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Bioecologia da broca-do-cafe, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), na ilha de Sdo Tomé

Resumo

A broca-do-café, Hypothenemus hampei, é uma séria limitacdo na producdo de café biol6gico na ilha de
S8o Tomé, no Golfo da Guiné, devido a informacdo limitada sobre a fenologia sazonal desta espécie nas ilhas
limita a implementacdo do controlo bioldgico. No presente estudo, sete plantacGes de café foram monitorizadas
durante dois anos para descrever padroes de infestacdo, percentagens de penetragdo em broca-do-café em frutos
em desenvolvimento e mortalidade da broca pelo fungo entomopatogénico em duas espécies de coffea (C. arabica
L. e C. canephora Pierre ex A. Froehner), de acordo com uma amostragem de 30 arvores segundo 0 "método
CENICAFE". Os resultados revelaram que a posicdo da broca, infestagdo, e frutos com evidéncia de fungo
entomopatogénico foram significativamente afetadas pela variedade de café. A média da infestacdo nos sete locais
foi (11,5+3,5%; média * erro padrdo (SE)), com dois locais mostrando uma infestacdo média <5%. A analise
molecular indicou quatro estirpes de Beauveria bassiana (B-Bug; VKBbh03 18S; bbR1f e LPSC 1226) presentes
na llha de Sdo Tomé. As percentagens mais elevadas de infestacdo e Beauveria bassiana por ramo foram
observadas em C. arabica L. (Red Caturra, Bourbon e Red Catuai), em comparagdo com C. canephora Pierre ex
A. Froehner (Robusta), nos meses de menor pluviosidade. Foram encontradas fases imaturas da broca (ovos, larvas
e pupas) e adultos durante todo o periodo de amostragem. N&o foi observado nenhum predador e parasitoides da
broca durante o estudo. De acordo com os indices populacionais registrados em todas as fases de seu ciclo
bioldgico, nas areas estudadas, conclui-se que a broca-do-café encontra ambiente favoravel para sua multiplicacéo

em Sao Tomé, requerendo, portanto, medidas para o seu controlo.
Palavra chaves: Biocontrolo; Beauveria Bassiana; Coffea arabica; Coffea canephora; indice de

infestacéo;



Bioecology of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari,

1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), in Sao Tome island

Abstract

The coffee berry borer, Hypothenemus hampei, is serious limitation in organic coffee production in Sao
Tome Island in the Gulf of Guinea, limited information regarding this species seasonal phenology on the islands
limits the implementation of biological control. In the present study, seven coffee plantations were monitored over
two years to describe infestation patterns, penetration rates into coffee berries, and mortality by the
entomopathogenic fungus in two coffea species (C. arabica L. and C. canephora Pierre ex A. Froehner), according
to 30-tree sampling of fruits following the "CENICAFE method". The results revealed that the borer position
within the berries, infestation, and green berries with entomopathogenic fungus were significantly affected by
coffee variety. The infestation mean across all seven sites was (11.5+£3.5%; mean + standard error (SE)), with two
sites showing mean infestation <5%. Molecular analyse indicated four Beauveria bassiana strains (B-Bug;
VKBb03 18S; bbR1f and LPSC 1226) present in Sdo Tomé Island. The highest infestation and Beauveria bassiana
rates per branch were observed in C. arabica L. (Red Caturra, Bourbon and Red Catuai), compared with C.
canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta) in the months of lower rainfall. Borer immature stages (eggs, larvae
and pupae) and adults were found throughout the sampling period. No CBB predator and parasitoids were observed
in the survey. The population level and developmental rate indicated that the coffee borer met favourable
environmental conditions in the studied areas and control measures are required for reducing damage.

Keywords: Biocontrol; Beauveria bassiana; Coffea arabica; Coffea canephora; infestation level;



Captura em massa da broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrarl,
1867) na ilha de Sdo Tome

Resumo

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867), é uma séria limitacdo na plantacdo de café
organico na ilha de Sdo Tomé. Até a data, a informacao limitada sobre a fenologia sazonal desta espécie de praga
nas ilhas limita a implementacdo de programas de gestdo integrada de pragas. Como parte de um programa de
formacéo de cafeicultores, avaliou-se trés atraentes em armadilhas vermelhas vs. transparentes para avaliar o olfato
e estimulos visuais da broca-do-café. A experiéncia foi delineada em (“split block™) com trés tipos de atraentes:
etanol comercial (E) + 40 g de café Robusta maduro (Al), propor¢do 3:1 de metanol e etanol (A2), e etanol
comercial + 10 g de café Arébica torrado moido (A3); e duas armadilhas caseiras transparentes (D1) e vermelhas
(D2). Os resultados mostraram que ndo houve uma interacdo significativa entre a armadilha e o atraente, mas
houve uma interagdo significativa entre a armadilha e a localidade (altitude/microclima/variedade) na captura da
broca-do-café. O tratamento D1A2 mostrou o melhor resultado com uma média de 47,4+19,2 adultos capturados
por armadilha por semana. A armadilha transparente iscada capturou maior quantidade de broca-do-café em Novo
Destino e Bem-Posta, enquanto armadilha vermelha iscada capturou mais broca-do-café em Poiso Alto. Uma
maior captura de CBB foi registada no final de maio até outubro. Em suma, as armadilhas caseiras por si s6 ndo

sdo eficazes para controlar a broca do café, mas sdo Uteis na monitorizagao desta espécie.

Palavra chaves: Café; atraentes; gestdo integrada de pragas (IPM); nivel de infestaco;



Mass trapping of coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrarl,
1867) in Sao Tome Island
Abstract

Coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867), is a serious insect pest of organic coffee
plantation in Sdo Tomé Island. To date, limited information regarding the seasonal phenology of this pest species
on the islands limits the implementation of integrated pest management programmes. As part of a coffee farmer
training programme, three attractants were evaluated in red vs. transparent traps to assess olfactory and visual
stimuli. The experiment was delineated in a split-block design with three types of attractants: commercial ethanol
+ 40 g of ripe Robusta coffee (A1), proportion 3:1 methanol and ethanol (A2), and commercial ethanol + 10 g of
ground roasted Arabica coffee (A3); and two home-made transparent (D1) and red (D2) traps. The results showed
that there was no significant interaction between the trap and the attractant, but there was a significant interaction
between trap and locality (elevation/microclimate/variety) for CBB capture. D1A2 treatment exhibited the best
result with an average of 47.4+19.2 adults/trap/week. Transparent trap baited captured more borer at Novo Destino
and Bem-Posta, while red trap baited provided the best result in Poiso Alto. A greater capture of CBB was recorded
late May through October. In short, home-made traps alone are not effective for controlling the coffee berry borer,

but they are useful in monitoring this species.

