso de inimigos
naturais (Lunz et al., 2009).

Os fungos entomopatogénicos tém grande versatilidade e podem infectar diferentes

estagios de desenvolvimento dos hospedeiros. Penetram os insetos através do tegumento, por
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via oral, anal, entre outras formas. Os fungos mais utilizados na reducdo populacional de
insetos-praga de florestas sdo Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin e Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin (Costa et al., 2008). Segundo Alves (1998), os sinais das
doencas produzidas por B. bassiana em insetos sdo caracterizados inicialmente pela
interrupcdo da alimentacdo e desorientacdo, posteriormente aparecem as hifas através dos
espiraculos e, finalmente, pela presenca do micélio que envolve externamente o cadaver do
inseto, dando o aspecto de algodéo, de cor branca.

Devido a sua elevada importancia comercial, ecoldgica e paisagistica, o interesse de
realizar pesquisas com 0 objetivo de preservar, conservar e garantir o uso sustentavel do
mogno € evidente, sendo necessarias pesquisas com o intuito de diminuir os prejuizos
causados por essa praga. Esse trabalho teve como objetivo isolar, identificar e verificar a

capacidade patogénica de fungos associados a H. grandella em Brasilia, Brasil.

3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Obtencao de lagartas com sintomas

Foram analisados 200 frutos coletados em Brasilia, Distrito Federal, para a verificacéo
da ocorréncia, quantificacdo e isolamento de possiveis agentes fungicos de biocontrole da H.
grandella. Os frutos foram abertos e 0s insetos que apresentaram sintomas e/ou sinais de
fungos foram separados e individualizados em recipientes plasticos estéreis e armazenados em

geladeira até o seu isolamento.

3.4.2 Isolamento do fungo entomopatogénico

Os insetos sintomaticos foram colocados em camara umida para maior formacédo de

esporos e entdo, com o auxilio de um microscopio estereoscopio e uma agulha, parte do fungo
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foi transferido para meio BDA. Coldnias puras foram obtidas a partir de diluicdes seriadas e

repicagens sucessivas do fungo.

3.4.3 Caracterizacao morfoldgica

As estruturas fangicas foram retiradas do meio de cultura por meio de estilete de ponta
fina e em seguidas colocadas sobre laminas de vidro com corantes a base de lacto-glicerol /
azul de algodao (Cotton blue) ou glicerol-KOH / floxina basica, as quais foram seladas com
duas camadas de esmalte de unha comercial. Foram descritos e medidos os conidiéforos,
células conidiogénicas e conidios do fungo por meio de microscopio optico.

Para a visualizacdo das estruturas fungicas em microscopia eletronica de varredura,
amostras do fungo foram fixadas com glutaraldeido 2,5% e tampéao cacodilato de sodio a
0,1M pH 7,0 e colocados em rotator orbital (4 rpm) por 24 horas. Apés esta etapa, as amostras
foram submetidas a duas lavagens de 15 minutos em tampdo cacodilato de sodio a 0,1M pH
7,2, seguidas de imersdo em solucdo de tetréxido de 6smio (OsO4) a 2% por 2 horas. As
amostras pos-fixadas em OsO4 foram lavadas em tampdo cacodilato de sédio 0,1M, por 3
vezes seguidas e por mais 2 vezes com agua a cada 15 minutos. Foi realizada a desidratagdo
dos materiais em série etanolica crescente (10, duas vezes de 30, 50, 70, 90 e 100%)
permanecendo por 2 horas em cada uma das concentragdes, sempre utilizando um rotator
orbital. Em seguida, as amostras foram secas pelo método do ponto critico do CO2 em
aparelho Baltec CPD 030, recobertas com 25 nm de ouro em aparelho MED 010 da Balzers e

observadas ao microscopio eletronico de varredura Zeiss modelo DSM 962.

3.4.4 Caracterizacao molecular e sequenciamento
O isolado purificado foi crescido em meio de cultura BDA, em camara de germinagédo

(BOD) a 25+_0.5°C por 10 dias. Foram cortados trés discos do meio de cultura contendo o
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fungo e inoculados em frasco de Erlenmeyer com 200mL de meio liquido SDY (4% dextrose,
1% extrato de levedura e 1% peptona). Apos 72h de incubacdo em shaker rotativo a
25+ 0.5°C e 250rpm, o micélio foi coletado em papel de filtro sob filtracdo a vacuo e
utilizado para a extracdo de DNA segundo o método descrito por Raeder e Broda (1985). A
regido intergénica Bloc foi amplificada e sequenciada de acordo com Renher et al. (2011). A
sequéncia obtida foi editada pelo programa DNA baser (DNABaser Sequence Assembler 3,
Heracle Biosoft, Pitesti, Romania) e alinhada com outras 23 sequencias obtidas pelo banco de
dados GenBank, segundo Renher et al. (2011), através do programa MEGA 5.03 (Tamura et
al., 2011), utilizando o clustaw. Este alinhamento foi utilizado para a construcdo de uma
arvore filogenética (Figura 2), através do programa Mr Bayes, utilizando as informacdes

geradas pelo critério de Akaike (AIC) através do JModeltest 1.1 e com 1 milh&o de geracdes.

3.4.5 Bioensaio de mortalidade

O isolado obtido foi testado em condig¢des de laboratério quanto a sua patogenicidade
em H. grandella no Laboratério de Micologia de Invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia em Brasilia, Brasil, em maio de 2015. Para a realiza¢do do ensaio,
foram utilizados ovos férteis, obtidos a partir da criacdo do inseto feita com dieta natural a
base de sementes de mogno. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com um tratamento e cinco repeticdes, com 10 ovos por repeticdo. O tratamento
consistiu na inoculacdo dos ovos na suspensao de conidios com &gua destilada autoclavada
com 0,05% de Tween 80. A concentragdo utilizada foi de 1 x 10® conidios/mL além da
testemunha com agua destilada e Tween 80. Os ovos e lagartas foram observados diariamente
durante sete dias, quanto ao parasitismo pelo fungo e mortalidade de lagartas recem-

eclodidas. Foram colocadas duas folhas novas de mogno esterilizadas para a alimentacdo das
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lagartas neonatas. Esse bioensaio foi repetido duas vezes para comprovar a a¢do patogénica
do fungo.

As lagartas neonatas mortas foram retiradas dos recipientes, desinfectadas
externamente com alcool 70% e mantidas em camara Umida para esporulacdo e confirmacao

do agente causal da mortalidade.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas cinco lagartas foram encontradas mortas no interior dos frutos, representando
2,78% do total de lagartas encontradas (n = 180). Destas, trés apresentaram sintomas de
bacteriose, uma de fungo (Figura 1 - A) e outra por causas desconhecidas. A quantidade de
lagartas mortas encontradas foi inferior a verificada por Thomazini et al. (2011) quando
coletaram lagartas no broto terminal de arvores de mogno, chegando a nove em um total de 28
coletadas no més de maio de 2010 em Garca/SP. A mortalidade larval natural foi de 14,8%
em todo o estudo. J& em um trabalho realizado por Taveras et al. (2004), na Costa Rica, a taxa
de mortalidade foi de 24%. A baixa taxa de mortalidade dos insetos no presente estudo pode
ser atribuida ao fato do inseto estar protegido de possiveis predadores e de contaminagdo por
fungo e bactérias. O fato de o estudo ser realizado em arvores urbanas também pode
influenciar a mortalidade, visto que na cidade ha menor nimero de inimigos naturais quando
comparada ao ambiente natural.

O fungo isolado da lagarta em meio BDA foi identificado como Beauveria bassiana,
com colonias brancas a ligeiramente amareladas de aspecto cotonoso e pulverulento,
caracteristicas do género Beauveria (De Hoog, 1972; McCoy et al., 1988) (Figural—Be C).
A analise das estruturas fungicas em microscopia Optica e em microscopia eletronica de
varredura mostrou conidios de forma globosa a subglobosa, asseptados, lisos, numerosos,

com germinacdo uni ou bipolar (Figura 1 — D, E e F). Os conidioforos formam cachos densos,
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com células conidiogénicas em zigue-zague. O isolado foi depositado na Colecdo de Fungos
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CG 1301 / BRM

029000).

Figura 1 (A — F). Beauveria bassiana isolada de Hypsipyla grandella. A — Lagarta com
sintomas de infeccdo fingica. B — Cultura de B. bassiana em meio BDA. C — Detalhe da
cultura monospérica em meio BDA, apds dez dias de crescimento. D — Conidios de B.
bassiana vistos em Microscopio de Luz. E e F — Detalhe dos conidios do fungo vistos em

Microscopia Eletronica de Varredura.

A analise filogenética do isolado (CG1301) o identificou como Beauveria bassiana
com grande suporte através da inferéncia bayesiana (Figura 2), agrupando-o com 0S outros

dois isolados de referéncia de B. bassiana.
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Figura 2. Arvore filogenética dos isolados do género Beauveria através da analise Bayesiana

da regido intergénica Bloc. Os valores de suporte da inferéncia Bayesiana sdo mostrados na

arvore.

Quanto ao bioensaio de mortalidade, as largartas eclodiram apds 24 horas da
inoculacdo do fungo. Apos sete dias, todos os ovos da testemunha se mostraram viaveis, ao
passo que cinco ovos (10%) com o tratamento com B. bassiana ndo resultaram em lagartas.
Porém, 30 (trinta) lagartas recém-eclodidas do tratamento com o fungo morreram apos sete
dias (70%), o que indica que o isolado obtido pode ser promissor para ser utilizado

futuramente em programas de controle da H. grandella.
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Yamazaki et al. (1990) reportaram um isolado de Beuveria ndo identificado infectando
H. grandella no Peru, com baixa mortalidade. Misra (1993) isolou B. bassiana em cadaveres
de H. robusta na india e constatou 80% de mortalidade de lagartas quando inoculadas com
esporos obtidos da cultura pura do fungo em agua. Berrios & Hidalgo-Salvatierra (1973)
testaram a patogenicidade de esporos de B. bassiana em H. grandella. As lagartas foram
imersas em uma suspensdo de esporos e apresentaram mortalidade de 13,9% sob uma
concentragdo de 1,4 x 10° esporos/mL. Segundo os autores, a maioria das lagartas morreram

oito dias apos a inoculacédo do fungo.

3.6 CONCLUSOES
- O fungo Beauveria bassiana foi encontrado em Hypsipyla grandella;
- Sua patogenicidade foi testada e comprovada, com mortalidade de aproximadamente 70% de

lagartas recém-eclodidas.
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CAPITULO 4

CONTROLE BIOLOGICO DE Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)

COM Bacillus thuringiensis Berliner EM LABORATORIO

4.1 RESUMO

O uso de Bacillus thuringiensis (Bt) para o controle de insetos-praga ja esta estabelecido em
varias culturas agronémicas e florestais, por ser uma bactéria que ndo possui efeito poluente
ao meio ambiente, inocuidade aos mamiferos e vertebrados, auséncia de toxicidade as plantas
e especificidade aos insetos alvo. Até o presente momento nao foram realizados estudos
aprofundados quanto ao uso de Bt para o controle da principal praga do mogno, a Hypsipyla
grandella (Lepidoptera: Pyralidae). Portanto, esse trabalho teve como objetivo testar a
patogenicidade de estirpes de Bt em lagartas de H. grandella, assim como determinar a
concentracdo letal para matar 50% da populacdo (CLsg) das estirpes mais promissoras e de
suas principais toxinas. Para tanto, foram utilizadas dez estirpes de Bt comprovadamente
toxicas a lepidopteros em ensaios anteriores e estas foram incorporadas em dieta natural com
sementes de mogno para verificar a sua mortalidade. A CLsp das cinco melhores estirpes foi
determinada, assim como de cinco proteinas Cry comuns em varias dessas estirpes. Os
resultados comprovaram que H. grandella € altamente suscetivel as toxinas de Bt e que a
estirpe S1905 é altamente tdxica. Além disso, parece haver sinergismo entre as toxinas Cry.
Portanto, o uso de estirpes de Bt pode ser uma ferramenta para ser incorporada no manejo
integrado dessa importante praga das meliaceas.

Palavras-chave: bioensaios, Bt, proteinas Cry, toxinas Cry, broca do mogno.
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BIOLOGICAL CONTROL OF Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)

WITH Bacillus thuringiensis Berliner IN LABORATORY

4.2 ABSTRACT

The use of Bacillus thuringiensis (Bt) to control insect pests is already established in various
agronomic and forest crops, being a bacterium that has no polluting effect on the
environment, safety to mammals and vertebrates, lack of toxicity to plants and specifity to
target insects. To date it has not been conducted in-depth studies about the use of Bt to control
the main pest of mahogany, the Hypsipyla grandella (Lepidoptera: Pyralidae). Therefore, this
study aimed to test the pathogenicity of Bt strains on H. grandella caterpillars, as well
determine the lethal concentration to kill 50% of the population (LCsp) of the most promising
strains and it main toxins. To this, was used ten strains of Bt toxic to lepidopteran proven in
previus trials and these were incorpored into natural diet with mahogany seeds to check their
mortality. The LCs of the top five strains was determined, and five Cry proteins comoon in
several of these strains. The results prove that H. grandella is highly susceptible to Bt toxins
and the S1905 strain is highly toxic. In addition, there appears to be synergy between the Cry
toxins. Therefore, the use of Bt strains may be a tool to be incorporated into the integrated
management of this important pest of mahogany.

Keywords: bioassays, Bt, cry proteins, cry toxins, mahogany shoot borer.
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4.3 INTRODUCAO

Um dos principais problemas da silvicultura do mogno brasileiro, Swietenia
macrophylla King, € ocorréncia da Hypsipyla grandella Zeller, na qual ataca os brotos
terminais das plantas, inviabilizando o cultivo comercial dessa espécie. O controle dessa
praga € dificultado devido ao seu habito criptico e inviabilidade de aplicacdo de defensivos
quimicos a grandes alturas. O uso de Bacillus thuringensis Berliner (Bt) pode ser uma
alternativa viavel e econdmica para esse fim. Bt € uma bactéria gram positiva, aerobia, da
familia Bacillaceae, de abrangéncia cosmopolita (Krywunczyk & Fast, 1980) e que possui
atividade inseticida. A acdo entomopatogénica dessa bactéria se deve justamente a inclusdes
protéicas que sdo cristais compostos por proteinas denominadas endoproteinas ou proteinas
cristal (Bravo et al., 1998; Monnerat & Bravo, 2000).

