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Potential of the fungus Beauveria bassiana to control the coconut mite Aceria guerreronis

(Acari: Eriophyidae)
S. F. Santana; F. J. Santos?; A. P. Farias®; A. V. Teodoro®?"
Programa de P6s-Graduacdo em Agricultura e Biodiversidade, Universidade Federal de Sergipe, Av. Marcelo
Déda Chagas, s/n - Rosa Elze, 49100-000, S&o Cristévao - Sergipe, Brasil
2Embrapa Tabuleiros Costeiros, Av. Beira mar 3250, 49010-000, Aracaju - Sergipe, Brasil
SESALQ — USP, Av. Padua Dias, 11, 13418-900, Piracicaba - Sdo Paulo, Brasil

*adenir.teodoro@embrapa.br

(Recebido em 06 de abril de 2023; aceito em 07 de agosto de 2023)

O éacaro-da-necrose, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), é a principal praga do coqueiro no
Brasil. O controle quimico com acaricidas € amplamente utilizado para controlar essa praga. Frente aos
diversos problemas sociais, econdmicos e ambientais ocasionados pelo uso indiscriminado de acaricidas,
sd0 necessarias alternativas ambientalmente vidveis para o controle dessa praga como o uso de fungos
entomopatogénicos. Assim, este trabalho objetivou estimar a letalidade do fungo Beauveria bassiana
(Bals.)Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) a A. guerreronis e avaliar a seletividade do dleo de nim, 6leo
mineral e da calda sulfocalcica no crescimento micelial do fungo in vitro. Esses éleos e a calda séo
defensivos alternativos usados no controle de pragas do coqueiro, no entanto ndo se conhece seus possiveis
efeitos deletérios sobre B. bassiana. Seis concentragdes crescentes do fungo foram pulverizadas em arenas
contendo A. guerreronis para estimar as concentracdes letais (CL). Posteriormente, os 6leos de nim, mineral
e a calda sulfocalcica foram pipetados em placas de Petri para determinar a sua seletividade ao fungo. A
concentragdo letal média (CLso) estimada de B. bassiana foi de 1,31x10° conidios/mL e a CLgo foi de
2,04x10° conidios/mL. O dleo mineral foi seletivo a B. bassiana, enquanto a calda sulfocalcica nédo é
compativel com este fungo. Assim, conclui-se que o fungo B. bassiana apresenta potencial de controle de
A. guerreronis, bem como o éleo mineral pode ser empregado no manejo de pragas na cultura do coqueiro
sem que interfira significativamente no crescimento micelial do fungo, e possivelmente em sua eficiéncia
no controle do acaro.

Palavras-chave: bioinseticida, controle biolégico, fungo entomopatogénico.

The coconut mite, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), is the main pest of coconut plantations
in Brazil. Chemical control with acaricides is widely used to control this pest. Faced with the various social,
economic, and environmental problems caused by acaricide overuse, there is a need for environmentally
viable alternatives for controlling this pest, such as entomopathogenic fungi. Therefore, this study aimed to
estimate the lethality of the fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) to
A. guerreronis and to evaluate the selectivity of neem oil, mineral oil, and lime sulfur on in vitro mycelial
growth of the fungus. These oils and the lime sulfur are alternative pesticides used in the control of coconut
pests, however their side effects on B. bassiana are yet to be determined. Six increasing concentrations of
the fungus were sprayed in arenas with A. guerreronis to estimate the lethal concentrations (LC).
Subsequently, the neem and mineral oils, and lime sulfur were pipetted in Petri dishes to determine their
selectivity to the fungus. The estimated mean lethal concentration (LCso) of B. bassiana was 1.31x10°
conidia/mL while the LCg was 2.04%10° conidia/mL. The mineral oil was considered selective for
B. bassiana while the lime sulfur is not compatible with this fungus. In conclusion, B. bassiana has the
potential to control A. guerreronis as well as the mineral oil can be used in the management of coconut
pests without significantly impairing micelial growth of the fungus, and possibly not affecting its efficiency
in the control of the pest mite.
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1. INTRODUCAO

O coqueiro, Cocos nucifera L. (Arecaceae), € uma das espécies cultivadas de maior valor
comercial do mundo, tendo seus subprodutos utilizados em cerca de 90 paises, sendo que o Brasil
ocupa o quinto lugar na produ¢do mundial [1, 2].