Keywords: coffee, attractants, integrated pest management (IPM), infestation level;
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RESUMO
(RESUMEN DE LA TESIS EN ESPANOL)

BIOECOLOGIA DE LA BROCA DEL CAFE HYPOTHENEMUS HAMPEI
(FERRARI, 1867) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE, SCOLYTINAE) EN LA
ISLA DE SANTO TOME

Bioecologia de la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) en la Isla de Santo Tome

Resumen

La broca del café, Hypothenemus hampei, es una grave limitacidn para la produccion de café ecoldgico en
la isla de Santo Tomé, en el Golfo de Guinea, ya que la escasa informacion sobre la fenologia estacional de esta
especie en las islas limita la aplicacién del control bioldgico. En el presente estudio, se monitorearon siete cafetales
durante dos afios para describir los patrones de infestacion, las tasas de penetracién de la broca del café en los
frutos en desarrollo y la mortalidad por el hongo entomopatégeno en dos especies de Coffea (C. arabica L. y C.
canephora Pierre ex A. Froehner), segin un muestreo de 30 arboles de acuerdo al "método CENICAFE". Los
resultados revelaron que la posicion de la broca dentro de los frutos, la infestacion y los frutos verdes con hongo
entomopatdgeno fueron afectados significativamente por la variedad de café. La infestacion media en los siete
sitios fue (11,5+3,5%; media + error estandar (SE)), con dos sitios que mostraron una infestacion media <5%. Los
analisis moleculares indicaron cuatro cepas de Beauveria bassiana (B-Bug; VKBbO03 18S; bbR1f y LPSC 1226)
presentes en la isla de Santo Tomé. Las mayores tasas de infestacién y de Beauveria bassiana por rama se
observaron en C. arabica L. (Red Caturra, Bourbon y Red Catuai), en comparacion con C. canephora Pierre ex
A. Froehner (Robusta), en los meses de menor precipitacién. Durante todo el periodo de muestreo se encontraron
estados inmaduros de la broca (huevos, larvas y pupas) y adultos. No se encontraron depredadores ni parasitoides
en las muestras de fruta recolectadas en las parcelas durante el periodo evaluado. De acuerdo con las tasas de
poblacion registradas en todas las etapas de su ciclo bioldgico, en las areas estudiadas, se concluye que la broca
del café encuentra un ambiente favorable para su multiplicacién en Santo Tomé, por lo que se requieren medidas
para su control.

Palabras-clave: Biocontrol; Beauveria bassiana; Coffea arabica; Coffea canephora; nivel de

infestacion.



Captura masiva de la broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) en la isla de Santo Tome

Resumen

La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867), es una grave limitacion para la plantacién de café
ecoldgico en la isla de Santo Tomé. Hasta la fecha, la escasa informacion sobre la fenologia estacional de esta
especie de plaga en las islas limita la aplicacion de programas de gestién integrada de plagas. Como parte de un
programa de formacion de caficultores, evaluamos tres atrayentes en trampas rojas vs. transparentes para evaluar
los estimulos olfativos y visuales de la broca del café. El experimento se disefio en (“split block™) con tres tipos de
atrayentes: etanol comercial (E) + 40 g de café Robusta maduro (A1), una proporcion 3:1 de metanol y etanol
(A2), y etanol comercial + 10 g de café Arabica tostado molido (A3); y dos trampas caseras transparentes (D1) y
rojas (D2). Los resultados mostraron que no habia una interaccion significativa entre la trampa y el atrayente, pero
si entre la trampa y la localidad (altitud/microclima/variedad) para capturar la broca del café. El tratamiento D1A2
mostré el mejor resultado con una media de 47,4+19,2 adultos capturados por trampa y por semana. La trampa
transparente cebada captur6 mayor cantidad de broca del café en Novo Destino y Bem-Posta, mientras que la
trampa roja cebada captur6 mas broca del café en Poiso Alto. Las mayores capturas de broca se registraron entre
finales de mayo y octubre. En resumen, las trampas caseras por si solas no son eficaces para controlar la broca del

café, pero son Utiles para vigilar esta especie.

Palabras-clave: Café; atrayentes; manejo integrada de plagas (MIP); nivel de infestacion;
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El objeto de la Investigacion

El objetivo general de este trabajo consiste en evaluar, en las condiciones de Santo
Tome, la bioecologia de la broca del café, indice de infestacion, identificacion de enemigos
naturales, asi como mejorar la eficiencia de trampas para captura masiva los adultos de esa
plaga.

Como objetivos especificos se pretende:

1. Evaluar la bioecologia de la broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) en la isla de Santo Tome.

2. Evaluar la captura masiva de la broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) en la isla de Santo Tome



Metodologia de la Investigacion

El clima

La isla de Santo Tomé esta situada en la latitud 0° y la longitud 6° 30" este con una
superficie de unos 900 km? y estd dominada por una montafia volcanica, que culmina a 2.024
m sobre el nivel del mar. El clima de Santo Tomé es subecuatorial con precipitaciones muy
altas. El promedio de precipitacion anual varia de 1,5 mm a 1000 mm en la zona baja (norte
y noreste) a mas de 230 mm a 6.000 mm en la zona alta (sur y suroeste). Los meses mas
Secos son junio, julio y agosto y los mas himedos son marzo, abril y mayo. La humedad
atmosférica anual es 80% Yy la temperatura media anual al nivel del mar es de 25,4 °C
(Afonso, 1969; World bank, 2017).

Las experiencias se realizaron entre los meses de febrero a diciembre de 2018 y de
enero a diciembre de 2019 en 6 localidades pertenecientes a Cooperativa de Exportacién de
Café Bioldgico de Santo Tomé y Principe (CECAFEB), siendo: Séo Carlos, Sdo Nicolau,
Bem-Posta, Novo Destino, Brigroma, Poiso Alto y una parcela del Centro de Investigacion
Agronomica y Tecnoldgica de Santo Tomé y Principe en la base experimental de cultura
industrial (CIAT/STP-BECI).

Los datos meteoroldgicos se registraron en las estaciones meteoroldgicas del Instituto
Nacional de Meteorologia de Santo Tomé y Principe. La temperatura, la humedad relativa
del aire y la precipitacion se registraron diariamente durante el periodo que tuvo lugar el
trabajo experimental. Las caracteristicas agroclimaticas anuales y las caracteristicas de las
parcelas se encuentran en (Tabla 1y 2). Los valores medios mensuales de la temperatura del
aire, las precipitaciones y la humedad relativa del aire se encuentran en (Tabla Al.1., Tabla
Al.2.y Tabla Al.3.) en los apéndices.

Tabla 1. Caracteristicas agroclimaticas anuales de las parcelas de café seleccionadas.

Temperatura Coordenadas
Precipitacion (°C) Humedad Altitud geograficas
Localidad (mm) Min Max relativa (%) (m) (UTM)
S. Carlos 1257,3 17,3 28,8 85,5 1051  233887,0 36244,0
S. Nicolau 1257,3 17,3 28,8 85,5 914  218844,0 29163,0
Bem Posta 15149 13,6 32,4 85,3 744 235805,0 35496,0
Novo Destino 15149 13,6 32,4 85,3 647  235301,0 34253,0
Brigoma 2472,0 19,1 28,9 82,0 68 235736,0 31005,0
CIAT/STP-BECI 1514,9 13,6 32,4 85,3 324  235181,0 33164,0
Poiso Alto 1257,3 17,3 28,8 85,5 562  238518,0 37273,3




Caracteristicas de las parcelas para la realizacion del estudio de la bioecologia de

Hypothenemus hampei

En cada lugar se selecciond una parcela de café; las caracteristicas de estas parcelas se

mencionan en la (Tabla 2 y Figura 1). Las practicas culturales en estas parcelas son: escarda,

poda y cosecha profilactica, sin uso de pesticida.
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Figura 1: Caracteristica de las parcelas de café seleccionadas para el estudio de la Bioecologia

de la broca del café. Mapa elaborado por Fernandes (2019).

Tabla 2. Caracteristicas de las parcelas de café seleccionadas para estudio de la Bioecologia.