O uso de Bt no biocontrole de insetos-praga apresenta muitas vantagens como a sua
especificidade aos insetos alvo, possui efeito ndo poluente ao meio ambiente, inocuidade aos
mamiferos e vertebrados e auséncia de toxicidade as plantas, 0 que permite a sua aplicacdo
direta (Whiteley & Schnepf, 1986). Segundo Quesada-Moraga et al. (2004), esse organismo
tem merecido atencdo pelos pesquisadores por controlar larvas/lagartas/ninfas de insetos das
ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Orthoptera e Hemiptera, além de outros organismos,
como &caros, nematoides e protozoarios. Sao poucas as pesquisas relacionadas ao uso de Bt
para o controle de H. grandella. Em uma reviséo feita por Lunz et al. (2009), o uso de Bt na
cultura do mogno esta restrita a aplicacdo antes da penetracdo das lagartas nos ramos (Gallo et
al., 2002).

Portanto, esse trabalho teve como objetivo testar a patogenicidade de estirpes de Bt em
lagartas de H. grandella, assim como determinar a CLso das estirpes mais promissoras e de

algumas toxinas Cry.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Estirpes utilizadas

Foram utilizadas dez estirpes de B. thuringiensis (Tabela 1) escolhidas com base em

bioensaios de mortalidade para insetos da ordem Lepidoptera realizados por Praca (2012) e

Macedo et al. (2012).

Tabela 1. Estirpes de Bacillus thuringiensis utilizadas nos bioensaios seletivos.

Estirpe Toxinas Fonte
S602 Cry 1Aa, Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry 2Aa, Cry 2Ab Macedo et al.(2012)
S1264 Cry 1Aa, Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry2Aa Macedo et al. (2012)
S1289 Cry 1Ab, Cry 1Ad, Cry 2Ab Macedo et al. (2012)
S1301 Cry 1Ab, Cry 1F, Cry 1Ac, Cry 1D, Cry 1G, Cry 2Aa, Cry 2Ab Macedo et al. (2012)
S1905 Cry 1Aa, Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry 1B, Cry 2Aa, Cry 2Ab Praca (2012)
S1979 Cry 1Aa, Cry 1ADb, Cry 1Ac, Cry 1Ad, Cry 2Aa, Cry 2Ab Macedo et al. (2012)
S2021 Cry 1Aa, Cry 1Ad, Cry 2Ab Macedo et al. (2012)
S2122 Cry 1Aa, Cry 1Ab, Cry 1Ad, Cry 1C, Cry 1D, Cry 1F, Cry 2Ab Praca (2012)
S2124 Cry 1Ab, Cry 1E, Cry 2Aa, Cry 2Ab Praca (2012)
Btk 1450 HD-1 Cry 1Aa, Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry 1B, Cry 2Aa, Cry 2Ab Praca (2012)

4.4.2 Producéo das bactérias e montagem do bioensaio seletivo

O bioensaio seletivo foi realizado com base em protocolos para outras espécies de
Lepidoptera (Praca et al., 2004), com modificacbes. As estirpes listadas (Tabela 1) foram
fermentadas em meio Embrapa (Monnerat et al., 2007) empregando-se incubador rotativo a
200 rpm, 28° C, durante 72 horas, até a obetencao de esporos. As estirpes foram visualizadas
em microscopio optico de contraste de fases com aumento de 1.000 x para observagdo de
esporos e cristais. O caldo bacteriano (100 pL) foi misturado com sementes de mogno
trituradas em uma placa de Petri estéril e foram oferecidas a dez lagartas neonatas (1° instar)

por placa, com trés repeti¢fes. A testemunha negativa consistiu da dieta misturada com agua
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destilada. O material foi acomodado em B.O.D. com fotoperiodo de 12 horas e com 24 a 27
°C.

A avaliacdo da mortalidade ocorreu apds 24 e 48 horas e as lagartas vivas foram
transferidas para outra placa contendo sementes trituradas sem tratamento. A ultima leitura de

mortalidade foi feita apds 96 horas.

4.4.3 CLs das melhores estirpes e de toxinas Cry puras

As melhores estirpes (51905, S2021, S2122, S2124, Btk 1450 HD-1) foram utilizadas
para o célculo da CLsp. Para cada estirpe multiplicada foram realizadas centrifugacdes a 9.500
por 30 minutos (Centrifuga Hettich Zentrifugen, modelo Rotanda 460R), o sobrenadante foi
desprezado para obtencdo de um pellet concentrado ao final do trabalho e posteriormente foi
ressuspendido em &gua destilada, congelado e depois liofilizado em Liofilizador Christ,
modelo Alpha 2-4 LD Plus. O material liofilizado foi acondicionado em tubos Falcon e
armazenado a — 20 °C.

Foi feita a contagem de esporos de todas as estirpes utilizadas através da determinacéo
do nimero de unidades formadoras de coldnia por mL (UFC/mL), a partir de diluicbes em
série. Para tanto, em 5 mL de &gua destilada autoclavada foram diluidos 0,005 g da biomassa
liofilizada contendo esporo-cristal (diluicdo 10™). A diluicdo 10™ foi homogeneizada em
vortex, e para a composicéo da diluicdo 102, foram acrescentadas 4,5 mL de agua destilada
autoclavada e 0,5 mL da diluicdo anterior e assim sucessivamente. Todas as diluigdes foram
plaqueadas em triplicata em placas de Petri contendo meio Embrapa Agar (Monnerat et al.,
2007) e foi utilizada a técnica da gota. Para cada replicata foram plaqueados 10 ul da diluigéo
correspondente com o auxilio de uma pipeta. As placas foram vedadas com filme PVC, de
forma que o meio de cultura estivesse voltado para cima, e foram incubadas em estufa a 28 °C

por aproximadamente 15 horas, para posterior contagem das UFC’s.
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As estirpes recombinantes S2211 (Cry 1Aa), S2210 (Cry 1Ab), S2209 (Cry 1Ac) e
S2212 (Cry 2Aa) foram utilizadas para o célculo da CLsg das toxinas puras. As estirpes foram
crescidas em meio EMBRAPA, conforme descrito anteriormente, porém com 0 uso de
antibidtico (10 pug/mL de eritromicina). Posteriormente o cultivo foi centrifugado por 10
minutos a 10.000 rpm com temperatura de 4 °C, com tampéo contendo 0,3 M de NaCl e 0,01
M de EDTA (pH 8,0), e em seguida por trés vezes com o tampdo PMFS a 1ImM. O
sobrenadante foi recuperado e o sedimento recuperado com tampédo TTN (20 mM de tris, 300
mM de NaCl, 0,1% de triton x-100, pH 7,2), posteriormente centrifugado a 10.000 rpm e 4 °C
durante 10 minutos, e repetido por trés vezes. O material foi entdo sonicado a trés pulsos de
um minuto com intervalos iguais de um minuto a 15 W (VirSonic CelDisrutter 16-850). As
estirpes recombinantes foram purificadas por meio de gradiente de sacarose (Thomas & Ellar,
1983), recuperadas com a adi¢éo de triton 1% (v/v) e PMSF 1 mM e solubilizadas em tampéo
alcalino decarbonato de s6dio a 50 mM e pH 10,5 com 0,2% (v/v) de B-mercaptoetanol por
duas horas a 37 °C com agitacdo constante de 60 rpm. A amostra foi entdo centrifugada por 5
minutos a 12.000 x g e em seguida a proteina soltvel foi quantificada com Protein Assay (Bio
Rad) pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A observacdo da integridade e massa
molecular das proteinas foi feita a partir de um gel desnaturante de polacrilamida (SDS-
PAGE) a 12% (Laemmli, 1970), corado com Comassie blue (40% metanol, &cido acético 10%
e Comassie blue 0,1%) por aproximadamente 16 horas sob leve agitacdo e descorado com 20
mL de &gua por 1-2 horas até a visualizacdo dos perfis proteicos das estirpes.

O célculo da concentracgéo letal para matar 50% dos individuos (CLsp) foi determinado
a partir de quatro diluic6es seriadas do liofilizado das trés estirpes selecionadas, na qual foram
colocadas em sementes de mogno trituradas. Para cada diluicdo foram utilizadas 10 lagartas
neonatas (1° instar), com trés repeticbes. A testemunha negativa consistiu da dieta misturada
com agua destilada. A avaliacdo da mortalidade ocorreu apds 24 e 48 horas e as lagartas vivas
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foram transferidas para outra placa contendo sementes trituradas sem tratamento. Para tanto,
primeiramente foi preparada uma solu¢do mée com 0,5 mg do liofilizado bacteriano mais 5
mL de &gua destilada autoclavada. A partir da solucdo mae, as dilui¢bes seriadas foram feitas
retirando 0,5 mL da solucéo e colocadas em 4,5 mL de agua destilada autoclavada, e assim
sucessivamente, até chegar a diluicdo de 10°. As concentracdes utilizadas nos bioensaios
foram de 2.000, 432, 93 e 20 ng/cm?

A ClLso foi feita a partir da analise de Probit (Finney, 1971), com o auxilio do
programa Polo-Plus®. Os intervalos de confianca (95%) para a CLso foram calculados e a ndo
sobreposicdo desse parametro foi utilizada para detectar diferencas significativas entre as

estirpes e as proteinas.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 10 estirpes utilizadas se mostraram altamente letais para H. grandella
(Tabela 2). A partir desse bioensaio, cinco estirpes foram selecionadas para 0s ensaios
subsequentes. Foi considerada estirpe eficaz aquela que apresentou mortalidade superior a
90%.

As lagartas mortas nos bioensaios apresentaram corpos flacidos e tegumentos de
coloragdo marrom a marrom-escura, com aspecto opaco. Algumas lagartas estavam lentas e
com dificuldade para se movimentar, sintomas caracteristicos de infec¢do por Bt (Habib &
Andrade, 1998; Viana et al., 2009; Praca, 2012). Uma observagdo importante esta relacionada
ao tempo inicial do potencial de mortalidade, na qual as estirpes 2124, 1905 e 1450 foram

superiores aos outros tratamentos.
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Tabela 2. Mortalidade de lagartas de Hypsipyla grandella por estirpes de Bacillus

thuringiensis apos 24, 48 e 96 horas.

) Mortalidade

Estirpe 24h a8h  96h
602 80%  86.6% 86.6%
S1264 0%  76.6% 76,6%
$1289 60%  633% 70%
$1301 733%  80%  80%
$1905 933%  100% -
51979 60% 60%  66,6%
$2021 833%  86,6% 100%
$2122 0%  100% -
$2124 86.6%  100% -

Btk 1450 HD- 100% 100% -
Testemunha 6,66% 10%  16,6%

A CLso das melhores estirpes (51905, S2021, S2122, S2124 e a padréo Btk 1450 HD-
1) variou entre 9,55 e 85,61 ng/cm? (Tabela 3). A estirpe padrdo Btk 1450 HD-1 foi a que
apresentou a menor concentragdo (9,55 ng/cm?), enquanto a estirpe S2021 apresentou a maior
(85,61 ng/cm?). Porém, elas ndo diferiram estatisticamente porque os intervalos de confianca
se sobrepbem, o que indica que todas as estirpes sao igualmente eficientes no controle de H.

grandella.

Tabela 3. Concentracéo letal (CLsg) das estirpes de Bacillus thuringiensis para matar lagartas

de Hypsipyla grandella da populacao testada ap6s cinco dias de tratamento (96 horas).

Estirpe CLso (ng/lcm?)* Intervalo de Confianga (95%)
S1905 12,715 a 0,452 — 40,318
S2021 85,617 a 11,731 - 244,778
S2122 20,573 a 0,197 — 74,360
S2124 27,520 a 1,016 - 87,713

Btk 1450 HD-1 9,554 a 0,097 — 36,167

*Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo intervalo de confianca de acordo com a analise

de Probit.
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A susceptibilidade de lagartas de primeiro instar de H. grandella ao Bt ja foi mostrada
por Hidalgo-Salvatierra & Palm (1973), na qual os autores obtiveram até 100% de
mortalidade utilizando diferentes diluicdes de uma Unica estirpe bacteriana, comprovando que
0 inseto é altamente suscetivel a bactéria, corroborando os resultados do presente trabalho. No
entando, a CLsg da estirpe utilizada nédo foi estimada. Goulet et al. (2005) utilizaram o produto
DiPel 6.4 WG (B. thuringiensis var. kurstaki 6.4%, ABBOTT Laboratories, Chicago) na
forma de spray para o controle da H. grandella em plantagdes Swietenia humilis Zucc. e
apenas 17% das arvores foram atacadas, contra 44% das plantas controle sem a bactéria.

Todas as quatro estirpes recombinantes de B. thuringiensis que expressam as toxinas
CrylAa, Cry 1Ab, Cry 1Ac e Cry 2Aa causaram mortalidade em lagartas de H. grandella.
Porém, a CLsg das proteinas variou entre 99,83 e 395,48 ng/cm? (Tabela 4), apresentando
valores de toxicidade signficamente semelhantes, pois os valores do intervalo de confianca se

sobrepdem.

Tabela 4. Concentragdo letal (CLsp) observada de toxinas puras para matar lagartas de

Hypsipyla grandella da populacéo testada apés cinco dias de tratamento (96 horas).

Toxina CLso (ng/lcm?)* Intervalo de Confianca (95%)

Cry 1Aa 395.484 a 105,523 — 2025,488
Cry 1Ab 99,834 a 12,057 — 312,299
Cry 1Ac 160,661 a 17,870 — 645,980
Cry 2Aa 112,014 a 16,019 — 346,298

*Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo intervalo de confianga de acordo com a anélise

de Probit.

A estimativa da CLsy de proteinas purificadas de B. thuringiensis € realizada para
assegurar que o resultado expresse a atividade somente para determinadas toxinas Cry,
evitando a influéncia de outras toxinas, como VIP’s e exotoxinas (Aranda et al., 1996;

Bohorova et al, 1997). As subespécies aizawai, kurstaki e gallerie normalmente apresentam
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as toxinas Cry 1Aa, Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry 2Aa e Cry 2Ab, toxinas essas que sao
comprovadamente toxicas a insetos da ordem Lepidoptera (Kwa et al., 1998; Monnerat et al.,
1999; Ibargutxi et al., 2006; Pigott & Ellar, 2007).

As estirpes Btk 1450 HD-1 e S1905 apresentam todas as toxinas puras testadas nos
bioensaios e tiveram resultados semelhantes de CLsg (9,55 e 12,71 ng/cm?, respectivamente),
apesar da 1450 ser numericamente mais toxica. Porém, os resultados das toxinas Cry puras
revelaram que possivelmente ha sinergismo entre essas elas, ou seja, 0 poder de controle das
estirpes utilizadas nos ensaios depende da composicdo conjunta de proteinas Cry,
corroborando os estudos de Estruch et al. (1997), onde os autores afirmam que o espectro de
acdo de diferentes isolados de B. thuringiensis depende da combinacdo das proteinas Cry
individuais. Portanto, bioensaios com misturas de toxinas em diferentes proporcGes devem ser
realizados com o propdsito de se obter a CLsp observada e entdo calcular a CLsg esperada,
obtendo, assim o Fator de Sinergismo (FS) para verificar se ha efeito aditivo, sinergético ou
até mesmo antagénico com essas misturas (Tabashnik, 1992).