O acaro-da-necrose, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), é considerado a principal
praga da cultura no Brasil, causando perdas expressivas em coqueirais do nordeste brasileiro,
principal regido de cultivo no Pais [3, 4]. Os danos causados pelo acaro-da-necrose aos frutos do
coqueiro caracterizam-se por lesbes branco-amareladas triangulares na epiderme proxima as
bracteas que evoluem para fendas necréticas longitudinais, acarretando em perdas significativas
devido a reducdo no tamanho do fruto, peso e volume de agua, e reducdo do valor comercial [3-
6]. Atualmente, o controle quimico com acaricidas é amplamente utilizado no manejo do
acaro-da-necrose, 0 que leva a efeitos indesejados como a reducdo de populacbes de inimigos
naturais e entomopatdgenos presentes nos agroecossistemas, contaminacao da agua, solo, frutos
e pessoas, além de propiciar a sele¢do de &caros resistentes a esses produtos [7, 8].

O fungo Beauveria bassiana (Bals.)Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) ocorre
naturalmente em agroecossistemas, reduzindo densidades populacionais de insetos e &caros
fitéfagos. Este fungo é considerado um importante agente regulador em programas de manejo
integrado de pragas (MIP) [9-11] e apresenta potencial de controle de diversos &caros fitéfagos
[11-16]. No cultivo do coqueiro, alguns defensivos alternativos como os 6leos de nim e mineral
e a calda sulfocalcica vém sendo preconizados no controle do acaro-da-necrose e de outros
artrépodes fitéfagos por sua eficiéncia e baixa toxicidade em comparacdo aos acaricidas
sintéticos. No entanto, ndo se conhece seus possiveis efeitos deletérios sobre fungos benéficos
como B. bassiana. Assim, é necessario o desenvolvimento de alternativas ecolégicas como a
utilizacdo do fungo B. bassiana, por meio de pulverizacfes isoladas ou intercaladas com
defensivos alternativos usados na cultura para 0 manejo adequado de A. guerreronis. Com base
no exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de B. bassiana no controle de
A. guerreronis e a seletividade dos 6leos de nim e mineral e da calda sulfocalcica no crescimento
micelial do fungo in vitro, visando 0 manejo integrado desta importante praga do coqueiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de A. guerreronis e cepa de B. bassiana

Frutos de coqueiro infestados com o &caro-da-necrose A. guerreronis foram coletados em
plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, Sergipe, Brasil. Col6nias de acaros foram
isoladas para utilizagdo nos experimentos de letalidade por B. bassiana. A cepa Bb 032 de
B. bassiana utilizada neste experimento foi escolhida por sua alta patogenicidade ao
acaro-vermelho-das-palmeiras Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae), uma importante
praga do coqueiro no Brasil [17]. Esta cepa pertence a Embrapa Tabuleiros Costeiros e esta
depositada no banco de microrganismos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A cepa
foi isolada em 1991 por meio da extrusdo de hifas do exoesqueleto de adultos da broca-do-
coqueiro Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Curculionidae) coletados em coqueirais de
Sergipe.

2.2 Reativacgdo da viruléncia da cepa de B. bassiana e preparacgdo de suspensdo de conidios

Para a reativagdo da viruléncia da cepa B. bassiana Bb 032, uma suspensé&o flingica de 1 x 108
conidios/mL foi aplicada por meio de torre de Potter em bracteas de frutos colonizadas por
A. guerreronis, conforme metodologia adaptada [17]. As bracteas foram mantidas em camara
climatizada do tipo B.0O.D. a 25 + 1°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 12 horas.
Acaros mortos foram transferidos para cAmara imida para a extrusio de hifas dos cadaveres. Apos
a reativacdo da viruléncia, a cepa foi inoculada em placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo
meio de batata-dextrose-dgar (BDA). As placas foram incubadas em camara climatizada,
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conforme condigdes descritas anteriormente, por 12 dias para conidiogénese. Para o preparo das
suspensdes, os esporos foram raspados das placas de Petri com auxilio de uma espatula de ferro
previamente flambada e, em seguida, transferidos para tubos de ensaio para as dilui¢bes
sucessivas para contagem e quantificacdo de esporos em cdmara de Neubauer. A viabilidade do
fungo foi de 92%.

2.3 Determinacdo das concentracdes letais (CL) de B. bassiana

As concentragBes letais (CL) do fungo B. bassiana a adultos do &caro-da-necrose
A. guerreronis foram determinadas com cinco concentracdes flngicas crescentes além do
controle: 6,5x10?, 6,5x10°, 6,5x10% 6,5x10° e 6,5%10° conidios/mL. As concentracdes utilizadas
situam-se entre os limites inferior (0%) e superior (100%) de mortalidade a A. guerreronis, de
acordo com bioensaio preliminar [17].