Edaddela  Marco de

Plantacion  plantacién Area  Grado de Luz
Localidad (afios) (m) Topografia  (ha) solar Variedad
Séo Carlos 40 2,0x2,0 Inclinado 0,5 Sombra leve Catuai vermelha
Séo Nicolau 40 3,0x3,0 Inclinado 0,5 Sombraemento Robusta
Bem-Posta 4 2,0x2,0 Inclinado 0,5 Sombraemento Caturra
Novo Destino 4 1,0x2,0 Inclinado 0,5 Sombraemento  Bourbon + Caturra
Brigoma 15 3,5x5,0 Corrugado 0,5 Sombraemento Robusta
CIAT/STP-BECI 11 3,0x3,0 Sentado 0,5 Sombra leve Arabica
Poiso Alto 2 2,0x2,0 Sentado 0,5 Al sol Robusta

Sdo Nicolau y Brigroma: en estas parcelas predomina el sistema de cultivo

agroforestal de café Robusta asociado con la Erythrina, mientras que en Poiso Alto las

especies de café Robusta se plantan en un sistema de cultivo intensivo a plena luz solar.
Séo Carlos, CIAT/STP-BECI, Novo Destino y Bem-Posta: son los consorcios del

sistema agroforestal del café (Coffea arabica L.) predominante con Erythrina, algunos



vegetales e inclusion de arboles a distancias variables. El espacio para la Erythrina era de 12

m x 12 m. Mas detalles de la plantacion experimental de café se muestran en (Tablas 1y 2).

Bioecologia de la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)

(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) en la isla de Santo Tomé

La broca del café, H. hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae),
es considerada la principal plaga del cultivo del café en el mundo (Fernandez y Cordero,
2007), y es uno de los factores que contribuyen directa e indirectamente a la reduccion de su
productividad (Barrera, 2002; Camilo et al., 2003), debido a los ataques a los frutos del
cultivo del café en todos los estadios de maduracion (Barrera, 2002).

Las condiciones ambientales, especialmente la temperatura y la humedad relativa,
influyen en el desarrollo del fruto (Jaramillo-Robledo et al., 1984; Camilo et al., 2003) y de
la broca del café (Baker et al., 1992; Jaramillo et al., 2010, Constantino et al., 2015). El
periodo de maduracion del fruto y la duracién del ciclo de vida de la broca del café y sus
interacciones dependen de las variaciones de temperatura de cada region (Camilo et al.,
2003).

En general, los frutos del café empiezan a ser susceptibles al ataque de la broca del
café cuando su peso seco es igual o0 mayor del 27%, lo que ocurre cuando el fruto alcanza
mas de 150 dias de desarrollo, lo que depende de la latitud y altitud (Bustillo-Pardey, 2007).

El control bioldgico es la mejor opcion del control de esta plaga debido a su eficiencia
econdmica y ecoldgica, pero se deben tener en cuenta todos los factores que constituyen el
ecosistema del café y sus mdltiples interacciones. Es esencial conocer la fenologia del
cultivo en las diferentes zonas, especialmente la relacionada con los periodos de floracion y,
por lo tanto, la edad de los frutos a la que son susceptibles de ser atacados por la broca del
café (Bustillo y Benavides, 1994; Benavides et al., 2002; Bustillo-pardey, 2007; Campos-
Almengor, 2015). Al mismo tiempo, es necesario conocer la biologia y los habitos de
reproduccion de la broca del café, a fin de determinar los momentos de mayor susceptibilidad
de la plaga en relacion con las practicas de control existentes, manteniendo asi un nivel de

ataque econdémicamente tolerable (Camilo et al., 2003, Campos-Almengor, 2015).

En el presente estudio, hemos tratado de describir la dindmica de la poblacion de la
broca del café en siete plantaciones de café que se extienden entre 68 y 1051 m asl en la isla
de Santo Tome. Se recogieron datos sobre la bioecologia de la broca del café, es decir, la
presencia de estados inmaduros y adultos de la broca del café durante el desarrollo del fruto,
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y se cuantificaron los niveles de poblacidn, los niveles de infestacion, el grado de penetracion
de la broca del café y de los frutos de café verdes con pruebas de la presencia de hongos
entomopatogenos.

Determinaciones analiticas

Se evaluaron las poblaciones iniciales de la broca del café, grado de penetracion, nivel
de infestacidn, los enemigos naturales y nimero de estadios inmaduros y adultos de la broca

del café.

Muestreo de la poblacion de Hypothenemus hampei

En el presente estudio, se tomaron muestras de treinta arboles conocidos como el
"método Cenicafé" en Colombia (Bustillo et al., 1988). Este método consiste en 1) dividir la
parcela de café en parcelas independientes de acuerdo con la edad de la plantacion; 2)
seleccionar al azar 30 cafetos por parcela (0,5-1,5 ha); 3) seleccionar una rama representativa
en el centro de cada arbol que contenga 30-100 frutos en desarrollo; 4) examinar todos los
frutos verdes con un orificio de entrada para la broca del café; 5) registrar el nimero de
frutos verdes, frutos de café verdes infestados y aquellos con evidencia de hongos
entomopatogenos Beauveria bassiana (Bb); El porcentaje de hongos entomopatdgenos se

determin6 mediante (ecuacion 1),

. , Total de frutos verde con Bb
Porcentaje de hongos entomopatbgenos = /

Total de frutos contados *100% (1)
6) repetir el proceso moviéndose en un patrén de zigzag dentro de cada parcela (Aristizabal
et al., 2016; Aristizabal et al., 2017). (7) Calcular el nivel de infestacion de la broca para

cada lote (ecuacion 2).

Total de frutos infestados con broca

Nivel de infestacion = *100% (2)

Total de frutos contados

Grado de penetracién de Hypothenemus hampei
La posicion de la broca hembra se ha determinado en los frutos verdes infestados

(ecuacion 3).

Total de frutos en las posiciones (AB o CD)

Grado de penetracion = * 100% 3

Total de frutos contados



Para determinar el grado de penetracion de la broca del café se determiné cosechando
3 frutos verdes infestados por rama de 30 arboles por hectarea y se diseccionaron para
evaluar la posicion de la broca del café en su interior (Aristizébal et al., 2015; Aristizébal et
al., 2016; Johnson et al., 2018). Los frutos verdes infestados se clasificaron como AB y CD,

dependiendo del grado de penetracion (Figura 2).

Figura 2. La Broca del café en la bosicic’)n AB (E) y broca del café en la posicion CD con sus
descendientes (F). Fotos tomadas por (Aristizabal et al., 2017).

Numero de estadios inmaduros e adultos de Hypothenemus hampei.

Para determinar los estadios inmaduros (huevo, larva y pupa) y adultos de la broca del
café y la presencia de parasitoides o depredadores, se recogieron 100 frutos infestados antes
y después de la cosecha por lugar/muestra, donde se abrieron 20 y se examinaron con un
aumento de 20x utilizando un estereoscopio para la deteccion y el recuento de las fases del
ciclo bioldgico de la broca (Aristizabal et al., 2016; Johnson et al., 2018). Los demés frutos
infestados se colocaron en jaulas de plastico para observar el aspecto de los parasitoides. Se

tomaron muestras mensualmente durante los dos afios de pruebas de campo.

Identificacion del hongo entomopatégeno
Cosecha del fruto
Un total de 100 frutos de café verdes infestados con evidencias de hongos
entomopatogenos fueron recolectados al azar en siete plantaciones de café a diferentes
altitudes: Brigroma (68 m altitud), CIAT/STP-BECI (324 m altitud), Poiso Alto (562 m
altitud), Novo Destino (647 m altitud), Bem-Posta (744 m altitud), Sdo Nicolau (914 m
altitud) y Séo Carlos (1051 m altitud) (Isla de Sdo Tomé). Los frutos verdes infestados con
-6-



evidencia de hongos entomopatdgenos se colocaron en bolsas esterilizadas, y las muestras

se llevaron inmediatamente al laboratorio, donde se almacenaron en frio a 6°C.