Além disso, ensaios de ligacdo e de competicdo das proteinas Cry aos receptores de
membranas instestinais (BBMV’s) devem ser realizados com o objetivo de determinar quais
proteinas se ligam ao intestin médio do inseto, o que pode indicar quais proteinas estdo
causando a formacdo de poros e consequentemente a morte das lagartas. Ja o de competicao
analisa se as proteinas competem por um mesmo sitio de infeccdo (Aranda et al., 1996). Esses
estudos serdo importantes para elucidar o patossistema Bacillus thuringensis — Hypsipyla
grandella.

Vale lembrar que ocorrem variagcbes de susceptibilidade dos insetos a diferentes
toxinas Cry de B. thuringiensis entre espécies e até mesmo populacdes diferentes, conferindo
diferentes graus de toxicidade, como foi demonstrado por Sebastido et al. (2015) em

Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), em Spodoptera frugiperda Smith
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(Lepidoptera: Noctuidae) por Monnerat et al. (2006) e em Spodoptera spp por Constanski et

al. (2015).

4.6 CONCLUSAO
- H. grandella ¢ altamente suscetivel as estirpes S1905, S2021, S2122, S2124 e a padrdo Btk

1450 HD-1 de B. thuringiensis.
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CAPITULO5

CONTROLE BIOLOGICO DE Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
COM O USO SISTEMICO DE Bacillus thuringiensis Berliner EM MUDAS DE

Swietenia macrophylla King

5.1 RESUMO

Hypsipyla grandella Zeller, conhecida popularmente como broca do mogno, € a principal
praga de Swietenia macrophylla King, limitando o estabelecimento do plantio comercial da
espécie em todo o Brasil. Para contornar essa situacéo, estudos visando o manejo sustentavel
da praga sdo imprescindiveis. O uso sistémico da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) para o
controle de insetos-praga vem se tornando uma ferramenta promissora a ser incorporada em
programa de manejo integrado de diversas pragas agricolas e florestais. Com base nisso, esse
trabalho teve como objetivo avaliar o uso de Bt em plantas de mogno para o controle de H.
grandella. Para tanto, foram utilizadas cinco estirpes comprovadamete letais as lagartas
recém-eclodidas, quando misturadas com sementes de mogno. No intuito de verificar o efeito
sistémico em mudas de mogno, a bactéria foi suspendida com &gua destilada autoclavada e a
suspensdo foi aplicada via solo na concentracdo de 1 x 10° esporos por mL, para cada
tratamento. A testemunha consistiu de agua destilada autoclavada sem bactéria. Para cada
tratamento foram utilizadas seis mudas, e, em cada muda, foram colocados trés ovos de H.
grandella com 48 horas de idade. Portanto, foram utilizadas 36 mudas, dispostas em
delineamento inteiramente casualizado, com 108 ovos de H. grandella no total. Apds 30 dias,
0s parametros avaliados foram: presenga ou auséncia de goma, teia e excrementos, tamanho
da galeria formada pelo inseto e o nimero de lagartas vivas/mortas no interior das plantas.

Como resultado, as plantas tratadas com a estirpe S1905 apresentaram um ataque
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desacelerado em comparacdo com a testemunha, com sintomas e danos pouco aparentes,
caracterizado por pouca exsudacao de goma e pouca presenca de excrementos e teia por parte
do inseto. As plantas sem tratamento com Bt se mostraram completamente atacadas, com até
trés lagartas em seu interior, além de apresentarem as maiores galerias (até 15,7 cm de
comprimento). Este trabalho é pioneiro no uso sisttmico de Bt em mudas arboreas e esse
método parece ser uma alternativa promissora e viavel ao uso de inseticidas quimicos. Apesar
de ser um estudo preliminar, os resultados obtidos abrem um caminho ainda inexplorado na
area florestal e que, futuramente, pode se tornar um dos principais métodos para o controle de
insetos-praga, sobretudo com o uso de microrganismos sistémicos.

Palavras-chave: broca do mogno, endofitico, controle bioldgico, praga florestal.
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BIOLOGICAL CONTROL OF Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
WITH THE SYSTEMIC USE OF Bacillus thuringiensis Berliner ON Swietenia

macrophylla King SEEDLINGS

5.2 ABSTRACT

Hypsipyla grandella Zeller, popularly known as mahogany shootborer, is the major pest of
Swietenia macrophylla King, limiting the establishment of commercial planting of the species
in Brazil. To work around this, studies for sustaintable pest management are essential. The
systemic use of bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) to control insect pests is becoming a
promising tool to be incorporated in integrated pest management program for various
agricultural and forest pests. Based on this, this study aimed to evaluate the use of Bt in
mahogany plants for the control of H. grandella. For this, five strains used were chosen based
on preliminary experiments, where all caused 100% of mortality in newly hatched larvae
when mixed with mahogany seeds. In order to check the systemic effect in mahogany
seedlings, the bacteria were mixed with autoclaves distilled water and the suspension was
applied into the soil at a concentration of 1 x 10° spores per mL for each treatment. The
witness consisted of distilled water autoclaved without bacteria. Each treatment was repeated
with six plants, and in each seedling were placed three eggs of H. grandella 48 hours old.
Therefore, we used 36 seedlings, arranged in a completely randomized design, with 108 eggs
of H. grandella. After 30 days, the parameters evaluated were: presence or absence of gum,
web and excrement, size of the gallery formed by the insect and the number of live
caterpillars / dead inside the plant. As a result, the plants treated with the streain S1905
showed an attack decelerated compared with the control, with little apparent damage and
symptoms, characterized by little exudate, gum, excrement and warp by the insect. The

untreated plants with Bt proved completely attacked, with up to three caterpillars inside, in
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addition to having the largest galleries (up to 15.7 cm long). This word is a pioneer in
systemic use of Bt in tree seedlings and this method seems to be a promising and viable
alternative to using chemical insecticides. Despite being a preliminary study, the results open
a follow untapped in the forest area and that in the future can become one of the main
methods for the controle of insect pests, especially with the use of systemic microorganisms.

Keywords: shoot borer, endophytic, biological control, forest pest.
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5.3 INTRODUCAO

Dentro da familia Meliaceae, 13 géneros sdo alvos de Hypsipyla grandella. No Brasil,
ocorrem em mogno (Swietenia macrophylla King), cedro (Cedrella odorata L.) e andiroba
(Carapa guianensis Aubl.), atacando ramos, brotos, folhas, frutos, casca (Taveras et al., 2004)
e até mesmo a raiz (Yamazaki et al., 1990). Tentativas de cultivo de mogno fora de sua area
de origem foram consideradas um fracasso devido as condi¢des de cultivo, mudas de baixa
qualidade e a incidéncia da Hypsipyla grandella Zeller (Carvalho, 2007).

O principal dano do inseto em arvores de mogno consiste na destruicdo do broto
terminal em mudas e arvores novas, devido a entrada e escavacdo de galerias pelas lagartas
(Grijpma, 1976). Os sintomas do ataque da lagarta sdo representados por exsudacdo de goma
e serragem, presenca de folhas secas em meio a folhagem verde e emissdo de novos ponteiros
a cada ataque consecutivo, que posteriormente também serdo atacados (Silva, 1985; Griffiths,
2000, Ohashi et al., 2002). O crescimento de um tronco retilineo é fortemente prejudicado
(Grijpma, 1976; Ohashi et al., 2000), com perda em altura de até 35% nos primeiros anos
(Ohashi et al., 2005). Ataques repetitivos e intensos causam a morte da planta.

O plantio de mogno na regido do Distrito Federal e Goids, Brasil, se apresenta bastante
promissor. Estudos realizados por Jacinto (2001) em arvores de Brasilia mostraram que a
espécie apresentou um crescimento primario e secundario bastante satisfatdrio, sendo passivel
de ser plantada de forma comercial. Porém, o ataque da H. grandella pode vir a prejudicar o
estabelecimento do povoamento na regido. Para contornar essa situacdo, medidas de controle
devem ser estudadas e aprimoradas, para, entdo, aplicar medidas de manejo integrado dessa
praga.

Os principais métodos de controle usualmente adotados para o controle da broca séo
(Lunz et al., 2009): uso de gendtipos resistentes ao inseto; manejo silvicultural por meio da

interferéncia na localizacdo da planta hospedeira, reducdo da adequabilidade hospedeira,
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aumento de inimigos naturais e recuperagdo da forma e incremento da altura da planta; uso de
semioquimicos; e o controle bioldgico, com o uso de fungos, vespas, nematoides e bactérias.
O uso de inseticidas convencionais tem sido desaconselhavel para o controle da broca por
razdes como o habito do inseto (criptico), a natureza dos danos (internos na planta), fatores
climaticos (pluviosidade intensa na regido de ocorréncia natural) e o longo periodo de
protecdo necessario, que o torna oneroso, impraticavel e danoso para o meio ambiente (Wylie,
2001; Mahroof et al., 2002).

O uso de Bacillus thuringiensis Berliner, uma bactéria que produz proteinas toxicas a
diversas ordens de insetos, ocupa cerca de 1 a 2% do mercado de produtos usados como
inseticidas de pragas agricolas, florestais ou de vetores de doencas para 0 homem e animais
(Estruch et al., 1996; Baum et al., 1999), conferindo niveis adequados e consistentes de
controle. Algumas das vantagens da utilizacdo de Bt sdo a sua alta especificidade em relacéo
aos insetos sensiveis, seu efeito ndo poluente ao meio ambiente, sua inocuidade aos
mamiferos e vertebrados e a auséncia de toxicidade as plantas (Whiteley & Schnepf, 1986).

Atualmente, ndo existem estratégias para controlar de forma eficaz e plena a incidéncia
de H. grandella sobre as melidceas de importancia comercial. Devido a sua elevada
importancia comercial, ecol6gica e paisagistica, o0 interesse de realizar pesquisas com 0
objetivo de preservar, conservar e garantir o uso sustentavel do mogno é evidente, sendo
necessarias pesquisas com o intuito de diminuir os prejuizos causados por essa praga.
Portanto, esse trabalho tem como objetivo avaliar o uso de B. thuringiensis de forma sistémica

em plantas de mogno para o controle de H. grandella.
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5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Caracterizacao do local de realizacédo dos experimentos

O trabalho foi realizado em uma casa de vegetacdo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal. Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da
regido é classificado como AW (clima tropical com chuvas no verao e seca no inverno), com
a estacdo chuvosa de outubro a abril e seca de maio a setembro. A temperatura media anual é

de 21 °C e umidade relativa do ar é de aproximadamente 70% (Weatherbase, 2015).

5.4.2 Producao das mudas de mogno

Para a producdo de mudas, foram coletadas sementes de arvores de mogno utilizadas
na arborizacdo de Brasilia, Distrito Federal, durante os meses de outubro a dezembro de 2013.
Logo apds a coleta, as sementes foram armazenadas em temperatura ambiente até a
semeadura.

Em janeiro de 2014 foram plantadas aproximadamente 250 sementes de mogno em
substrato PlantMax®. Apl6s a germinagdo, as 200 melhores mudas foram selecionadas,
regadas diariamente e adubadas trimestralmente com o fertilizante Osmocote®. Todo o
processo de producdo de mudas foi feito até maio de 2015, periodo de realizacdo dos

experimentos, com o uso de 36 mudas no total.

5.4.3 AvaliacGes dendrométricas

Em maio de 2015, as mudas (Figura 1) foram avaliadas quanto a sua altura, em
centimetros, com o auxilio de uma trena, e 0 seu didmetro medido com 0 uso de um
paquimetro digital. Esta etapa foi realizada para a escolha das mudas quanto a inoculacdo da

bactéria, a partir do didmetro. Foram escolhidas as mudas com didametro superior a 1 cm.
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Figura 1. Mudas de mogno produzidas em casa de vegetacdo de janeiro de 2014 a maio de

2015.

5.4.4 Tratamentos e delineamento experimental

As estirpes de B. thuringiensis utilizadas no experimento foram escolhidas com base
nos testes preliminares de ensaio de mortalidade, a saber: S1905, S2021, S2122, S2124,
isoladas de solo e pertencentes a Colecdo de Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, e a estirpe Btk 1450 HD-1, obtida na Colecdo de
Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus do Instituto Pasteur de Paris. Todas essas
estirpes causaram 100% de mortalidade em lagartas recém-eclodidas, quando misturadas com
sementes de mogno.

Para cada tratamento foram utilizadas seis mudas, e, em cada muda, foram colocados
trés ovos de H. grandella com 48 horas de idade, com o auxilio de uma fita crepe, de modo a
fixar o tecido “morim” na planta (Figura 2), conforme Silva Junior et al. (2014), com algumas
modificacbes. Os ovos foram colocados proximos ao broto terminal da muda, com o

propésito de facilitar a entrada das lagartas recém-eclodidas na planta. Portanto, foram
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utilizadas 36 mudas, dispostas em delineamento inteiramente casualizado, com 108 ovos de

H. grandella.

Figura 2. Ovo de Hypsipyla grandella em tecido fixado na planta de mogno com o auxilio de

fita crepe.

5.4.5 Producéo e Inoculacéo de Bacillus thuringiensis

As estirpes utilizadas neste ensaio foram produzidas em meio Embrapa (Monnerat et
al., 2007) e incubadas em incubador rotativo. As estirpes foram visualizadas em microscépio
dptico de contraste de fases com aumento de 1.000 x para observagdo de esporos e cristais.
Para cada estirpe multiplicada em fermentador foram realizadas centrifugagdes a 9.500 por 30
minutos (Centrifuga Hettich Zentrifugen, modelo Rotanda 460R), o sobrenadante foi
desprezado para obtencdo de um pellet concentrado ao final do trabalho e posteriormente foi
ressuspendido em agua destilada, congelado e depois liofilizado em Liofilizador Christ,
modelo Alpha 2-4 LD Plus. O material liofilizado foi acondicionado em tubos Falcon e
armazenados a — 20 °C.