As suspensBes foram aplicadas por meio de uma torre de Potter a uma pressao de 34 Kpa,
usando uma aliquota de 1,7 mL em arenas de perianto de frutos de coqueiro (disco de 2 cm de
didmetro). Arenas do tratamento controle foram pulverizadas com &gua destilada. As arenas
foram expostas ao ambiente por 30 minutos para secagem e posteriormente receberam 20 adultos
de A. guerreronis. As placas foram armazenadas em camara climatizada nas mesmas condicgdes
descritas anteriormente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e para cada
tratamento foi utilizado doze repetigdes (arenas), com 20 adultos de A. guerreronis (total de 120
acaros por tratamento). A mortalidade dos acaros foi avaliada apds 24 horas com auxilio de um
microscopio estereoscopico. Foram considerados mortos pelo fungo quando os &caros se
encontravam mumificados. Os cadaveres foram submetidos a cdmara imida para a extrusao de
hifas e confirmacdo de mortalidade pelo fungo. Os dados de mortalidade foram submetidos a
analise de Probit por intermédio do procedimento PROC PROBIT do programa SAS.

2.4 Seletividade de 6leos vegetais e calda sulfocalcica

Os defensivos alternativos utilizados foram o 6leo de nim (Original Nim, Base Fértil,
composto por 0,12% p/p de azadiractina, nas concentragcdes CLso = 0,6% e CLgo = 1,6%), 6leo
mineral (Agefix E8, Energis Brasil, composto por hidrocarbonetos parafinicos, nas concentragdes
CLso= 1,0% e CLg = 2,0%) e a calda sufolcécica liquida composta por mistura de enxofre e cal
virgem na concentracdo de 0,3° Baumé. As concentracdes utilizadas baseiam-se em estimativas
de mortalidade desses 6leos e calda a outro &caro da mesma familia que A. guerreronis, 0
acaro-da-falsa-ferrugem-dos-citros Phyllocoptruta oleivora (Ashmead) (Acari: Eriophyidae)
(Santana, dados ndo publicados).

Placas de Petri (9cm de didmetro) foram vertidas com 20 mL de BDA e ap6s 0 processo de
solidificacdo do meio em temperatura ambiente, os 6leos de nim e mineral e a calda sulfocélcica
foram pipetados (10 pl por placa) e espalhados com auxilio de alga de Drigalski com base na
metodologia adaptada [18]. Apds secagem das aliquotas, 3 pl de suspensdes flngicas a 6,0x10’
conidios/mL foram inoculadas no centro de cada placa com auxilio de uma micropipeta. As placas
foram incubadas em cémara climatizada nas mesmas condi¢Bes descritas anteriormente. O
crescimento micelial de B. bassiana foi medido com um paquimetro a partir de duas medicdes
opostas da col6nia fangica, a cada dois dias (quatro avaliacdes em dez dias). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em que cada unidade experimental foi
constituida de uma placa de Petri, com 10 repeti¢cdes cada, totalizando 60 placas. Os dados foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguidas pelo teste de Tukey
HSD utilizando-se o programa Statistica 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo letal média estimada (CLsg) do fungo B. bassiana ao acaro-da-necrose
A. guerreronis foi de 1,31x10° conidios/mL e a CLgo de 2,04x10°conidios/mL (Tabela 1). A CLso
é a concentracdo média estimada capaz de matar 50% da populagdo-alvo enquanto a CLgo indica
uma possivel concentracdo que poderia ser utilizada em condi¢cGes de campo por causar
mortalidade de 80% na populacdo da praga. As concentracdes estimadas demonstram a alta
letalidade de B. bassiana a A. guerreronis, a principal praga do coqueiro no Brasil. Os conidios
produzidos pelo fungo B. bassiana agem fixando-se na cuticula da praga-alvo enquanto a
penetracdo das hifas se da pela degradacéo da cuticula por intermédio de proteases, quitinases e
lipases [10]. As hifas de B. bassiana se espalham pela hemocele da praga culminado na extrusao
de hifas esbranqueadas no exoesqueleto, com posterior formagao de novos conidios (Figura 1).

Tabela 1: Concentracdes letais (CL) do fungo Beauveria bassiana a adultos do &caro-da-necrose Aceria
guerreronis (n = 600).

CLso(90% IC) CLgo (90% IC) % P gl
1,31x10° 2 04x10° 62 01022 3
(8,91x10* — 1,95%105) (1,22x10° — 3,83x10°)

Figura 1: Extruséo de hifas dos corpos de adultos do &caro-da-necrose Aceria guerreronis infectados
pelo fungo Beauveria bassiana. Foto: Samuel Farias Santana (2022).

Quanto menor a CL, mais agressivo o0 entomopatdgeno e menores serao o0s custos de produgédo
massal. A cepa B. bassiana Bb 032 apresentou menores valores de CL em comparacao a outros
estudos. Por exemplo, em estudo de letalidade de B. bassiana a P. oleivora, Alves et al. (2005)
[19] estimaram a CLso em 4,23x10° conidios/mL, superior a estimada na presente pesquisa
(Tabela 1). Adicionalmente, Lekimme et al. (2006) [12] mostraram que B. bassiana causou alta
mortalidade ao acaro Psoroptes ovis (Hering) (Acari: Psoroptidae) in vitro, com CLgo estimada
em 4,26x10° conidios/mL, superior a CLsg estimada no presente trabalho. O fungo B. bassiana
demonstra potencial de controle de acaros fitéfagos como o acaro rajado Tetranychus urticae
Koch (Acari: Tetranychidae) [13, 15, 20] e &caros da mesma familia que A. guerreronis, como
P. oleivora [14, 19] e Phyllocoptes gracilis Nalepa (Acari: Eriophyidae) [16].