Aislamiento de hongos de adultos de Hypothenemus hampei

En el laboratorio, el fruto verde infestado se examind méas a fondo para detectar la
presencia de adultos muertos de la broca del café con evidencia de hongos entomopatdgenos,
el fruto se cortdé suavemente para exponer los adultos que estaban en posicion AB. Los
adultos muertos con evidencia de hongos entomopatdgenos se desinfectaron externamente
siguiendo este procedimiento: 1 minuto en alcohol al 70%; 5 minutos en hipoclorito de sodio
al 5%; 1 minuto en alcohol al 70%; 3x 1 minuto en agua estéril. Tras la desinfeccién, los
adultos muertos se secaron en papel absorbente estéril y se colocaron grupos de cinco adultos
muertos en la superficie de un medio de cultivo de papa-dextrosa-agar (PDA) con la adicion
de antibidticos estreptomicina (60 mg) y penicilina G potasica (60 mg). Las placas se
pusieron a incubar a 25°C en la oscuridad durante quince dias hasta que se observo el
crecimiento del hongo.

El hongo obtenido de cada adulto muerto se trasplantd a una nueva placa de PDA y se
colocé a 25°C en la oscuridad. Este procedimiento se repitio tantas veces como fue necesario
hasta obtener cultivos puros y observar la produccion de esporas. Los aislados puros, fueron
trasplantados a tubos con Agar de Dextrosa de Patata (PDA) inclinados, para el
mantenimiento de la coleccion de trabajo (5°C), y a -80°C para su conservacion a largo plazo.
Los cultivos puros de cada aislado se depositaron en la coleccion de cultivos del Instituto

Politécnico de Braganza (Escuela de Agricultura).

Extraccién de ADN fangico

Los hongos aislados se inocularon en medio PDA y se mantuvieron a 25 + 2°C en la
oscuridad durante 1-2 semanas. La morfologia de la colonia, el tamafio y la forma de las
esporas se utilizaron para la primera identificacion y para agrupar las cepas (Benham &
Miranda 1953; Kova™ et al., 2020). Se recogieron conidios de cada aislado y se utilizaron
para los analisis moleculares. EI DNA gendmico se extrajo utilizando el DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI micelio fresco
se disolvio mediante vortex con aproximadamente 200 pl de perlas de vidrio (450-600 pm
de diametro) afadidas al tampon de extraccion. EI DNA se almacend a -20°C hasta su uso.

Amplificacion por PCR y secuenciacion



Se realizaron reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar una region
de DNA - el espaciador transcrito interno del DNA ribosémico (ITS) con los cebadores
universales ITS5/1TS4 (White et al. 1990). Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando la mezcla maestra de PCR DreamTag (2x) (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania)
en un termociclador Biometra TGradient (Biometra, Gottingen, Alemania). Cada reaccion
se realiz6 en un volumen de reaccion final de 50 pLL que contenia 1 uL (50-150 ng) de ADN
molde, 0,4 UM de cada cebador y el tampon 1x PCR Master Mix, que incluia 1,5 mM de
MgCI2 y 0,2 mM de cada dNTP. Las condiciones del ciclo térmico fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos consistentes en
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, recocido a 55 °C durante 30 s y extension a 72 °C
durante 1 min, y una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de la PCR se
resolvieron por electroforesis a 5 V.cm-1 en un gel de agarosa (1,5%) que contenia 0,5
pg/mL de bromuro de etidio y un tamp6n de funcionamiento Tris-borato-EDTA (TBE) de
0,5x. Las amplificaciones se visualizaron utilizando el sistema de imagenes VersaDoc
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) vy las reacciones que amplificaron un dnico
producto de PCR se seleccionaron para su purificacion utilizando el kit DNA Clean and
Concentrator (Zymo Research Corp, Irvine, CA, USA), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los fragmentos purificados se secuenciaron en el Laboratorio de Secuenciacion
STABVida (Portugal) en un analizador de DNA ABI PRISM 3730xI (Applied Biosystems)
en ambas direcciones, utilizando los mismos cebadores que los utilizados para las reacciones
de amplificacién. Las nuevas secuencias obtenidas se editaron con el programa BioEdit
version 7.2.6 (Hall, 1999), y se hicieron secuencias consenso a partir de las secuencias

directa e inversa.

Analisis filogenéticos

Las secuencias se compararon con las disponibles en la base de datos GenBank (NCBI-
National Centre for Biotechnology Information) utilizando la bisqueda BLASTn que se
llevd a cabo contra la base de datos de nucleétidos no redundante (nr) para recuperar las
secuencias mas similares para la inferencia filogenética. Se seleccionaron secuencias
adicionales correspondientes a las principales especies del género Beauveria y se
incorporaron a los analisis filogenéticos (Tabla 3). Dos secuencias de la region ITS de Isaria
fumosorosea (numero de acceso AY624182) y de Cordyceps_militaris (nimero de acceso
ABO070374) fueron elegidas como taxones de fuera de grupo de acuerdo con los resultados

de andlisis previamente publicados. Las relaciones filogenéticas se estimaron utilizando
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MEGA X v10.1 (Kumar et al., 2018) y el método de méxima verosimilitud (ML) en el
modelo de Tamura de 3 parametros con distribucion Gamma. La robustez del arbol ML se
infirié utilizando 1000 réplicas bootstrap.

Tabla 3. Detalles de los aislados de Beauveria bassiana obtenidos en este estudio (%) y
de las cepas que representan especies de Beauveria recuperadas del GenBank y
utilizadas en los analisis filogenéticos.

Espécies Pais GenBank Acceso nrs

Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana Palestine MK862359
Beauveria bassiana Colombia MH233292
Beauveria bassiana India MKO050627
Beauveria bassiana Argentina MG712624
Beauveria bassiana Thailand MN401664
Beauveria bassiana Brazil KF958305
Beauveria bassiana Ethiopia MWO077114
Beauveriabassiana Antarctica KU954338
Beauveria bassiana Spain MTO000957
Beauveria bassiana Korea MG952537
Beauveria asiatica South Korea HQ880787
Beauveria australis Australia HQ880789
Beauveria caledonica UK HQ880817
Beauveria caledonica UK MH873831
Beauveria kipukae USA HQ880803
Beauveria malawiensis Malawi HQ880825
Beauveria malawiensis Malawi DQ376247
Beauveria_lii China JN689372
Beauveria pseudobassiana Portugal HQ880791
Beauveria medogensis China KU994837
Beauveria sungii Japan HQ880809
Beauveria varroae France HQ880800
Beauveria vermiconia Chile HQ880822

Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 con IBM SPSS Statistics 23. El anélisis de varianza
(ANOVA) se realiz6 con la variedad como variable independiente y los medios de
tratamiento se sometieron a la prueba de HSD de Tukey (p<0,05) siempre que fue apropiado.
Se realiz6 un andlisis de correlacion (Pearson's; r) entre los frutos verdes infestados, la
posicién AB vy los frutos verdes con evidencia de hongos entomopatégenos para evaluar si

la presencia de hongos entomopatdgenos esta asociada con la incidencia de plagas que

-9-


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1776910347
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1776910347
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1776910347
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1776910347
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1776910347

ayudan a su control y, por lo tanto, ayudan en el eventual proceso de toma de decisiones

sobre el control de la plaga.

Captura masiva de la broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari,

1867) en la isla de Santo Tomé

H. hampei (Ferrari, 1867) es el factor limitante de la produccion de café organico en
la isla de Santo Tomé. Inicialmente, el CECAFEB utiliz6 aceite de Neem para el control de
la broca del café sin un impacto significativo en la poblacién de las especies plaga
(CECAFEB, 2014). El aceite de Neem fue sustituido por el uso de Bacillus thunringiensis
(Dipel), que demostrd ser eficaz en el control de la broca, pero fue prohibido en la produccién
de café ecolégico (COLEACP, 2020). Actualmente, el CECAFEB utiliza trampas
transparentes de fabricacion casera con dos aberturas con atrayente que contienen etanol
para la captura masiva de la broca del café (CECAFEB, 2020).