Foi feita a contagem de esporos de todas as estirpes utilizadas através da determinacao
do nimero de unidades formadoras de coldnia por mL (UFC/mL), a partir de diluicbes em

série. Para tanto, em 5 mL de &gua destilada autoclavada foram diluidos 0,005 g da biomassa
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liofilizada contendo esporo-cristal (diluicdo 10™). A diluicdo 10™ foi homogeneizada em
vortex, e para a composicéo da diluicdo 102, foram acrescentadas 4,5 mL de 4gua destilada
autoclavada e 0,5 ul da diluicdo anterior e assim sucessivamente. Todas as diluicbes foram
plaqueadas em triplicata em placas de Petri contendo meio Embrapa Agar (Monnerat et al.,
2007) e foi utilizada a técnica da gota. Para cada replicata foram plaqueados 10 ul da diluicdo
correspondente com o auxilio de uma pipeta. As placas foram vedadas com filme PVC, de
forma que o meio de cultura estivesse voltado para cima, e foram incubadas em estufa a 28 °C
por aproximadamente 15 horas, para posterior contagem das UFC’s.

Em seguida, depois de feita a contagem do numero de esporos, o liofilizado bacteriano
foi misturado com agua destilada autoclavada e a suspensao foi inoculada via solo em uma
Gnica dose de 2 mL (Figura 3) na concentracdo de 1 x 10° esporos por mL, para cada
tratamento. A testemunha consistiu de agua destilada autoclavada sem o liofilizado

bacteriano.

Figura 3. Inoculagéo da suspenséo de Bacillus thuringiensis em mudas de mogno via solo.
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5.4.6 Avaliacdo e parametros observados

A avaliacdo perdurou até 30 dias apoOs a inoculacdo. Durante esse periodo, foram
observados diariamente 0s seguintes parametros:

1. Exsudacdo de goma no broto terminal ou na insercédo das folhas;
2. Presenca de teias de H. grandella;

3. Presenca de excrementos de H. grandella;

4. Comportamento e ataque de H. grandella nas mudas;

5. Tamanho da galeria formada pela H. grandella, em centimetros.
6. Numero de lagartas por planta;

7. Presenca de lagartas mortas no interior das plantas.

Decorridos os 30 dias, foi observada a presenca de pupas ou de lagartas de Gltimo
instar (6°) em cada muda. Parametros relacionados ao desenvolvimento do inseto foram
observados, como 0 atraso para empupar em relacdo a testemunha e averiguados para
verificar se as plantas inoculadas com a bactéria poderiam apresentar algum efeito nocivo nas
lagartas. O tamanho da galeria formada pela H. grandella se configura em um dos principais
parametros para averiguar a eficiéncia de produtos ou da resisténcia do mogno ao ataque do

inseto (Ohashi et al., 2002; Silva Junior et al., 2014).

5.4.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey a 1 e 5% de probabilidade, com
0 auxilio do programa Assistat. Para testar a eficiéncia das bactérias testadas, foi utilizada a
formula de Abbot modificada (Abbot, 1925):

Eficiéncia (%) = (PMT-PMTtPMT) x 100
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Onde PMT € o numero de plantas atacadas na testemunha e PMTt é o numero de
plantas atacadas no tratamento. Foi considerado eficaz o tratamento que obteve ao menos
80% de eficacia (Nakano et al., 1981) e com galerias inferiores a dois centimetros. Foi
verificada também a taxa de mortalidade das lagartas, uma vez que o inseto precisa ingerir a
bactéria para que ocorra a sua morte. Além disso, as variaveis significativas foram submetidas
ao teste de regressao entre o uso das estirpes de B. thuringiensis, o grau de infestacdo da broca

nas mudas de mogno e o numero de lagartas encontradas.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.5.1 Caracterizacao do ataque de H. grandella em mudas de mogno

Apds dois dias, todas as lagartas eclodiram. Elas, frequentemente, penetraram primeiro
na gema axilar ou no broto terminal e posteriormente se moveram e se alimentaram do
entorno terminal ndo lignificado, incluindo a gema axilar, folhas novas e ponteiros dos ramos
(Figura 4 - A). A alimentagdo continuou na medula, consumindo o floema e a medula,
causando a destruicdo do ponteiro e consequente murcha das folhas mais novas. Em alguns
casos, foi observado ataque no limbo foliar, em folhas isoladas (Figura 4 - B).

Apos o ataque do inseto nas plantas, foi possivel observar a presenca de exsudacdo de
goma, e, em todas as ocasides, as lagartas protegeram seus sitios de entrada e alimentacéao
construindo um tecido, o qual estava coberto com particulas de plantas e excrementos do
inseto (Figura 4 - C). Essas estruturas protetoras também foram construidas antes da pupacéo,
fato tambem observado por Vergara (1997). N&o foi observada a presenca de pupas até o final
do experimento, apenas lagartas de variados intares. Segundo Vergara (1997), as condicdes
climaticas e a disponibilidade de alimento adequado afetam diretamente o seu ciclo de vida,

podendo ser de quatro a seis semanas.
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No periodo de realizacdo do experimento, ndo foi constatada a morte de nenhuma
planta. Esses resultados indicam que se o inseto for detectado logo no inicio do ataque, 0s
brotos podem ser podados para que a planta retome a sua dominancia apical e ndo perca o seu

valor comercial (Guimardes Neto et al., 2004).

Figura 4 (A — C). Ataque de Hypsipyla grandella em mudas de mogno. A — Destrui¢do do
broto terminal e murcha de folhas novas, com a presenca de excrementos do inseto e teia; B —
Lagarta na nervura central da folha. C — Detalhe da teia construida pela lagarta para proteger o

sitio de alimentacao.

118



Apbs os 30 dias de experimento, 19 mudas se apresentaram debilitadas, sobretudo as
plantas testemunhas, com os ponteiros totalmente destruidos (Figura 5 - A), galerias

profundas no broto terminal (Figura 5 - B) e folhas e ramos novos completamente secos.

Figura 5 (A e B). Destruicdo da gema apical em muda de mogno pela Hypsipyla grandella. A
— Broto terminal completamente destruido pela H. grandella. B — Galeria formada pela lagarta

(4° instar).

5.5.2 Avaliagdo do controle de H. grandella com o uso de estirpes de Bacillus
thuringiensis via solo

Todas as plantas que ndo foram inoculadas com a bactéria foram atacadas e, em
algumas amostras, foram encontradas até trés lagartas no interior dos ponteiros. Foram
observadas, no total, 12 lagartas de diferentes instares (sobretudo do quarto ao sexto) nas
plantas testemunhas. As galerias formadas pelo inseto nas plantas sem a bactéria foram as

maiores observadas em todo o experimento, porém a estirpe S2122 ndo diferiu
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estatisticamente das plantas sem o Bt, assim como o numero de lagartas observadas no interior
das plantas (n = 11). Esse resultado sugere que a estirpe S2122 possivelmente ndo conseguiu
se desenvolver e translocar nas plantas de mogno em quantidade suficiente para causar efeito
adverso no inseto.

Uma vez dentro do hospedeiro, 0 microrganismo endofitico pode se alojar em tecidos
especificos ou colonizar sistematicamente a planta, estabelecendo uma relacdo simbiotica,
mutualistica, comensal ou tropobiotica (Ulrich et al., 2008). Trabalhos recentes evidenciam
que a capacidade da bactéria translocar na planta é proferida de acordo com a estirpe e 0
gendtipo utilizado, o que indica que uma estirpe que seja eficaz no controle de uma
determinada praga ndo necessariamente colonizara a planta de forma endofitica (Hardoim et
al., 2008; Davitt et al., 2011; Costa, 2014).

Quanto a eficiéncia das bactérias testadas, de acordo com a férmula de Abbot
modificada, o Unico tratamento eficaz foi com a utilizacdo da estirpe S1905 (Tabela 1), de

acordo com o ataque e o tamanho das galerias formadas pelo inseto (< 2 cm).

Tabela 1. Eficiéncia dos tratamentos bacterianos quanto a mortalidade de Hypsipyla grandella e

tamanho médio da galeria formada pelo inseto em mudas de mogno inoculadas com Bt via solo.

Estirpe Eficiéncia Tamanho médio da galeria (cm)
1450 HD-1 16,7% 8,22+ 2,29 ab

S1905 83,3% 220+0,73b

S2021 50% 583+1,74b

S2122 0% 15,22+ 1,24 a

S2124 50% 505+2,15b
Testemunha 0% 13,55+ 0,96 a

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% - Tukey.
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As plantas inoculadas com a estirpe S1905 apresentaram um ataque desacelerado em
comparacdo com a testemunha, com sintomas e danos pouco aparentes, caracterizado por
pouca exsudacdo de goma e pequena presenca de excrementos e teia por parte do inseto. Isso
pode indicar um possivel retardamento no desenvolvimento do inseto ou até mesmo sua
morte. Além disso, foram contabilizadas quatro lagartas mortas no interior ou proximo das
plantas (Figura 6), com sintomas caracteristicos de infeccdo por Bt. As galerias formadas
pelos insetos foram menores com esse tratamento (Tabela 1), realcando a hipotese de

mortalidade por ingestao da bactéria.

Figura 6. Lagarta morta de Hypsipyla grandella préxima ao broto terminal em planta de

mogno inoculada com a bactéria Bacillus thuringiensis.

O tamanho das galerias nas plantas reflete o quanto as lagartas de H. grandella
conseguiram ingerir e atacar o broto terminal das mudas, de acordo com o tempo. Galerias
menores indicam um ataque desacelerado, e consequentemente, alimento nao adequado e uma
possivel ndo preferéncia alimentar, ou até mesmo a morte do inseto. Este mesmo parametro
foi utilizado por Silva Junior et al. (2014) ao analisar a resisténcia do mogno a H. grandella

em funcdo do uso de calcio e boro.
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A maioria das plantas, em todos os tratamentos utilizados, apresentou sintomas tipicos
do ataque da H. grandella, como a confeccdo de teia pelo inseto, exsudacdo de goma,
excrementos e a presenca de folhas secas. O tratamento que apresentou 0 menor numero de

plantas que exibiram esses sinais foi com a estirpe 1905 (Figura 7).

= Teia
= Goma

m Excrementos

NuUmero de Plantas

m Folhas secas

v ) N
V N ) v

Figura 7. NUmero de plantas que apresentaram teia, exsudacdo de goma, excrementos e
folhas secas de acordo com o uso de diferentes tratamentos quanto ao ataque de Hypsipyla

grandella.

A incidéncia do ataque da H. grandella tem uma tendéncia de acompanhar os indices
pluviométricos, com um maior ataque no periodo chuvoso (Ribeiro, 2010). Grijpma &
Roberts (1975) constataram que o0 uso de inseticidas pulverizados ndo tem obtido éxito para o
controle do inseto devido & alta pluviosidade onde as meliaceas s&o comumente plantadas.
Portanto, 0 uso de inseticidas sistémicos se torna tdo necessario. Wagner et al. (1991)

relataram que inseticidas sistémicos proporcionaram protecdo parcial as plantas de mogno em
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Gana. Os compostos usualmente estudados para o controle da H. grandella de forma
sistémica sdo primordialmente quimicos, sobretudo o acefato (Ribeiro, 2010).

Os resultados indicam que algumas estirpes de Bt utilizadas no experimento possuem
algum efeito sisttmico em mudas de mogno, com capacidade de translocacdo via vasos
condutores. Estudos realizados por Bizarri & Bishop (2007) e Maduell et al. (2007) indicam
que as estirpes de Bt encontradas no solo e no filoplano sdo as mesmas e que as bactérias
algumas vezes sao transportadas do solo para as folhas. Hinton & Bacon (1995) demostraram
que a colonizacdo de Bt de forma endofitica pode comecar com a migracdo de bactérias para
locais onde as raizes estejam crescendo e sementes germinando. Monnerat et al. (2003)
demonstraram que Bt coloniza tecidos de plantas de algodao e que algumas estirpes uma vez
inoculadas nos solos préximos as raizes de plantas de algoddo e de couve, espalham-se para
todos os tecidos, chegando aos insetos (Monnerat et al., 2009), podendo causar a sua
mortalidade. Praca (2012) ilustrou e confirmou a translocacdo de Bt em hibridos de repolho,
além de promover o crescimento vegetativo. Coélho et al. (2011) isolaram bactérias
endofiticas do género Bacillus, Pantoea e outras duas ndo cultivada em meio de cultura em
trés espécies arboreas da Amazonia, incluindo o mogno.

A colonizacdo de microrganismos benéficos em mogno como o Bt, pode ser uma
opcdo importante ao uso de produtos quimicos para o controle de H. grandella. Para tanto,
investigagdes mais aprofundadas e testes com o liofilizado em arvores, sobretudo com a
estirpe S1905, devem ser realizados a fim de estabelecer essa metodologia e formular um

produto comercial a base de B. thuringiensis.

5.6 CONCLUSOES
- As estirpes de Bacillus thuringiensis utilizadas possuem diferentes efeitos toxicos a

Hypsipyla grandella quando inoculadas via solo;
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- A estirpe S1905 se mostrou promissora no controle de H. grandella via efeito sistémico em

plantas de mogno, com eficiéncia de 83,3%.
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CAPITULO 6

ACAROS ASSOCIADOS AO MOGNO (Swietenia macrophylla King) NO BRASIL —
NOVOS RELATOS E IDENTIFICACAO DE UMA NOVA ESPECIE DA FAMILIA

ERIOPHYIDAE

6.1 RESUMO

O mogno (Swietenia macrophylla King) possui uma madeira de elevada qualidade e é uma
espécie muito utilizada como ornamental na arborizacdo de diversas cidades brasileiras. Ao
conduzir um ensaio com mudas de mogno em uma casa de vegetacdo, foram observados
sintomas causados por acaros. Até o presente momento nenhuma espécie de acaro havia sido
relatada associada ao mogno no mundo. Portanto, esse trabalho teve como objetivo identificar
e descrever sintomas de dois &caros associados ao mogno, assim como realizar estudo
taxonbmico de uma espécie identificada como nova para a ciéncia. Para tanto, mudas
sintomaticas foram coletadas e analisadas para a identificacdo dos &caros. Além disso,
amostras de folhas e ramos de arvores de mogno proximas ao experimento também foram
coletadas e examinadas. Foram encontrados dois acaros: uma nova espécie de Eriophyidae e a
espécie Eutetranychus banksi (McGregor) (Acari: Tetranychidae). Foi feito um estudo
morfoldgico da nova espécie, que esta em fase de publicacdo. A espécie ja conhecida pela
ciéncia, E. banksi, apesar de ter um amplo espectro de hospedeiros, € pela primeira vez
relatada em mogno.