Os 6leos de nim e mineral, aplicados em suas respectivas CLso, ndo afetaram o crescimento de
B. bassiana em comparacgdo ao controle, enquanto a calda sulfocélcica a 0,3° Baumé reduziu o
crescimento do fungo (Fsss = 79,06; p< 0,0001; dados ndo apresentados). Considerando a
interacdo entre os tratamentos e o tempo, 0s 6leos de nim e mineral reduziram levemente o
crescimento micelial do fungo em relagdo ao controle apenas na primeira avaliacdo, aos 2 dias
apos a pulverizacdo, e ndo diferiram do controle nas demais avaliacGes. Ja a calda sulfocélcica
reduziu o crescimento de B. bassiana aos 2, 4, 6 e 8 dias ap06s a pulveriza¢do (Fg 105 = 5,13;
p <0,0001; Figura 2).
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Figura 2: Crescimento micelial de Beauveria bassiana submetido & CLs dos 6leos de nim, mineral e da
calda sulfocélcica aos 2, 4, 6 e 8 dias apds a pulverizagéo.

Os 6leos de nim e mineral, pulverizados em suas respectivas CLgo, reduziram medianamente
o0 crescimento de B. bassiana em rela¢do ao controle enquanto a calda sulfocélcica a 0,3° Baumé
causou uma redugdo dréstica no crescimento do fungo (Fs3s = 42,90; p< 0,0001; dados ndo
apresentados). Considerando a interacdo entre os tratamentos e o tempo, de modo geral, a calda
sulfocalcica foi a que mais afetou o crescimento de B. bassiana, seguida pelo éleo de nim. O dleo
mineral afetou o crescimento fungico em relagdo ao controle apenas na Ultima avaliagdo, aos 8
dias da pulverizagéo (Fs,105 = 8,69; p < 0,0001; Figura 3).
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Figura 3: Crescimento micelial de Beauveria bassiana (cm) submetido a CLgo dos 6leos de nim, mineral
e da calda sulfocélcica aos 2, 4, 6 e 8 dias ap6s a pulverizacéo.
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As propriedades antifingicas do 6leo de nim séo atribuidas aos compostos azadiractina,
azadiradiona, nibin e salannin [21]. Dubey et al. (2009) [22] demonstraram toxicidade de nim ao
fungo fitopatogénico Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid enquanto Ribeiro et al. (2012) [23]
e Kurniato et al. 2022 [24] indicaram a compatibilidade de nim com B. bassiana.

O 6leo mineral, em geral, mostrou-se seletivo por afetar menos o crescimento do fungo em
relacdo ao 6leo de nim e a calda sulfocalcica. Akbar et al. (2005) [25] demonstraram sinergia com
diminuicdo da CLso de B. bassiana ao besouro Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae) na presenca de 6leo mineral (CLso com 0 dleo mineral = 17,6 mg/mL, e CLso Sem
6leo mineral = 29,9 mg/mL).

A calda sulfocalcica foi a que mais interferiu negativamente no crescimento de B. bassiana.
Portanto ndo deve ser usada proximo a aplicacdo do fungo. A agdo fungicida da calda sulfocélcica
foi registrada anteriormente ao agente causal da sarna da macieira, Venturia inaequalis
(Cke.)Wint. [26]. A calda sulfocélcica, é formada por meio de uma reacdo balanceada entre o
calcio e o enxofre dissolvidos em &gua e submetidos a fervura, e a sua toxicidade esté relacionada
a liberacdo dos gases toxicos, sulfeto de hidrogénio (H2S) e dioxido de enxofre (SO,) [27]. J& o
enxofre, que é um dos componentes da calda sulfocélcica, foi considerado compativel com
B. bassiana [28].

4, CONCLUSAO

Os resultados demonstram que o fungo B. bassiana apresenta alta letalidade ao &caro-da-
necrose A. guerreronis, enfatizando o seu potencial no controle desta praga-chave do coqueiro.
Adicionalmente, o 6leo mineral demonstra seletividade a B. bassiana, logo pode ser aplicado de
forma isolada ou intercalada com o fungo sem interferir significativamente no crescimento
micelial e possivelmente em sua eficiéncia de controle. Pesquisas adicionais para o
desenvolvimento de um bioacaricida a base de B. bassiana para o controle de A. guerreronis e
outros 4caros estdo em andamento.
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