Las sefiales visuales desempefian un papel importante en la preferencia de la broca por
los frutos maduros (rojos) frente a los inmaduros (verdes) (Giordanengo, 1992; Mathieu,
1995; Mathieu et al., 1997; Mathieu et al., 2001; Rainho, 2015). Los escarabajos han
demostrado una preferencia por el negro y el rojo (Ticheler, 1963; Mathieu et al., 2001). Las
hembras de la broca del café tienen ojos méas grandes y responden al movimiento, mientras
que los machos tienen ojos rudimentarios y poca vision (Mandelsham y Wood, 2007; Vega
et al., 2014). Las hembras también son atraidas por los semioquimicos liberados por el fruto
en desarrollo (Mathieu et al., 2001; Mendesil et al., 2009; Cruz y Malo, 2013). Los
semioquimicos de los frutos del café estan compuestos por diferentes alcoholes (Ortiz et al.,
2004). Las atrayentes visuales para la broca del café se utilizan para mejorar la vigilancia
mediante el uso de cebos. Por lo tanto, el uso de trampas con semioquimicos para el
monitoreo y la posible captura masiva de adultos de la broca del café es una alternativa
eficiente y barata (Moreno et al., 2010; Fernandes et al., 2011). A lo largo de los afios, se
han realizado varios estudios utilizando trampas que contienen una mezcla de alcoholes,
como etanol y metanol, para el seguimiento de los adultos de la broca del café (Mathieu et
al., 1997; Dufour y Frérot, 2008; Rostaman y Prakoso, 2020). El atrayente compuesto por
una mezcla de etanol (99,9% de pureza) y metanol (100% de pureza) en proporcién 1:3 es
bastante eficiente en la captura masiva de adultos de broca (Barrera et al., 2004, 2006;
Dufour y Frérot, 2008; Pereira et al., 2012).
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En el presente estudio, evaluamos tres atrayentes en trampas rojas frente a las

transparentes para evaluar la posible captura masiva de la broca del café.

Caracteristicas de las parcelas para la realizacion del estudio de la

captura masiva de Hypothenemus hampei

Las experiencias fueron realizadas entre los meses de agosto a diciembre de 2018 y de
enero a diciembre de 2019 en 3 localidades perteneciente a CECAFEB, siendo: Bem-Posta,
Novo Destino y Poiso Alto.

En cada lugar se seleccion6 una parcela de café; las caracteristicas de estas parcelas se
mencionan en la Tabla 4. Las practicas culturales en estas parcelas son: escarda, poda y

cosecha profilactica, sin uso de pesticida.

Tabla 4. Caracteristicas de las parcelas de café seleccionadas para instalacion de trampa.

Localidad Bem-Posta Novo Destino Poiso Alto
Distrito Mé-Zochi Mé-Zochi Lobata
Coordenadas geograficas (UTM) 235805,0 35496,0 235301,0 34253,0 238518,0 37273,3
Altitud (m) 744 647 562
Temperatura media anual (°C) 23 23 23,1
Precipitacion media (mm) 15149 1514,9 1257,3
Humidad relativa del aire 85,5 85,5 85,5
Marco de plantacion (m) 2X2 1x2 25x2,5
Edad da plantaciéon (afios) 4 4 3
Topografia Inclinado Inclinado Inclinado
Area (ha) 1,0 1,0 0,7
Trampa (n°) 30 30 20
Variedad Caturra Caturra Robusta
Trampas

Las trampas utilizadas fueron del disefio "ECOIAPAR": se utilizaron 2 tipos de
trampas: la transparente hecha con botellas "PET" de 0,5 L, con dos aberturas laterales
rectangulares (3 x 11 cm); y la roja hecha con botellas "PET" de 1,5 L, con una abertura
lateral rectangular (10 x 15 cm) y pintada con pintura roja al 6leo RGB (128.0.0) (Figura 3).
Este color se utilizo porque es el mas atractivo para los adultos de la broca del café (Mathieu
et al., 1997, 1999; Barrera et al., 2006; Dufour y Frérot, 2008). Las botellas se sujetaron a
las plantas a 1,5 metros del suelo Barrera et al. (2004) y Aristizabal et al. (2016) con alambre
galvanizado. En el fondo de la trampa se afiadieron 120 ml de agua con un 5% de detergente
neutro (Barrera et al., 2004; Dufour y Freérot, 2008).
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Se distribuyeron 30 trampas por hectarea para cubrir toda la zona Fernandes y otros
(2014) y se monitorearon mensualmente. La distancia entre las trampas era de 10 m (Pan-
uk, 2014), colocadas en agosto de 2018 y terminadas en julio de 2019.

Figura 3. Tipos de trampas caseras para capturar adultos de la broca del café. D1 = trampa transparente
con dos aberturas laterales rectangulares; D2 = trampa roja con una abertura lateral rectangular. Fotos
tomadas por el autor.

Atrayentes

En el interior de la trampa se fijo una botella de vidrio de 10 ml (0,7 cm de didmetro x
4,3 cm de longitud) que contenia el atrayente (Pereira et al., 2012; Aristizabal et al., 2015,
2016). Se utilizaron tres tipos de atrayentes (Tabla 5). El atrayente A1l estaba compuesto por
etanol comercial (pureza del 96,0%) mas café de especie robusta maduro. El procedimiento
de esta mezcla consistia en colocar 40 gramos de frutos de café robusta bien maduro en 1
litro de etanol comercial (con una pureza del 96,0%) durante 4 dias para liberar en etanol
todas las sustancias contenidas en la pulpa del fruto. La tasa de liberacidn de esta mezcla fue
de 0,67 ml/dia. El atrayente A2 estaba compuesto por una mezcla de etanol (pureza del 96%)
y metanol (pureza del 100%) en la proporcion de 1:3 (Moreno et al., 2010; Rosalia et al.,
2015). La tasa de liberacion de esta mezcla fue de 1,3 ml/dia. Por Gltimo, el atrayente A3
estaba compuesto por una mezcla comercial de etanol (pureza del 96,0%) mas 10 gramos de
café arabica tostado molido por litro de solvente, ya que la tasa de liberacion de esta mezcla
era de 0,67 ml/dia. El fluido en el interior de las trampas fue cambiado y el atrayente fue

restablecido en cada evaluacion. En la tabla 4 se muestran mas detalles del experimento.
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Disefio experimental

Los tratamientos en ensayo consistieron en tres tipos de atrayentes: Al, A2 y A3y dos
tipos de trampas D1y D2, respectivamente. El ensayo fue disefiado en parcelas subdivididas
("split block™) en el que la parcela principal es el tipo de trampa y la subparcela los diferentes
tipos de atrayentes (Tabla 5). Se realizaron cinco repeticiones por cada tratamiento. La

dimensién de cada subparcela fue de 33 x 50 m.

Tabla 5. Detalles de experimento e tratamiento

Factores Tratamiento
Al=etanol comercial (96,0%) + 40 g de café robusta maduro D1A1
A2=proporcion 3:1 metanol (100%) e etanol (96,0%) D1A2
A3=etanol comercial (96,0%) + 10 g de café arabica tostado D1A3
molido D2A1
D1=trampa transparente D2A2
D2=trampa roja D2A3

Determinaciones analiticas

Se evalud el numero brocas del café capturadas mensualmente: tipo de atrayente, el

color y el tipo de la trampa.

Adultos de Hypothenemus hampei capturados

Cada trampa era revisada mensualmente y su contenido se filtraba a través de un tamiz
de malla fina. El contenido de la trampa filtrada se colocé en bolsas de plastico que contenian
un 70% de etanol. Los adultos de la broca del café se contaron con menos de 20 aumentos
usando un estereoscopio y se separaron otros insectos/escarabajos encontrados en las
trampas (Moreno et al., 2010; Fernandes et al., 2011; Johnson et al., 2018).

Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realizé con IBM SPSS Statistics 23. El analisis de la varianza
(ANOVA) se realizé con el tipo de trampa y atrayente como variables independientes y los
medios de tratamiento se sometieron a la prueba de HSD de Tukey (p<0,05), siempre que
fuera apropiado. Se realiz6 un analisis de correlacion (Pearson's; r) entre el nimero de la

broca capturados y el nivel de infestacion en Bem-Posta.
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Resultados y Conclusiones

Infestacion del campo de Hypothenemus hampei

Se observaron frutos infestados por la broca en todos los meses de muestreo, aunque
la proporcion de frutos infestados fue globalmente mas alta en S&o Carlos (1051 m altitud)
en comparacion con los cafetales de Brigroma (68 m altitud) (p<0,001). Los niveles méas
altos de infestacion se registraron en Sdo Carlos (20,0+£3,9%; media + error estandar (SE))
(1051 m altitud), y en CIAT/STP-BECI (19,2+4,2%) (324 m altitud), pero sin diferencias
significativas (p=1,00). No hubo diferencias significativas (p=0,70) entre Brigroma
(2,3+0,6%) (68 m altitud), S&o Nicolau (7,1+1,6%) (914 m altitud), y Poiso Alto (3,7+0,8%)
(562 m altitud). No se observaron diferencias significativas (p=0,99) entre Bem-Posta
(13,2+3,7%) (744 m altitud) y Novo Destino (14,6+3,5%) (647 m altitud). Se observaron
diferencias significativas (p=0,01) entre Bem-Posta (13,2£3,7%) (744 m altitud) y Brigroma
(2,3£0,6%) (68 m altitud). La diferencia entre el Brigroma (2,3+0,6%) (68 m altitud) y el
Novo Destino (14,6+3,5%) (647 m altitud) fue significativa (p=0,002) (Tabla 6). La variedad
de café y la localidad (altitud/microclima/manejo) afectaron significativamente los niveles
de infestacion (F=15,74; df=160; p<0,001) (Tabla A3.4. en los apéndices). Los niveles mas
altos de infestacion se registraron en el Coffea arabica. L. Se registro una correlacion
positiva entre el nivel de infestacion de la broca del café y los frutos verdes con la evidencia
de hongos entomopatogenos en el campo (t=15,06; r=0,59; p=0,001 (Tabla 6).

Tabla 6. Nivel de infestacién de la broca del café (CBB), posicion de CBB (AB-CD) y frutos verdes
infestados con evidencia de fungo entomopatogénico (FE), en Bem-Posta, Novo Destino, Brigroma,
CIAT/STP-BECI, S&o Carlos, Sdo Nicolau, and Poiso Alto, en laisla de Santo Tomé desde febrero de 2018
hasta diciembre de 2019.

CBB AB CD FE
Localizaciones Variedad Altitud Media + SE
Brigroma Robusta Baja 2,3+0,6° 0,5+0,1°  0,5+0,1¢  0,1+0,0°
Novo Destino Bourbon + Caturra Alta 14,6+3,5% 1,8+0,4%  1,7+0,3%  1,4+0,6°
CIAT/STP-BECI Arabica Media 19,2+4,22 1,740,320 1,6+0,3° 4 5+1 42
Poiso Alto Robusta Alta 3,7+0,8° 1,0+0,2°  0,6+0,2¢  0,2+0,1°
Bem-Posta Catura roja Alta 13,243 7% 2,0£0,52  1,4+0,3° 2/1+14%®
S&o Nicolau Robusta Alta 7,1+1,6° 1,6+0,2° 0,8+0,1%  1,0+0,5
S&o Carlos Catuai roja Alta 20,0+3,9° 1,9+0,3%®  23+0,32  2,0+0,6%
Media total 11,5£3,5 1,5+0,3 1,3+0,3 1,6+0,9
Correlacién e wx i

Notas: CBB = % de infestacion de la broca del café, AB e CD = % de la penetracion de la CBB en el fruto (posiciones
AB y CD), FE = % de frutos verdes infestados con evidencia de fungo entomopatogénico. Correlacion ** (positivo).
Zona baja (68 m altitud), zona media (324 m altitud) e zona alta (>562 m altitud).

tLas medias seguidas de la misma letra en la columna no son significativamente diferentes por la prueba Tukey HSD

(p=0,05).
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Se observaron niveles mas altos de infestacion por rama en C. arabica L. (Caturra
Roja, Borbdn y Catuai Roja) (Figuras 4, 5, 6 y 7) en comparacion con C. canephora Pierre
ex A. Froehner (Robusta) (Figuras 8, 9 y 10).
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Notas: Nivel de infestacion y frutos verdes infestados con evidencia de con fungo entomopatogénico
(Bb) en C. arabica L.

La floracién de C. arabica L. se observé en marzo, mayo, julio, agosto, septiembre,
noviembre y diciembre, mientras que el fructificacién se observo durante todo el periodo de
muestreo en Sdo Carlos, pero no se observo en abril, mayo, julio y septiembre en Bem-Posta,
en abril, mayo y septiembre en Novo Destino, y en septiembre en CIAT/STP-BECI (figuras
4,5,6y7,y Tablas A2.1., A2.2. de los apéndices). La floracion de Coffea canephora Pierre
ex A. Froehner (Robusta) se observé de febrero a diciembre, mientras que el fructificacion

se observo durante todo el periodo de muestreo en Brigroma y Sdo Nicolau, pero no se
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observo en julio y agosto de 2019 en Poiso Alto (figuras 8, 9 y 10 y Tablas A2.1. y A2.2. de
los Apéndices).
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Figura 10. Promedio de frutos por rama, nivel de
infestacion y frutos verdes infestados con evidencia
de fungo entomopatogénico por mes en  Sao
Nicolau entre febrero de 2018 y diciembre de
20109.

Notas: Nivel de infestaciény frutos verdes infestados con evidencia de con fungo entomopatogénico
(Bb) en C. canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta).

Penetracion de los frutos por Hypothenemus hampei

Los mayores porcentajes de la broca en posicion AB se observaron en Bem-Posta
(2,0£0,5%) (744 m altitud) comparado con Brigroma (0,5+0,1%) (68 m altitud). No se
observaron diferencias significativas entre los porcentajes de la broca (posicion AB) en
Novo Destino (1,8+0,4%) (647 m altitud) (p=1,00), S&o Carlos (1,9+0,3%) (1051 m altitud)
(p=0,99), y CIAT/STP-BECI (1,7£0,3%) (324 m altitud) (p=0,99). En la posicion CD, Sao
Carlos (2,3£0,3%) (1051 m altitud) tuvo los porcentajes mas altos y Brigroma (0,5%0,1%)
(68 m altitud) los mas bajos. No hubo una diferencia significativa (p=0,99) entre los
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porcentajes de la broca (posicion CD) en Brigroma (0,5+0,1%) (68 m altitud) y Poiso Alto
(0,6+£0,2%) (562 m altitud) (Tabla 6). La variedad de café y la localidad
(altitud/microclima/manejo) afectaron significativamente los porcentajes de la broca en
posicién (AB-CD) (F=6,51 df=160; p<0,001) (Tabla A3.1 y A3.2. en los Apéndices). Los
mayores porcentajes de la broca en posicion (AB-CD) se registraron en el Coffea arabica.
L. (Tabla 6). Se encontraron los datos mensuales de los porcentajes de la broca del café en
posicion (AB-CD) durante el periodo de prueba (Tablas A2.5 y A2.6 de los Apéndices).