Palavras-chave: Eriophyidae, Tetranychidae, Acari, espécie florestal nativa, taxonomia.
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MITES ASSOCIATED WITH MAHOGANY (Swietenia macrophylla King) IN BRAZIL -

NEW REPORTS AND IDENTIFICATION OF A NEW SPECIES OF ERIOPHYIDAE

6.2 ABSTRACT

Mahogany (Swietenia macrophylla King) has an extremely high quality wood and it’s used as an
ornamental tree in several Brazilian cities. When conducting a test with mahogany seedlings in a
greenhouse, symptoms caused by mites were observed. To date, no species of mite had been
reported associated with mahogany in the world. Therefore, this study aimed to identify and
describe symptoms of two mites associated with mahogany, and perform taxonomic study of a
species identified as new to science. To this, symptomatic plants were collected and analyzed for
the identification of mites. In addition, samples of leaves and branches of mahogany trees next to
the experiment were collected and examined. Two mites were found: a new species of Eriophyidae
and Eutetranychus banksi (McGregor) (Acari: Tetranychidae). It was made a morphological study
of the new species, which is about to be published. The species already known to science, E. banksi,
despite having a broad host range, is first reported in mahogany.

Keywords: Eriophyidae, Tetranychidae, Acari, native forest species, taxonomy.
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6.3 INTRODUCAO

O mogno (Swietenia macrophylla King) é uma espécie arbdrea nativa da regido
amazonica extremamente apreciada pela alta qualidade de sua madeira. O plantio em larga
escala dessa arvore € limitado devido a ocorréncia da Hypsipyla grandella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae), um inseto que se alimenta, sobretudo, da gema apical da planta,
causando bifurcacdes (Carvalho, 2007). Além dessa Lepidoptera, poucos organismos foram
relatados associados ao mogno. Segundo Moares e Flechtmann (2008), varias espécies de
acaros sdo consideradas pragas severas de diversos cultivos. As superfamilias Tetranychoidea
e Eriophyoidea sdo as duas superfamilias de éacaros fitéfagos de maior importancia
econémica, sendo que em Tetranychoidea sdo encontrados cerca de 60% das espécies-pragas
de importéncia agricola e florestal (Moraes, 1992).

Alguns acaros eriofideos (Eriophyoidea) sdo reconhecidos como pragas importantes
em culturas agricolas e florestais no mundo (Lindquist et al., 1996). Seus estiletes injetam
saliva nas células vegetais e sugam o conteido celular (de Lillo et al., 2002), causando
alteracdes citologicas, bioquimicas e fisioldgicas nas plantas atacadas (de Lillo & Monfreda,
2004; Petanovic & Kielkiewicz, 2010a). Esse grupo de &caros induzem malformacgfes de
plantas como galhas, sintomas complexos, causando distirbios no crescimento das plantas, ou
sdo vetores de patogenos (Petanovic & Kielkiewicz, 2010b). Entretanto, cerca da metade das
espécies conhecidas de eriofideos sdo vagrantes na superficie das folhas e ndo causam danos
aparentes (Huang, 2008; Shoracka et al., 2010; Petanovic & Kielkiewicz, 2010b). Usualmente
os eriofideos sdo pequenos e dificeis de serem vistos a olho nu. As vezes os sintomas do
ataque podem ser confundidos com viroses, deficiéncia de nutrientes e desordens fisiologicas
(Van Leewen et al., 2010).

A familia Tetranychidae compreende um grande nimero de acaros estritamente

fitofagos e inclui pragas importantes para a agricultura nacional e mundial. E a familia que
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apresenta espécies que causam 0s mais severos danos a agricultura (Lindquist, 1985). Mais de
100 espécies sdo nocivas a plantas cultivadas e 10 se destacam pelos prejuizos no campo
(Migeon & Dorkeld, 2006). Esses acaros tém sido referidos como “acaros-de-teia”, na
literatural nacional, e como “spider mites”, dado o comportamento de muitas espécies de
produzir quantidades varidveis de teia (Moraes & Flechtmann, 2008). Suas injarias nas
plantas sdo provocadas pela acéo dos estiletes que esvaziam o contetdo celular da epiderme e
parénquima, que sdo ocupadas por ar, resultando no aparecimento de pontuacdes translucidas,
dando origem a areas prateadas ou verde-palidas, devido a remocdo dos cloroplastos. Ocorre
também a oxidacdo das areas atacadas, conferindo tons bronzeados a folha, e em ataques
intensos a folha pode apresentar manchas necraticas, rasgadura e até a sua queda (Moraes &
Flechtmann, 2008).

Até o presente momento, nenhuma espécie de acaro foi descrita associada ao mogno
no mundo. Portanto, esse trabalho teve como objetivo identificar e descrever sintomas de duas
espécies de acaros encontrados na espécie, assim como realizar estudo taxonémico de uma

espécie identificada como nova para a ciéncia.

6.4 MATERIAL E METODOS
6.4.1 Coleta do material para anélise

No primeiro semestre de 2014, durante a conducdo de aproximadamente 200 mudas de
mogno em casa de vegetacdo em Brasilia/DF para futuros ensaios, foram observados sintomas
foliares que, ao serem examinados ao microscopio estereoscopio, revelaram a presenca de
acaros. As mudas que apresentaram sintomas foram entdo levadas ao Laboratorio de
Entomologia e Acarologia da Quarentena Vegetal para analise e identificacdo dos mesmos.
Com o objetivo de verificar se as arvores de mogno proximas ao ensaio também estavam com

acaros, foram coletados aleatoriamente ramos e folhas, com ou sem sintomas tipicos de
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acaros, com o auxilio de um podéo, acomodados em saco plastico e colocados na geladeira até
a analise.

Ja em 2015, foram observados outros sintomas nas folhas das mudas, diferentes dos
anteriores. As folhas foram examinadas em microscépio estereoscopico e outra espécie de

acaro foi encontrada. As mudas com os sintomas foram separadas para analise.

6.4.2 Inspecdo dos acaros, preservacdo, montagem e identificacdo

Os éacaros foram visualizados preliminarmente em microscopio esteresocopio,
retirados das folhas de mudas de mogno com uma agulha e entdo transferidos para um pote
plastico com alcool 70% para preservacdo ou entdo foram prontamente montados em lamina.

Uma grande quantidade de individuos de uma espécie de acaro da familia Eriophyidae
foi obtida a partir da lavagem das folhas com detergente em um balde plastico de 5 L e
peneiramento através do uso de um conjunto de trés peneiras metalicas granulométricas com
telas de malha gradualmente mais fina (1,00 mm 16 Mesh; 500 mm 32 Mesh, 53 mm 270
Mesh) em ordem decrescente de abertura. Os detritos de maior espessura ficaram retidos nas
duas primeiras peneiras e 0s de menor espessura, incluindo os &caros, na terceira peneira, a
qual foi separada e lavada com jatos de alcool etilico 70% para minimizar a espuma do
detergente. A solucdo em alcool resultante dessa lavagem foi vertida em um frasco plastico
com alcool 70% até a analise.

A montagem das Iaminas foi feita em meio Berlese modificado (Amrine & Manson,
1996), onde foram colocados, em média, sete individuos sem diferenciacdo de sexo ou estagio
de desenvolvimento. As prepara¢des foram mantidas em estufa a 55 °C durante 10 a 12 dias,
para clarificacdo dos espécimes e secagem do meio de montagem. ApoOs esse periodo, as
laminas foram seladas com esmalte incolor nas bordas das laminulas e, posteriormente,

armazenadas em caixas para laminas.
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Foram realizadas observacfes morfologicas, medidas morfométricas e registros
fotograficos de fémeas (10), machos (5) e imaturos (5), com o auxilio de um microscopio
Optico de contraste de fases. Foram medidos 70 caracteres comumente utilizados para a
descricdo de novas espécies de Eriophyoidea, com o uso de microscépio Optico com aumento
de 100x em oOleo de imersdo. As medicbes foram realizadas utilizando uma ocular
micrometrica acoplada ao microscopio. As medidas foram dadas em micrémetros (um). Para
as fémeas, cada medida do hol6tipo precedeu da amplitude de variacdo das medidas dos
paratipos. As técnicas e procedimentos utilizados para montagem, armazenamento das
laminas e estudo morfoldgico dos Eriophyidae foram feitos com base em De Lillo et al.
(2010) e a terminologia da descricdo e a classificacao da espécie foi baseada em Amrine et al.
(2003).

O é&caro Eriophyidae foi desenhado com l&pis utilizando a cémera clara do
microscopio em papel do tipo nankin, com aumento de 100x da objetiva. O material foi
escaneado e posteriormente retocado em computador com o auxilio do programa Adobe
llustrator®. Medidas foram feitas a partir de uma ocular micrométrica, também com a
objetiva de 100x.

O acaro Tetranychidae foi inspecionado em microscépio estereoscopio e os individuos
foram retirados das folhas com uma agulha e colocados em recipiente plastico contendo
alcool 70% até a identificacdo.

A identificacdo do Eriophyidae foi realizada pela Dra. Denise Navia, pesquisadora da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Quarentena Vegetal, Laboratério de
Entomologia e Acarologia e a do Tetranychidae pelo prof. Dr. Carlos Flechtmann, da ESALQ
— Universidade de S&o Paulo. A espécie nova de Eriophyidae estd depositada na Colecdo de
Referéncia de Acaros do Labotarério de Quarentena Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos,

Brasilia, Distrito Federal.
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram encontradas duas especies de acaros, sendo uma da familia Eriophyidae e outra da

familia Tetranychidae.

6.5.1 Aceria sp. n. (Acari: Eriophyoidea: Eriophyidae: Eriophyinae: Aceriini)
6.5.1.1 Sintomatologia

Em altas infestacGes, a gema apical de mudas de S. macrophylla foi completamente
atacada (Figura 1 — A), causando necrose das folhas antes do seu completo desenvolvimento,
superbrotacdo e bifurcacdo do fuste (Figura 1 - B). Nas folhas, os acaros foram encontrados
principalmente na parte abaxial e proximo as nervuras. Os primeiros sintomas foliares foram
observados com o amarelecimento das nervuras e a presenca de pontos despigmentados no
tecido adjacente (Figura 1 — C). Em seguida, houve reducdo do limbo foliar (Figura 1 — D),
encarguilhamento, seca e, ocasionalmente, queda das folhas. Os resultados corroboram com
Morais & Flecthmann (2008), onde os autores relatam que os maiores danos causados por
acaros Eriophyidae se concentram na regido apical das plantas, com retardamento do seu

crescimento devido a reducdo do comprimento dos internddios.
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Figura 1 (A — D). Infestacdo de uma nova espécie de Aceria em mogno. A — Broto terminal
atacado. B — Superbrotamento. C — Amarelecimento das nervuras. D — Encarquilhamento

foliar.

6.5.1.2 Descricdo

FEMEA — (Figura 2 - D e V / Figura 3 - B e C) [medidas do holdtipo e variacdo de 9
paratipos] — Corpo fusiforme, 180 (169-243) de comprimento e 72 (60-76) de largura,
coloracdo esbranquicada a amarelada, com pequenas camadas de cera. Gnatossoma com
rostro de 22 (21-24) de comprimento, seta apical (d) com 10,5 (7-11) de comprimento e seta
basal (ep) com 2 (1,5-4) de comprimento; queliceras com 22 (16-23) de comprimento;
estiletes orais com 11 (10-11,5) de comprimento. Escudo prodorsal 37 (35-40) de
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comprimento, 55 (53-66) de largura; Seta escapular (sc) com 5 (5-6) de comprimento, seta
tubercular (sp) com 30 (28-32) de comprimento; lobo frontal com 4 (4-5) de comprimento e
12 (11-13) de largura. Pernas | com 26 (23-31) de comprimento; fémur com 10 (10-12) de
comprimento; seta femural (bv) cm 11 (7-11) de comprimento; genu com 5 (4-6) de
comprimento; seta do genu (I”) com 24 (14-24) de comprimento; tibia com 9 (8-9) de
comprimento; seta da tibia (I’) com 4 (4-5) de comprimento; tarso com 6 de comprimento;
seta lateral (ft”) com 19 (12-22) de comprimento; seta dorsal (ft’) com 13 (12-18) de
comprimento; seta unguinal (u’) com 5 de comprimento; solenidio com 6,5 (6-7) de
comprimento, empodio com 7 de comprimento com 4 raios. Pernas Il com 29 (26-29) de
comprimento; fémur com 10 (10-12) de comprimento, seta femural (bv) com 15 (8-16) de
comprimento; genu com 5 (4-6) de comprimento, seta do genu (I”) com 8 (4-9) de
comprimento; tibia com 8 (7-8) de comprimento; tarso com 6 (5-7) de comprimento; seta
lateral (ft”) com 13 (13-20) de comprimento; seta dorsal (ft”) com 4 (4-5) de comprimento;
seta unguinal (u’) com 2,5 (2-3) de comprimento; solenidio com 7 (6-7,5) de comprimento;
empodio com 6 (6-7) de comprimento e 4 raios. Coxa com setas coxais | (1b) separadas entre
si por 18 (16-19), com 6 (5-9) de comprimento; setas coxais Il (1a) separadas por 8 (6-9), com
20 (15-22) de comprimento; setas coxais Il (2a) separadas por 29 (26-30), com 28 (24-35) de
comprimento. Linha esternal com 9 (8-9) de comprimento. Regido coxigenital com 6 (6-7)
anéis. Genitalia com linhas curtas e esparsas, com 22 (21-23) de largura e 19 (15-21) de
comprimento, com 10 (10-13) estrias longitudinais; seta genital (3a) com 11 (7-11) de
comprimento. Microtubérculos pequenos, nas margens dos anéis ventrais. Seta dorsal (c1)
ausente; Seta lateral (c2) com 14 (11-16) de comprimento, no anel 4 (4-7); seta ventral | (d)
com 57 (39-68) de comprimento, no anel 14 (14-20), distanciadas por 39 (33-41) e por 15
(12-18) microtubérculos; seta ventral 11 (€) com 6 (5-7) de comprimento, no anel 29 (29-39),

distanciadas por 26 (23-27) e por 8 (6-8) microtubérculos; seta ventral 111 (f) com 20 (18-22)
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de comprimento, no anel 54 (54-64), separadas por 26 (23-28) e por 15 (14-16)
microtubérculos. Total de anéis dorsais 53 (51-56), total de anéis ventrais 60 (60-69). Seta

caudal (h2) com 32 (32-69) de comprimento; seta acessoria com 1 de comprimento.