Estadios inmaduros y adultos de Hypothenemus hampei durante el desarrollo del
fruto del café

Se encontraron fases inmaduras (huevos, larvas y pupas) y adultos de la broca a lo
largo del periodo de muestreo. EI mayor nimero de huevos de la broca por mes se observo
en Poiso Alto (562 m altitud) y el menor en Bem-Posta (744 m altitud). En la localidad de
Brigroma (68 m altitud) se registré un promedio mensual més elevado de larvas, pupas y
adultos. En Novo Destino (647 m altitud) se encontré un promedio menor de larvas, pupas
y adultos por mes (Tabla 7). No hubo diferencias entre las localidades en el nimero medio
de huevos (F=0,74; df=160; p=0,62) (Tabla A3.6. de los Apéndices), larvas (F=1,42; df=160;
p=0,21) (Tabla A3.7. de los Apéndices) y pupas (F=1,48; df=160; p=0,19) (Tabla A3. 8. en
los Apéndices) presentes en los frutos verdes, maduros y maduros, pero hubo diferencias
significativas (F=3,42; df=160; p=0,003) en el nimero medio de adultos de la broca del café
(Tabla A3.9. en los Apéndices).

Tabla 7. Promedio de estados inmaduros (huevos, larvas y pupas) y adultos de la broca del café observados
en 20 frutos de café en Bem-Posta, Novo Destino, Brigroma, CIAT/STP-BECI, So Carlos, Sdo Nicolau y
Poiso Alto, en la isla de S8o Tomé, entre febrero de 2018 y diciembre de 2019.

Huevos Larva Pupa Adulto

Localidad Variedad Altitud Media + SE

Brigroma Robusta Baja 21,5%4,2% 43,1+£11,0® 12,0£3,7*%  25,645,9°
Novo Destino Bourbon + Caturra Alta 20,6+6,52  20,3+7,4° 3,7+1,52 13,7+1,4P
CIAT/STP-BECI Arabica Media 20,8+4,92 28,1+9,9°  10,4+3,9°  23,2+4,2%
Poiso Alto Robusta Alta 27,6+7,6° 38,5+10,5*  8,0#3,020  22,5+3,0%
Bem-Posta Catura roja Alta 17,3+4,5% 30,3+10,7°  8,5+3,9°  17,0+2,6®
Séo Nicolau Robusta Alta 21,9451 26,146,8°  59+2, 7%  14,7+3,1%®
S8o Carlos Catuai roja Alta 27,248,080 40,1+10,7° 11,4+4,4% 15,6%2,9%®

tLas medias seguidas de la misma letra en la columna no son significativamente diferentes por la prueba Tukey HSD
(p=0,05). Zona baja (68 m altitud), zona media (324 m altitud) e zona alta (>562 m altitud).

Se observo oviposicion en todos los meses del afio 2018 en Bem-Posta (Figura 11),
Séo Carlos (1051 m altitud) (Figura 13), en CIAT/STP-BECI (324 m altitud) (Figura 14),
pero no se observo oviposicion en octubre en Novo Destino (647 m altitud) (Figura 12). En
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2019, no se observad oviposicion en septiembre y diciembre en el CIAT/STP-BECI (324 m
altitud) (Figura 14), en junio, julio, agosto y diciembre en Bem-Posta (744 m altitud) (Figura
11), en junio en Novo Destino (647 m altitud) (Figura 12) y en septiembre en Sdo Carlos
(1051 m altitud) (Figura 13).
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o : -—v— Pupa . -—-v-- Pupa
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Figura 11: Ndmero de estadios inmaduros y | Figura 12: Nimero de estadios inmaduros y
adultos de la broca del café observados | adultos de la broca del café observados
mensualmente en 20 frutos de café en Bem-Posta | mensualmente en 20 frutos de café en Novo

durante los afios 2018 a 2019. Destino durante los afios 2018 a 2019.
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Figura 13: Namero de estadios inmaduros y | Figura 14: NUmero de est
adultos de la broca del café observados | adultos de la broca del café observados
mensualmente en 20 frutos de café en Sdo Carlos | mensualmente en 20 frutos de café en CIAT/STP-
durante los afios 2018 a 2019. BECI durante los afios 2018 a 2019.
Notas: estados inmaduros (huevo, larva y pupa) y adultos de Hypothenemus hampei en C. arabica L.

Se verificd la presencia de larvas en todos los meses del afio 2018 en Bem-Posta (744
m altitud) (Figura 11) y Séo Carlos (1051 m altitud) (Figura 13), pero no se registro en
octubre y noviembre en Novo Destino (647 m altitud) (Figura 12) y en diciembre en
CIAT/STP-BECI (324 m altitud) (Figura 14). En 2019, no se registraron larvas de abril a
diciembre en Bem-Posta (744 m altitud) (Figura 11), en junio y agosto en Novo Destino (647
m altitud) (Figura 12), en abril y septiembre en Sdo Carlos (1051 m altitud) (Figura 13), y
en octubre a diciembre en CIAT/STP-BECI (324 m altitud) (Figura 12).
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El mayor nimero de pupas se registro en febrero de ambos afios en Bem-Posta (744 m
altitud) (Figura 11), en marzo y abril de 2018 y en febrero y marzo de 2019 en Novo Destino
(647 m altitud) (Figura 12), pero no se registraron pupas en diciembre de 2018 y en abril a
diciembre de 2019 en Bem-Posta (744 m altitud) (Figura 11), en febrero, mayo, octubre y
diciembre del afio 2018 y en abril a diciembre de 2019 en Novo Destino (647 m altitud)
(Figura 12), en febrero, abril, septiembre, octubre y diciembre del afio 2018 y 2019 en Séo
Carlos (1051 m altitud) (Figura 13). No se registraron pupas en julio del afio 2018 y en
febrero, junio, julio, septiembre, octubre, noviembre y diciembre de 2019 en CIAT/STP-
BECI (324 m altitud) (Figura 14). Se observaron adultos todos los meses durante el ensayo.
Los datos medios de los estados inmaduros (huevo, larva y pupa) y los adultos de la broca
del café se encontraron en (Tablas A2.8, A2.9, A2.10 y A2.11 en los Apéndices).
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Figura 15: NOmero de estadios inmaduros y | Figura 16: Nimero de estadios inmaduros y
adultos de la broca del café observados | adultos de la broca del café observados
mensualmente en 20 frutos de café en Brigroma | mensualmente en 20 frutos de café en Poiso Alto

durante los afios 2018 a 2019. durante los afios 2018 a 2019.
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Figura 17: NUmero de estadios inmaduros y
adultos de la broca del café observados
mensualmente en 20 frutos de café en Brigroma
durante los afios 2018 a 2019.

Notas: estados inmaduros (huevo, larva y pupa) y adultos de Hypothenemus hampei en C. canephora
Pierre ex A. Froehner (Robusta).
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No hubo oviposicion en Poiso Alto (562 m altitud) en diciembre de 2018 y en
septiembre, octubre y noviembre de 2019 (Figura 16), en S&o Nicolau (914 m altitud) en
febrero de 2018 y en septiembre y diciembre de 2019 (Figura 17). La oviposicion se observo
en el Brigroma (68 m altitud) en todos los meses de ambos afios (Figura 15).

No se encontraron larvas en Poiso Alto (562 m altitud) en agosto de 2018 y en
septiembre, octubre y noviembre de 2019 (Figura 16), en S&o Nicolau (914 m altitud) en
febrero de 2018 y en septiembre y diciembre de 2019 (Figura 17). En Brigroma (68 m altitud)
se observo la presencia de larvas en todos los meses del afio 2018, pero no en enero y
diciembre del afio 2019 (figura 15).