MACHO - (Figura 2 - M / Figura 3 - A) [medidas de 5 paratipos] - Menor que a fémea, com
146 (151-156) de comprimento e 51 (59-59) de largura. Gnatossoma com rostro de 23 (21-24)
de comprimento, seta apical (d) com 9 (6-10) de comprimento e seta basal (ep) com 3 de
comprimento; queliceras com 19 (21-21) de comprimento; estiletes orais com 10 (11-11) de
comprimento. Escudo prodorsal 28 (30-30) de comprimento, 50 (51-52) de largura; Seta
escapular (sc) com 4 de comprimento, seta tubercular (sp) com 29 (27-31) de comprimento;
lobo frontal com 4 (4-4,5) de comprimento e 10 (11-11) de largura. Pernas | com 29 (28-32)
de comprimento, ligeiramente maiores que a da fémea; fémur com 10 (10-11) de
comprimento; seta femural (bv) cm 10 (9-13) de comprimento; genu com 4 de comprimento;
seta do genu (I”) com 22 (17-22) de comprimento; tibia com 9 (7-9) de comprimento; seta da
tibia (I’) com 5 (5-6) de comprimento; tarso com 6 (6-7) de comprimento; seta lateral (ft”)
com 18 (13-20) de comprimento; seta dorsal (ft’) com 17 (12-17) de comprimento; seta
unguinal (u”) com 5 (4-5) de comprimento; solenidio com 6 (5-6) de comprimento, empddio
com 6 de comprimento com 4 raios. Pernas Il com 27 (26-28) de comprimento; fémur com 10
(11-11) de comprimento, seta femural (bv) com 13 (10-14) de comprimento; genu com 4 de
comprimento, seta do genu (I”’) com 6 (4-6) de comprimento; tibia com 7 de comprimento;
tarso com 7 (7-7,5) de comprimento; seta lateral (ft”) com 22 (19-22) de comprimento; seta
dorsal (ft’) com 5 (4-5) de comprimento; seta unguinal (u’) com 3 (3-4) de comprimento;
solenidio com 6 (6-7) de comprimento; empodio com 6 (6-7) de comprimento e 4 raios. Coxa
com setas coxais | (1b) separadas entre si por 15 (12-16), com 4 (3-4) de comprimento; setas

coxais Il (1a) separadas por 7 (7-8), com 12 (8-12) de comprimento; setas coxais Il (2a)
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separadas por 24 (22-25), com 20 (16-20) de comprimento. Linha esternal com 8 (7-8) de
comprimento. Regido coxigenital com 6 (6-9) anéis. Genitalia com 13 (13-16) de largura e 12
(11-13) de comprimento; seta genital (3a) com 6 (5-6) de comprimento. Microtubérculos
pequenos, nas margens dos anéis ventrais. Seta dorsal (c1) ausente; Seta lateral (c2) com 12
(10-13) de comprimento, no anel 4 (4-5); seta ventral 1 (d) com 32 (32-40) de comprimento,
no anel 15 (14-16), distanciadas por 30 (28-30) e por 15 (13-15) microtubérculos; seta ventral
I () com 5 (5-6) de comprimento, no anel 28 (27-29), distanciadas por 15 (14-16) e por 7 (6-
8) microtubérculos; seta ventral 111 (f) com 18 (16-20) de comprimento, no anel 53 (51-54),
separadas por 22 (21-22) e por 12 (12-14) microtubérculos. Total de anéis dorsais 50 (50-52),
total de anéis ventrais 59 (57-60). Seta caudal (h2) com 45 (41-55) de comprimento; seta

acessoria com 1 de comprimento.

IMATURO - (Figura 2 — ID e IV) [Medidas de 5 paratipos] - Corpo com 125 (119-132) de
comprimento e 46 (42-47) de largura, sem presenca de cera. Gnatossoma com rostro de 19
(19-21) de comprimento, seta apical (d) com 2 (2-4) de comprimento e seta basal (ep) com 1
de comprimento; queliceras com 18 (16-20) de comprimento; estiletes orais com 9 (8-9) de
comprimento. Escudo prodorsal 29 (27-33) de comprimento, 42 (39-43) de largura; Seta
escapular (sc) com 3 (3-4) de comprimento, seta tubercular (sp) com 20 (19-22) de
comprimento; lobo frontal com 3 de comprimento e 10 (9-10) de largura. Pernas | com 19
(18-22) de comprimento; fémur com 8 (8-9) de comprimento; seta femural (bv) ausente; genu
com 4 de comprimento; seta do genu (I”’) com 13 (10-14) de comprimento; tibia com 5 (5-7)
de comprimento; seta da tibia (I’) com 3 de comprimento; tarso com 5 (4-6) de comprimento;
seta lateral (ft”’) com 10 (9-10) de comprimento; seta dorsal (ft”) com 8 (8-9) de comprimento;
seta unguinal (u’) com 2 (2-3) de comprimento; solenidio com 5 de comprimento, empddio

com 4 (4-5) de comprimento com 4 raios. Pernas Il com 18 (17-20) de comprimento; fémur

141



com 7 (7-8) de comprimento, seta femural (bv) com 5 (4-7) de comprimento; genu com 3 (3-
4) de comprimento, seta do genu (I”) com 4 (4-6) de comprimento; tibia com 4 de
comprimento; tarso com 5 (5-6) de comprimento; seta lateral (ft”) com 11 (9-14) de
comprimento; seta dorsal (ft’) com 3 (3-4) de comprimento; seta unguinal (u’) com 2 de
comprimento; solenidio com 5 (5-6) de comprimento; empddio com 4 de comprimento e 4
raios. Coxa com setas coxais | (1b) separadas entre si por 13 (10-14), com 3 de comprimento;
setas coxais Il (1a) separadas por 5 (5-6), com 13 (7-15) de comprimento; setas coxais 111 (2a)
separadas por 22 (20-23), com 18 (12-18) de comprimento. Linha esternal ndo visivel. Regido
coxigenital sem anéis. Genitalia ndo aparente; seta genital (3a) com 4 (3-5) de comprimento.
Microtubérculos pequenos e pouco numerosos. Seta dorsal (c1) ausente; Seta lateral (c2) com
6 (6-8) de comprimento, no anel 4; seta ventral | (d) com 25 (25-32) de comprimento, no anel
14 (13-15), distanciadas por 24 (24-26) e por 10 (9-12) microtubérculos; seta ventral 11 (e)
com 4 (4-5) de comprimento, no anel 27 (27-28), distanciadas por 14 (14-18) e por 7
microtubérculos; seta ventral Il (f) com 12 (11-15) de comprimento, no anel 44 (43-48),
separadas por 19 (19-20) e por 11 (10-11) microtubérculos. Total de anéis dorsais 48 (46-48),
total de anéis ventrais 49 (49-51). Seta caudal (h2) com 25 (21-35) de comprimento; seta

acessoria com 1 de comprimento.

MATERIAL TIPO — Hol6tipo fémea, 62 paratipos fémeas, 36 paratipos machos e 6 paratipos
imaturos em 18 preparacdes microscopicas, em marco a setembro de 2014; de Swietenia
macrophylla (Meliaceae), Asa Norte, Brasilia, Distrito Federal, Brasil, coletados por Marcelo
Tavares de Castro, depositados na Colecdo de Referéncia de Acaros do Laboratério de

Quarentena Vegetal, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia.
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Figura 2. Espécie nova de Aceria em mogno. D: Fémea dorsal. V: Fémea ventral. M:

Macho. ID: Imaturo dorsal. IV: Imaturo ventral. L1: Perna 1. L2. Perna 2. E: Empddio.
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Figura 3 (A — C). Microscopia de Aceria sp. n. encontrado em mogno. A — Macho. B —

Fémea. C — Fémea lateral.

6.5.1.4 Comentarios

A maioria das espécies de acaros eriofideos é hospedeiro-especifico e ocorrem em
varios tipos de plantas (Oldfield, 1996). At¢é o momento, apenas uma espécie do género
Aceria foi descrita associada a uma espécie da familia Meliaceae, Aceria meliae (Dong &
Xin) em Melia azedarach L. (Smith et al., 2010) Estudos mais aprofundados estdo sendo
realizados com o proposito de definir precisamente a posicdo taxonémica do presente acaro,

porém, certamente esta é a primeira espécie de acaro Eriophyidae relatada infestando mogno
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no mundo. Essa espécie foi encontrada também nas arvores de mogno utilizadas na

ornamentacao de Brasilia/DF, causando 0os mesmos sintomas observados nas mudas.

6.5.2 Eutetranychus banksi (McGregor) (Acari: Tetranychidae: Tetranychinae)
6.5.2.1 Sintomatologia

Foram encontrados acaros principalmente na parte adaxial da folha. O principal dano
causado por esses acaros consiste no bronzeamento foliar, com pontos cloréticos e com o
aspecto prateado, devido a grande quantidade de exdvias (Figura 4). Em ataques intensos,
algumas folhas cairam. Os sintomas foram mais observados na porcdo inferior das mudas,

sobretudo nas folhas mais velhas.

Figura 4 (A e B). Sintomas de Eutetranychus banksi em folhas de mogno. A —
Amarelecimento e bronzeamento foliar causado pelo ataque de E. banksi . B — Comparacéo

entre uma folha sadia e uma folha atacada.
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6.5.2.2 Descricdo [baseada na descricao original feita por McGregor (1914, 1935 e 1950)]

Os ovos da espécie sao planos e em formato de disco com uma fina borda em volta.
Variam em coloracdo de amarelo claro a levemente verde. As ninfas sdo muito parecidas com
as fémeas no formato e na coloragdo. As fémeas sao largas, robustas e achatadas, com pernas
moderadamente fortes (Figura 5 — A). A coloragdo varia de verde-amarronzada a marrom
escuro, com pontos e listras esverdeadas a marrons perto das margens laterais do corpo. As
pernas sao palidas a alaranjadas, com segmentos basais bronzeados a marrons. Os machos
possuem o corpo com formato triangular e séo menores que as fémeas (Figura 5 — B), com as
pernas um pouco maiores. Variam em coloracdo de bronzeado a marrom claro com pontos e
listras escuras a esverdeadas na lateral marginal do corpo. As pernas sao levemente
bronzeadas.

Eutetranychus banksi apresenta uma elevada variacdo morfoldgica entre populacdes e
hospedeiros, o que leva, muitas vezes, a identificacdes errdneas. Além disso, podem ocorrer
também variacBes numa mesma populagdo, principalmente em relagdo ao comprimento e a
forma das setas dorsais (Muma et al., 1953; Pritchard & Baker, 1955; Flechtmann & Baker,

1975), sendo, assim, considerada uma espécie politipica.

Figura 5 (A e B). Adultos de Eutetranychus banksi em folhas de mogno. A — Fémea; B —
Macho.
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6.5.2.3 Comentarios

O género Eutetranychus contém mais de 30 espécies descritas e cerca da metade
dessas especies tem sido reportada em apenas uma espécie de planta (Migeon & Dorkeld,
2006). A maioria das espécies descritas foi encontrada em plantas das familias Fabaceae,
Malvaceae, Rutaceae e Moraceae (EFSA, 2013). A espécie Eutetranychus banksi foi descrita
por McGregor (1914) em Orlando, Estados Unidos da América associada a dois hospedeiros —
Ricinus communis L. (Euphobiaceae) e Mucuna pruriens (L.) D. C. (Leguminosae). No
Brasil, a espécie foi encontrada pela primeira vez em citrus, na Bahia (Bondar, 1928).
Atualmente, ja estd distribuida em mais de 20 paises e em 109 hospedeiros (Migeon &
Dorkeld, 2006).

Esse acaro é considerado uma praga séria na cultura de citros nos Estados Unidos da
América (Jeppson et al., 1975) e no México (Landeros et al., 2004). Ja foi registrado em um
grande numero de hospedeiros no Brasil, causando amarelecimento foliar ou sem causar
danos aparentes (Bondar, 1928; Flechtmann & Abreu, 1973; Feres, 2000; Ferla & Moraes,
2002; Ferla et al., 2005; Feres et al., 2009). Em membros da familia Meliaceae, E. banksi ja
foi encontrado em Azadirachta indica A. Juss, Cedrela odorata L. em Cuba (Livshtis &
Salinas-Croche, 1968), Cipadessa baccifera (Roth) Miq., Melia azedarach L. no Brasil
(Aranda & Flechtmann, 1971), Trichilia casaretti C. DC. no Brasil (Demite et al., 2013) e
Trichilia pallida Swartz em Cuba (Livshits & Salinas-Croche, 1968). Portanto, essa espécie

de &caro é pela primeira vez relatada em S. macrophylla no mundo.

6.6 CONCLUSAO

- Duas espécies de acaros, Aceria sp. nova e Eutetranychus banksi, foram observadas e

descritas pela primeira vez em mogno.
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CAPITULO 7

ANALISE DA OCORRENCIA DE FUNGOS EM SEMENTES DE MOGNO (Swietenia

macrophylla King) COLETADAS EM BRASILIA, DISTRITO FEDERAL

7.1 RESUMO

Estudos relacionados a ocorréncia e identificacdo de fungos em sementes florestais e sua
transmissdo para as plantulas no Brasil sdo, ainda, muito incipientes. Assim, este trabalho teve
como objetivo identificar os fungos associados a sementes de mogno (Swietenia macrophylla
King) coletadas no Distrito Federal. Para o Blotter-test, foram usadas 192 sementes de mogno
desinfestadas e para 0 método do sintoma em plantulas foram plantadas 120 sementes. Como
resultado, aproximadamente 14% (27) das sementes apresentaram sinais de fungos, tanto
quando analisadas pelo Blotter-test ou no teste em plantulas. A grande maioria dos fungos
identificados sdo saprdfitas, no entanto, o fungo potencialmente fitopatogénico, Fusarium
oxysporum Schltdl. foi observado também nos dois testes. A inoculagdo artificial de sementes
de mogno com F. oxysporum demonstrou que este foi patogénico, causando redugdo na
germinacdo de sementes (75%) e morte de plantulas (100%). Este é o primeiro trabalho no
Brasil que descreve a capacidade patogénica de F. oxysporum em sementes de mogno.

Palavras-chave: patologia florestal, anélise de sementes, fungos em sementes.
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ANALYSIS OF THE OCCURRENCE OF FUNGI ON MAHOGANY SEEDS (Swietenia

macrophylla King) COLLECTED IN BRASILIA, BRAZIL

7.2 ABSTRACT

Studies related to fungal occurrence and identification of fungi in forest seeds and its
transmission to seedlings in Brazil are still very incipient. Therefore, this study aimed to
identify the fungi found in mahogany seeds (Swietenia macrophylla King) collected from
trees located in Distrito Federal. For the blotter-test were used 192 disinfected mahogany
seeds. In the method of seedling symptom it was planted 120 mahogany seeds. As a result,
approximately 14% (27) of the seed showed signals of fungi when analyzed by the blotter-test
and the method of seedling symptom. The vest majority of fungi are identified are
saprophytic, however, the potentially plant pathogenic fungus Fusarium oxysporum Schitdl.
was observed in the both tests. The artificial inoculation of F. oxysporum in mahogany seeds
showed that it was pathogenic, causing a reduction in seed germination (75%) and death of
seedlings (100%). This is the first work in Brazil describing the pathogenic capacity of F.
oxysporum in mahogany seeds.

Keywords: forest pathology, seed analysis, fungi in seeds.
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7.3 INTRODUCAO

Estudos relacionados a ocorréncia e identificacdo de fungos em sementes florestais e
sua transmissdo para as plantulas no Brasil sdo escassos. Os trabalhos em sua maioria séo
baseados em testes de deteccdo em sementes, sem a preocupacdo de verificar a
patogenicidade em mudas. Em geral, as pesquisas sobre disseminacdo de patdgenos em
espécies florestais estdo concentradas na india, Canada, Estados Unidos e Africa, sendo as
coniferas as mais estudadas (Santos et al., 2011).

Os principais fungos associados a sementes florestais, segundo Ferreira (1989), séo
saprofitas e parasitas facultativos que tem vida saprofitica no solo ou na matéria organica, tais
como Alternaria sp., Cylindrocladium sp., Fusarium sp., Phoma sp., Phomopsis sp., Pythium
sp., Rhizoctonia sp., Trichoderma sp., dentre outros. Fungos do género Fusarium sdo um dos
principais patdgenos relatados em associacdo com sementes de espécies florestais. Estes
fungos sdo responsaveis por danos em sementes, afetando sua germinacdo, ou podem ser
transmitido para as mudas, causando podriddo radicular e tombamento de plantulas. No
Brasil, fungos deste género foram descritos em associagdo com sementes de
aproximadamente 100 espécies florestais no Brasil (Santos et al., 2011).

O mogno (Swietenia macrophylla King) € uma espécie de alto valor comercial e sua
propagacdo é feita principalmente por sementes (Yared & Carpanezzi, 1981). Uma arvore
adulta pode até 30 mil sementes por ano e sdo dispersas pelo vento (Gullison et al., 1996). A
qualidade sanitéaria das sementes é imprescindivel para a germinacao e o crescimento sadio de
mudas.

Considerando a baixa oferta de sementes de mogno e seu alto valor comercial o
aproveitamento total das sementes é desejavel. As perdas causadas por fungos fitopatogénicos
associados a sementes podem ser minimizadas através do tratamento de sementes, no entanto,

para se delinear estratégias de controle de fitopatdogenos € preciso conhecé-los. Devido a
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escassez desse tipo de estudo com a espécie referida, este trabalho teve como objetivo
identificar e caracterizar os fungos encontrados em sementes de mogno coletadas em Brasilia,
Distrito Federal, assim como avaliar a patogenicidade dos fungos potencialmente

fitopatogénicos associados as sementes.

7.4 MATERIAL E METODOS
7.4.1 Procedéncia das sementes e local de realizacdo dos experimentos

As sementes de mogno foram coletadas em Brasilia, Distrito Federal, durante os meses
de outubro a dezembro de 2013 e armazenadas em temperatura ambiente até a realizacdo dos
testes de sanidade e semeadura.

Os testes de sanidade das sementes foram realizados no Laboratorio de Bactérias
Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situada em Brasilia,
Distrito Federal. O método do sintoma em plantulas foi conduzido em casa de vegetacdo, sem

controle de umidade e temperatura, durante os meses de janeiro a mar¢o de 2014.

7.4.2 Testes de sanidade
7.4.2.1 Blotter-test

Foram utilizadas 192 sementes de mogno ndo desinfestadas, sem a ala, divididas em
12 repeticbes com 16 sementes cada, dispostas em papel toalha umedecido com &gua
destilada autoclavada e acondicionadas em caixas gerbox previamente desinfestadas com
alcool 70%. O material, entdo, foi colocado em B.O.D. com temperatura de 25 = 2°C e
fotoperiodo de 12 horas de luz por 12 horas de escuro, por sete dias. Apos esse periodo, cada
semente foi analisada e os fungos encontrados foram identificados em nivel de género ou

espécie.
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7.4.2.2 Método do sintoma em plantulas

Foram utilizadas 120 sementes de mogno sem a ala, divididas em dois blocos com 60
sementes cada. O substrato utilizado foi o BioPlant® Prata HT autoclavado [casca de pinus,
esterco, serragem, fibra de coco, vermiculita, casca de arroz, cinza, gesso agricola, carbonato
de calcio, magnésio, termofosfato magnesiano — yoorin — e aditivos — fertilizantes]. As
sementes foram semeadas na posi¢do horizontal, com cerca de 1 cm de profundidade, para
facilitar e acelerar a germinacéo. A avaliacéo do teste foi feita pela observacdo da emergéncia
das plantulas, sintomas da doenca e sinais do patdgeno nas plantulas e nas sementes nao
germinadas, conforme Santos et al. (2011). As sementes sem sinais de fungos foram
colocadas em camara Umida por sete dias. Os fungos encontrados foram visualizados em

microscopio estereoscopio e de luz e identificados em nivel de género ou espécie.

7.4.3 ldentificacdo dos fungos

Os fungos encontrados nas duas metodologias foram isolados em meio BDA e
descritos detalhadamente quanto ao seu crescimento por meio da andlise visual do micélio,
coloracdo e forma de crescimento. As estruturas fungicas foram observadas em microscépio
estereoscopio (lupa) e de luz, por meio da confecgdo de Idminas com corantes a base de lacto-
glicerol / azul de algoddo (Cotton-Blue) ou glicerol KOH / floxina basica, as quais foram
seladas com duas camadas de esmalte de unha comercial. As descri¢des morfoldgicas foram
baseadas em atributos a cerca do conidiéforo, célula conidiogénica e conidio, para os fungos
anamorficos. Para a identificacdo de cada género, foram utilizadas chaves especificas de

acordo com as suas caracteristicas anamorficas.
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7.4.4 Patogenicidade de Fusarium oxysporum em sementes e mudas de mogno

Quarenta sementes de mogno foram utilizadas, divididas em dois lotes com 20
sementes cada. Um lote foi utilizado para a inoculacdo do fungo por contato direto com o
micélio o outro para a testemunha. As sementes foram desinfestadas em alcool 70% por 30
segundos e hipoclorito de sédio 1% por dois minutos e lavadas com &gua destilada
esterilizada, conforme Santos et al. (2011). As sementes foram colocadas em papel
autoclavado para secagem e posteriormente colocadas em contato com a cultura fangica
crescida em meio BDA por 72 horas e entdo semeadas em substrato BioPlant® Prata HT
autoclavado.

Apdbs 30 dias da semeadura, foi contado o nimero de plantulas com sintomas, o
nimero de plantulas sadias e o numero de sementes ndo germinadas. As plantulas
sintomaticas e sementes nao germinadas foram colocadas em camara Umida, por sete dias,

para identificacdo e reisolamento do fungo.

7.4.5 ldentificacdo molecular de Fusarium oxysporum

O isolado purificado foi crescido em meio de cultura BDA, em cdmara de germinacao
(BOD) a 25+0,5 °C por 10 dias. Foram cortados trés discos do meio de cultura contendo o
fungo e inoculados em frasco de Erlenmeyer com 200mL de meio liquido SDY (4% dextrose,
1% extrato de levedura e 1% peptona). Apds 72h de incubacdo em shaker rotativo a 25+0,5
°C e 250 rpm, o micélio foi coletado em papel de filtro sob filtracdo a vacuo e utilizado para a
extracdo de DNA segundo o método descrito por Raeder & Broda (1985). A regido do fator
de alongamento foi amplificada e sequenciada de acordo com Renher et al. (2011). A
sequéncia obtida foi editada pelo programa DNA baser (DNABaser Sequence Assembler 3,
Heracle Biosoft, Pitesti, Romania) e alinhada com outras sequencias obtidas pelo banco de

dados GenBank e do banco de dados do Fusarium ID.
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7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando da analise do Blotter-test, das 192 sementes analisadas, 27 (14,1%)
apresentaram sinais de fungos, conforme Tabela 1 e Figura 1. Muitas sementes apresentaram
mais de um fungo em sua superficie. Conforme Carvalho & Muchovej (1991), a maioria dos
fungos encontrados em sementes pertence a subdivisdo Deuteromycotina, também conhecidos

como fungos conidiais ou hifomicetos.

Tabela 1. Fungos encontrados em sementes de mogno a partir do Blotter-test.

Espécie fungica Numero de sementes / % Habito
Penicillium sp. 9/4,7% Saprofita
Aspergillus spp. 81/4,2% Saprofita
Rhizopus sp. 5/2,6% Saprofita
Curvularia sp. 3/1,6% Fitopatogénico
Fusarium sp. 211,1% Fitopatogénico

Os fungos, em sua maioria, eram saproéfitas (81,5%). Dentre os fungos saprofitas, 0s
géneros Aspergillus e Penicillium foram os mais abundantes, e o género Rhizopus foi
observado em menor frequéncia. Estes fungos sdo considerados como potenciais infestantes
de sementes armazenadas, pois a incidéncia pode aumentar no periodo pds-colheita
(Christensen, 1973). Carneiro (1990) recomenda o controle desses géneros quanto a
incidéncia em sementes, pois, a alta porcentagem de infestacdo tende a reduzir a sua
viabilidade e interferir nas condi¢fes de armazenamento das mesmas, sendo responsaveis por
reducdes na viabilidade e longevidade das sementes.

O fungo potencialmente fitopatogénico, da espécie Fusarium oxysporum Schitdl
(99,7% de similaridade — GenBank / Fusarium ID), estava associado a 7,5% das sementes que
apresentaram sinais de fungos. Fusarium oxysporum pode impedir a germinacgdo da semente

ou, ainda, ser transmitido para as plantas via sementes, causando problemas radiculares e
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tombamento de plantulas em mudas, conforme observado por Lazarotto et al. (2012) em

mudas de cedro.

Figura 1 (A — G). Alguns fungos encontrados em sementes de mogno pelo Blotter-test. A —
Aspergillus flavus. B — Penicillium sp. C — Fusarium oxysporum. D — Curvularia sp. E —
Colénia de Asperillus flavus em meio BDA. F — Coldnia de Aspergillus niger em meio BDA.

G — Col6nia de Fusarium oxysporum em meio BDA.

A presenca do fungo F. oxysporum é relatada pela primeira vez em associagdo com
sementes de mogno no Brasil. Stein et al. (1997) examinaram a ocorréncia de fungos em
sementes desta espécie oriundas da Amazonia. Na ocasido, os autores detectaram os fungos
Botryodiplodia sp., Aspergillus spp. e Penicillium spp. No presente estudo, apenas
Botryodiplodia sp. ndo foi encontrado, porém, outros trés fungos distintos foram observados,
0 que demonstra que a ocorréncia de fungos associados a sementes desta espécie pode variar
entre as regides.

No método do sintoma em pléntulas, das 120 sementes plantadas, 85 germinaram
(71%), 35 ndo germinaram (29%). Dentre aquelas que ndo germinaram, 14 (11,6%)

161



apresentaram sintomas e sinais de fungos nas sementes. Foram encontradas trés espécies de
fungos distintos, Aspergillus flavus Link, Aspergillus niger Tiegh. e F. oxysporum, conforme

a Tabela 2. Nenhuma plantula apresentou sintomas.

Tabela 2. Fungos encontrados em sementes de mogno pelo método do sintoma em plantulas.

Espécie fungica Numero de sementes / % Habito
Aspergillus spp. 12/ 10% Saprofita
Fusarium oxysporum 2/1,6% Fitopatogénico

Na determinacdo da patogenicidade do isolado de Fusarium oxysporum oriundo das
sementes de mogno, observou-se que, das 20 sementes plantadas inoculadas com o fungo,
apenas cinco germinaram, as outras 15 ndo germinaram e apresentaram sintomas e sinais do
fungo, o que indica que o isolado é patogénico. As testemunhas ndo apresentaram sintomas.
Os sintomas causados por F. oxysporum nas cinco sementes germinadas e inoculadas com o
patdgeno foram queima de raizes, lesdes no colo da planta, queima de cotilédones e posterior
morte da plantula. Este resultado representa o primeiro relato de F. oxysporum associado a
sementes de mogno, causando reducdo na germinacao das sementes e morte de plantulas.

Os fungos do género Fusarium podem se comportar como fitopatogénicos a sementes
florestais. Salles (1992) confirmou a patogenicidade de Fusarium sp. em ipé-roxo e
barbatimédo, na qual o fungo causou reducdo na germinacao e apodrecimento de sementes.
Benetti et al. (2009) constataram que isolados de Fusarium e Pestalotia encontrados em
sementes de cedro (Cedrella fissilis Vell.) reduziram o poder germinativo apds a sua
inoculacdo. As espécies Fusarium moniliforme J. Sheld., F. semitectum Berk & Ravenel e F.
oxysporum foram associadas a sementes de Pinus elliottii Engelm. no Parand e Santa
Catarina, sendo a ultima causadora de tombamento de plantulas (Homechin et al., 1986) e
Fusarium sambucinum Fuckel associado sementes de P. elliotti oriundas do Rio Grande do
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Sul também sdo transmitidos para plantulas causando anelamento do colo da plantula e
podriddo de parte aérea (Maciel, 2012). Em coniferas da América do Norte, incluindo o pinus,
a maioria dos fungos transmitidos por sementes para plantulas pertencem ao género Fusarium
(Cram & Fraedrich, 2010).

De acordo com Dhingra et al. (1980) e Machado (1988), a contaminacdo por
Fusarium ocorre durante a formacdo ou a maturacdo do fruto. Os patdgenos presentes nas
sementes, tanto interna como externamente, tornam-se ativos, tdo logo as sementes sejam
semeadas em solos Umidos. Estas sementes apodrecem antes mesmo de germinar. Ou o

patdgeno poderd ndo atacar a semente, mas infectar a plantula (Dhingra et al., 1980).

7.6 CONCLUSOES
- Fusarium oxysporum foi isolado de sementes de mogno e apresentou potencial de dano em
sementes e plantulas;
- Os dois métodos utilizados neste trabalho, quando comparados, mostram que o Blotter-test é

mais eficiente para detectar a ocorréncia de fungos em sementes de mogno.
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CAPITULO 8

NOVOS RELATOS DE FUNGOS FOLIARES EM MOGNO (Swietenia macrophylla

King) NO BRASIL

8.1 RESUMO

O mogno (Swietenia macrophylla King) € uma espécie arbérea muito utilizada na arborizacao
urbana, por ser uma planta rustica e bem adaptada a diversas regides do Brasil. Ao analisar
folhas de mogno em arvores e mudas produzidas em casa de vegetacdo em Brasilia, Distrito
Federal, foram observados sintomas de doenca fungica. Com o objetivo de identificar os
fungos causadores de manchas em folhas de mogno e testar sua patogenicidade em mudas,
amostras de ramos e folhas de mogno foram coletadas em Brasilia, Distrito Federal. Os
fungos foram isolados em meio BDA para crescimento e esporulacdo, visualizados em
microscopia oOptica e identificados com chaves especificas. Quanto a avaliacdo da
patogenicidade em mudas, foram utilizadas 80 mudas de mogno, onde 40 foram inoculadas
com o fungo e 40 serviram como testemunha, sem inoculacdo. Como resultado, os fungos
encontrados foram identificados como Phomopsis sp. (encontrado tanto em mudas quanto em
arvores) e Phyllosticta swieteniae Garcia (encontrado apenas em mudas). A partir do teste de
patogenicidade, foi possivel constatar que ambos os fungos causam doencas em plantas de
mogno.

Palavras-chave: patologia florestal, fungos fitopatogénicos, manchas foliares.
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NEW REPORTS OF FOLIAR FUNGI ON MAHOGANY (Swietenia macrophylla King)

IN BRAZIL

8.2 ABSTRACT

Mahogany (Swietenia macrophylla King) is a tree species widely used in urban forestry,
being a rustic plant, well adapted to different regions of Brazil. By analyzing mahogany
leaves in trees located in Brasilia, Distrito Federal, it was observed symptoms of fungal
disease. In order to report, identify the fungus stains mahogany leaves and test their
pathogenicity on seedlings, samples of branches and mahogany leaves were collected in
Brasilia, Distrito Federal. The fungi were isolated in PDA medium for growth and
sporulation, viewed in optical microscopy and identified with specific keys. To the avaliation
of the pathogenicity in seedlings, 80 mahogany seedlings were used, 40 were inoculated with
the fungus and 40 served as a control without inoculation. As a result, two fungi were found
and identified as Phomopsis sp. (found in seedlings and trees) and Phyllosticta swieteniae
Garcia (found only in seedlings). From the pathogenicity test, both fungi can cause disease in
mahogany seedlings.

Keywords: forest pathology, fungi, leaf disease.
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8.3 INTRODUCAO

O mogno (Swietenia macrophylla King) é uma espécie arborea muito utilizada na
ornamentacao urbana, por ser uma planta rustica e bem adaptada a diversas regides do Brasil.
Estudos sobre doencas que acometem a cultura sdo incipientes e doencas foliares
praticamente ndo tem sido observadas no Brasil.

A principal doenga relatada em mogno ¢ a “queima-de-Cylindrocladium”, causada
pelo fungo Cylindrocladium sp., detectada em folhas de mogno em plantio florestal para
recuperacdo de areas degradadas na Amazonia (Gasparotto et al., 2014). As folhas infectadas
apresentam queima das bordas, que progridem em direcdo a nervura central. Sclerotium
coffeicola Bull., agente causal da mancha-zonada, ja foi relatado em mogno nos estados do
Pard (Bastos, 1998) e do Amazonas (Assis et al., 2007). Além dessas doencas, ja foram
relatadas varias espéecies do género Meliola (Assis et al., 2010), Cylindrocladium floridanum
Sobers & Seym (Mendes et al., 1998), Colletotrichum gloeosporoides (Penz.) Sacc. (Trindade
et al., 2004), Erythricium salmonicolor (Berk. et. Br.) Burds (Hadi et al., 1993) e
Gloeosporium sp., que causa manchas foliares (Suharti e Irianto, 1992).

Este trabalho teve como objetivo identificar e avaliar a patogenicidade de fungos

encontrados em folhas de mogno.

8.4 MATERIAL E METODOS
8.4.1 Deteccao de fungos em folhas de mogno

Manchas foliares foram observadas em arvores de mogno utilizadas na arborizacéo de
Brasilia e também na conducdo de mudas da especie em casa de vegetacdo na Embrapa
Recursos Geneticos e Biotecnologia. As amostras foram analisadas preliminarmente com o
auxilio de um microscopio estereoscopio. Sinais do fungo foram retirados com uma agulha

esterilizada, colocados em Ildminas de vidro com azul de algoddo e visualizado em
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microscopio 6tico. Para o isolamento do patdgeno, regides das folhas contendo sintomas e
sinais foram esterilizadas e colocadas em meio BDA para crescimento e esporulacdo. Uma
cultura pura foi feita a partir da diluicdo da massa conidial em agua destilada e uma coldnia
do fungo crescido foi transferida para outra placa com meio BDA para crescimento e

esporulacao.

8.4.2 Teste de patogenicidade

Visando a confirmacao de que os fungos encontrados nas folhas causavam a lesdo, foi
realizado o Postulado de Koch. Para tanto foram utilizadas 80 mudas de mogno com dois
meses de idade, onde 40 foram inoculadas com o fungo e 40 serviram como testemunha, sem
inoculagdo. Suspensdes de conidios (10° conidios/mL) obtidas de cultura pura do fungo
serviram como fonte de indculo. A suspensdo foi misturada com agua destilada, depois
pulverizada nas folhas de mogno e o material foi mantido em camara umida por 72 horas. A
avaliacdo comecou trés dias apds a inoculacdo e perdurou por 30 dias, até o completo

desenvolvimento da doenca e, entdo, o patdgeno foi reisolado das folhas com sintomas.

8.4.3 Identificacdo morfoldgica dos fungos

Os fungos encontrados nas duas metodologias foram isolados em meio BDA e
descritos detalhadamente quanto ao seu crescimento por meio da andlise visual do micélio,
coloracdo e forma de crescimento. As estruturas fungicas foram observadas em microscopio
estereoscopio (lupa) e de luz, por meio da confeccédo de laminas com corantes a base de lacto-
glicerol / azul de algodao (Cotton-Blue) ou glicerol KOH / floxina basica, as quais foram
seladas com duas camadas de esmalte de unha comercial. As descrigdes morfologicas foram

baseadas em atributos a cerca do conidioforo, célula conidiogénica e conidio, para os fungos
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anamorficos. Para a identificacdo de cada género ou espécie, foram utilizadas chaves

especificas de acordo com as suas caracteristicas anamorficas.

8.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
8.5.1 Fungos foliares encontrados em S. macrophylla
Dois fungos foliares, ainda ndo relatados para 0 mogno no Brasil, foram encontrados,

Phomopsis sp e Phyllosticta swieteniae Garcia.

8.5.1.1 Phomopsis sp.

Um dos fungos encontrados foi identificado como Phomopsis, apresentando
conidiomas enegrecidos e conidios do tipo alfa e beta, caracteristicos do género (Sutton, 1980;
Hanlin & Menezes, 1996) (Figura 1-C). A cultura do fungo em BDA ap6s 10 dias de
incubacéo apresentava coloragdo branca com conidiomas enegrecidos, apresentando formacéo
abundante de massas conidiais (Figura 1-B).

Os sintomas observados foram manchas foliares circundadas por faixa estromatica
anfigena marrom-escura a negra com pontos negros (conidiomas) distribuidos em &rea interna
marrom-clara (Figura 1-A). Agente causal: micélio hialino, septado, imerso no tecido da
hospedeira; pseudostroma anfigeno, com micélio interno hialino, incorporando células
degradadas marrons, circundado por tecido melanizado enegrecido; conidiomas clipeados,
anfigenos, imersos, mesofilos, irrompentes, estromaticos, marrom-escuros a negros; células
conidiogénicas enteroblasticas fialidicas, cilindricas, hialinas; conidios oo 6,5 - 9,75 x 2,5 um
hialinos, gutulados, oblongo-elipsoides, asseptados; conidios 14 — 28,5 x 1,0 um hialinos,

filiformes, apicalmente uncinados ou retos (Figura 1-C).
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8.5.1.2 Phyllosticta swieteniae

O segundo fungo causador de manchas em folhas foi identificado como Phyllosticta
swieteniae, através da analise morfologica e morfométrica dos conidios. A cultura do fungo
em BDA ap0s 10 dias de incubacao era negra com conidiomas acinzentados, com crescimento
irregular.

Os sintomas observados foram manchas necrdticas, principalmente nas folhas mais
velhas, com éarea central descolorida, geralmente marrom, margens negras, picnidios
numerosos (Figura 1-D); Agente causal: conidiomas picnidiais, gregarios, uniloculares,
subglobosos a globosos, ostiolados, ndo-rostrados, parede com textura angularis com 2-3
camadas (Figura 1-E); Células conidiogénicas hialinas, ampuliformes a cilindricas; Conidios

6,6 (8,5) 11,5 mm x 5 (6) 7 mm hialinos, globosos, subovoides (Figura 1-F).

Figura 1 (A — F). Fungos foliares associados ao mogno. A — Manchas foliares causadas por

Phomopsis sp. em mogno. B — Cultura do fungo em meio BDA. C — Conidios alfa e beta
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vistos em microscopia de luz. D — Mancha foliar causada por Phyllosticta swieteniae em

mogno. E — Cultura do fungo em meio BDA. F — Conidios vistos em microscopia de luz.

O teste de patogenicidade mostrou que os fungos isolados das folhas sdo patogénicos,
pois 70% (Phomopsis sp.) e 65% (P. swieteniae) das mudas inoculadas reapresentaram 0s
sintomas e o patdgeno reisolado apresentou as mesmas caracteristicas do fungo isolado da
lesdo coletada, fechando o postulado.

O género Phomopsis conta com mais de 1000 espécies descritas, 29 variedades e 16
formae speciales (Kirk et al., 2001). A taxonomia do fungo tem sido baseada na associacédo
aos hospedeiros (Uecker, 1988). E reconhecido atualmente que o hospedeiro constitui uma
caracteristica taxondmica de menor importancia, pois a mesma espécie pode ocorrer em
varios hospedeiros e num mesmo hospedeiro podem ocorrer mais de uma espécie fungica
(Rehner & Uecker, 1994). No entanto, este género ainda ndo foi taxonomicamente revisto.
Estudos moleculares devem ser realizados para definir se o fungo encontrado associado ao
mogno é uma provavel espécie nova dentro do género ou néo.

Espécies de Phomopsis sdo comumente encontradas como patdgenos e endofitos de
plantas (Maki, 2006). Como patdgeno, € responsavel por diversas doengas em muitas espécies
vegetais, como por exemplo, causam queimaduras nas folhas de aroeira e jatoba (Anjos et al.,
2001).

A espécie P. swieteniae foi descrita originalmente associada a Swietenia mahagoni
(L.) Jacg. em Porto Rico. Segundo o autor, a infecgéo é favorecida pelo excesso de umidade,
com a germinagéo dos conidios na superficie da folha, desenvolvendo manchas necroticas que
se estendem gradualmente para o peciolo e as folhas finalmente caem. Apesar das medidas
morfométricas da espécie encontrada serem um pouco diferentes com as da descrigéo original

(Garcia, 1939), foi admitido que os fungos sejam os mesmos. Entretanto, este € o primeiro
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relato de P. swieteniae associado a S. macrophylla e também o primeiro registro de ocorréncia
do fungo no Brasil.

As duas espécies fungicas foram encontradas nas mudas, porém apenas Phomopsis sp.
foi encontrado nas arvores de Brasilia. Aparentemente os dois fungos ndo causaram grandes
danos para as plantas, apesar de serem comprovadamente patogénicos. Porém, medidas de
controle preventivas devem ser tomadas com o propdsito de evitar que esses fungos possam
vir a se tornar um problema.

Analises moleculares estdo sendo realizadas para ambos os fungos, com o propoésito de

definir precisamente suas respectivas posi¢es taxondmicas.

8.6 CONCLUSOES

- Os fungos Phomopsis sp. e Phyllosticta swieteniae foram encontrados em folhas de mudas
de mogno;

- Phomopsis sp. foi encontrado também nas &rvores de Brasilia;

- Quando inoculados nas mudas, ambos os fungos causaram doenca e sdo relatados pela

primeira vez em mogno no Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os objetivos propostos foram alcancados. Estudos sobre a sua principal praga,
Hypsipyla grandella, foram realizados no intuito de aumentar o conhecimento acerca do
inseto e também de oferecer subsidios para o seu controle de forma menos danosa ao meio
ambiente, com o uso de agentes de biocontrole. Além disso, foram descritos organismos
inéditos associados ao mogno.

A andlise da predacéo de frutos de mogno pela H. grandella mostrou que o inseto reduz
a oferta de sementes da espécie e que muitos frutos caem devido ao seu ataque. Além disso, 0
inseto foi criado com uma dieta natural de sementes de mogno, 0 que mostra que este é um
alimento apropriado para 0 mesmo. Durante a andlise dos frutos, foi encontrada uma lagarta
morta por causas fungicas. Os experimentos mostraram que este fungo foi, possivelmente, o
responsavel pela morte da lagarta e o isolado foi identificado e testado em outras lagartas,
comprovando a sua patogenicidade. Além do fungo, varias estirpes de Bacillus thuringiensis
foram testadas e comprovadas como tdxicas a H. grandella. Por fim, esse trabalho também
mostrou que algumas estirpes de B. thuringiensis possuem algum efeito sistémico em mudas
de mogno e que estas apresentam potencial para um novo método de controle da H. grandella.

Foram encontrados dois &caros associados ao mogno, sendo que um deles é uma espécie
nova para a ciéncia e sera publicada em breve. A segunda, apesar de ser uma espécie
conhecida, é pela primeira vez observada em folhas de mogno no mundo. Ambas as espécies
apresentam potencial de causar danos foliares e a provavel espécie nova de eriofideo também
causa deformacdes nas gemas axilares, levando ao superbrotamento, o que podera inviabilizar
a venda de algumas mudas.

Dois novos fungos foliares foram encontrados, ambos inéditos para o Brasil, e um fungo

patogénico foi isolado das sementes de mogno, comprovando que estudos acerca da
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fitossanidade da espécie ainda sdo escassos e incipientes. Investigacdes mais profundas com
relacdo a fitopatologia da espécie devem ser realizadas.

Por fim, por ser uma espécie ameacada de extingdo, estudos sobre a silvicultura,
producdo de sementes e a sanidade das plantas de mogno, além do controle dos seus
respectivos agentes danosos, sdo necessarios e devem ser realizados para preservar e

conservar essa espécie tdo importante para o0 mundo.
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