El mayor nimero de pupas se observo en el mes de mayo de 2018 y en abril del afio
2019. No se registraron pupas en los meses de febrero y diciembre del afio 2018 y en los
meses de enero, octubre y noviembre de 2019 en Brigroma (68 m altitud) (figura 15). El
mayor numero de pupas se registré en mayo y junio de 2018 y en marzo de 2019. No se
registraron pupas en agosto, septiembre, octubre y noviembre del afio 2018 y en febrero,
mayo, junio, julio, septiembre, octubre y noviembre de 2019 en Poiso Alto (562 m altitud)
(Figura 16), pero no se registraron en febrero, octubre y diciembre del afio 2018 y en enero,
septiembre, octubre, noviembre y diciembre de 2019 en S&o Nicolau (914 m altitud) (Figura
17). Se observaron adultos todos los meses durante el ensayo. Los datos medios de los
estados inmaduros (huevo, larva y pupa) y los adultos de la broca del café se encontraron en
(Tablas A2.8, A2.9, A2.10 y A2.11 en los Apéndices).

Identificacién molecular de Beauveria bassiana

Para determinar la posicién filogenética de los aislados de B. bassiana, se realizaron
analisis filogenéticos basados en los datos de la secuencia ITS. La amplificacion por PCR
de las regiones ITS del ADNr de los hongos entomopatdgenos aislados generé un Unico
producto para todos los aislados de aproximadamente 550 pb. Los resultados de BLAST
mostraron que las secuencias ITS eran idénticas en un 99-100% (valor e 0,0, Query Cover
99%) a los aislados de B. bassiana. En el arbol filogenético, observamos que todas las
secuencias de B. bassiana obtenidas de los aislados B-Bug; VKBb03 18S; bbR1f y LPSC
1226 de la isla de Santo Tomé se agruparon con cepas fangicas de B. bassiana de otras
regiones geogréaficas (Figura 18).
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Figura 18. Relacdes filogenéticas de Beauveria bassiana isolados de bagas de café
infestadas com base no alinhamento das sequéncias (550 bp) da regido ITS.

Arbol filogenético resultante de los analisis de maxima verosimilitud de la region ITS
para las especies de Beauveria bassiana. Los valores de Bootstrap superiores a 50 se indican
en los nodos. Las nuevas secuencias (%) y las secuencias de B. bassiana incluidas en este
estudio se indican en color. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X.

Atrayentes en las trampas caseras para la captura masiva de

Hypothenemus hampei

El tratamiento D1A2 mostré el mayor nimero de adultos capturados por semana (47,4
+19,2) y el tratamiento D2A1 mostro el menor niumero de adultos capturados (7,5+4,9). Se
observaron diferencias significativas (p<0,001) entre D1A2 y los restantes tratamientos, pero
no entre D1A1 (15,9+4,0) y D2A3 (14,1£7,1). No hay diferencias significativas (p=0,99)
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entre estos dos tratamientos, asi como entre D2A2 (30,0+£17,6) y D1A3 (23,0+8,1) (p=0,69)
(Figura 19).
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Figura 19: Numero de adultos de la broca del café capturados por el tratamiento, trampa transparente
cebada con etanol + 40 g de café robusta maduro (D1AL), trampa transparente cebada con proporcién
3:1 de metanol y etanol (D1A2), trampa transparente cebada con etanol + 10 g de café arabica tostado
molido (D1A3), trampa roja cebada con etanol + 40 g de café robusta maduro (D2A1), trampa roja
cebada con proporcién 3: 1 metanol y etanol (D2A2) y trampa roja cebada con etanol + 10 g de café
Arabica tostado molido (D2A3) durante 12 meses consecutivos en Bem-Posta, Novo Destino y Poiso
Alto (Isla de Santo Tomé) entre agosto de 2018 y julio de 2019. Barra seguida de la misma letra no son
significativamente diferentes por la prueba de Tukey HSD (p<0,05).

El tratamiento D1A2 capturdé una media de 215,9+46,6 adultos/trampa en agosto,
septiembre 412,5+70,6, octubre 260,7+£56,4, mayo 345,2+105,4, junio 310,3+53,2 y julio
375,5+82,8. En cambio, D2A1 capturd una media de 30,4+16,3 adultos/trampa en agosto,
febrero 54,8+24,7, mayo 38,1+959 y junio 359+159,1. Se encontraron diferencias
altamente significativas (F = 33,734; df=1059; p<0,000) en la captura mensual de adultos
con las diferentes trampas (Figura 20). La trampa D2 también capturé otros

insectos/escarabajos, mientras que la trampa D1 capturd Ceratitis capitata.
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Figura 20: La captura mensual de adultos de la broca del café (Hypothenemus hampei) en "Bem-Posta",
"Novo Destino" y "Poiso Alto" durante (agosto de 2018 a julio de 2019) mediante una trampa

transparente (D1) y roja (D2) cebada con etanol + 40 g de café robusta maduro (Al); proporcion 3:1 de
metanol y etanol (A2) y etanol + 10 g de café arabica tostado molido (A3).

La mayor captura de adultos de la broca registrada con la trampa D1 fue en Novo
Destino con una media de 133,4+60,8 adultos capturados por trampa al mes, 118,0+47,9 en
Bem-Posta y con la trampa D2 se registro en Poiso Alto145,3+£99,9. La captura mas baja se
obtuvo con D2 32,0+15,0 adultos capturados por trampa al mes en Bem-Posta. Hubo
diferencias significativas (p<0,001) entre las trampas D1 y D2. La mezcla de etanol y
metanol (A2) tuvo la mayor captura mensual, mientras que el alcohol mezclado con café
Robusta maduro (Al) fue el que menos capturd. Se encontraron diferencias altamente
significativas (p<0,001) en la captura mensual de adultos en los distintos tratamientos. No
se encontraron diferencias significativas (p=0,11) entre los tratamientos Al y A3 (Tabla 8).
Hubo wuna interaccion significativa (p=0,000) entre la trampa y la localidad
(altitud/microclima/variedad), pero ninguna interaccion significativa (p=0,22) entre el
modelo de trampa y el atrayente en la captura de la broca (Tabla 8, Tabla A3.10. en los
apéndices). Las mayores capturas mensuales se registraron en Poiso Alto 112,3+75,6 adultos
por trampa al mes y con diferencias significativas (p=0,03) para Novo Destino que capturd
93,7£47,0 y Bem-Posta que tuvo 75,0+37,6 (Tabla 8). EI nimero total de CBB capturadas
fue de 97218 hembras.
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Tabla 8. Media total y adultos promedio de la broca del café capturados mensualmente, trampas (D1 y D2) y
diferentes atrayentes (Al, A2 y A3) durante 12 meses consecutivos en Bem-Posta, Novo Destino y Poiso Alto,
Santo Tome de agosto 2018 a julio de 2019.

Media de adultos capturados mensualmente

Media + SE
Media total Trampas Atrayentes
Localidades Capturado D1 D2 Al A2 A3
Bem-Posta 75,0+37,6° 118,0+47,9%  32,0+15,0° 33,2+12,2° 125,2457,3*  66,5+21,5°
Novo Destino 93,7+47,0®  133,4+60,8° 54,0+21,4° 48,2+18,1° 150,2+69,0*  82,7+33,1°
Poiso Alto 112,3+75,6*  79,3+36,3" 145,3+99,9  64,1+234° 194,4+117,2% 72,7+38,8°

TANOVA (localidades: F=3,410; df=1059; p<0,033; trampa: F=14,872; df=1059; p<0,000; trampa*localidad:
F=16,177; df=1059; p<0,000; atrayente: F=33.734; df=1059; p<0,000 e trampa*atrayente: F=1,533; df=1059;
p<0,216).

tLas medias seguidas de la misma letra en la columna no son significativamente diferentes por la prueba Tukey
HSD (p<0,05).

No hubo correlacion positiva entre el nimero de brocas capturadas y el nivel de
infestacion (r = 0,10, df=155, P = 0,56).

La informacion disponible sobre de la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) (Coleopteros: Curculionidae, Scolytinae), y las observaciones del presente trabajo,
llevan a la conclusién de que:

1. La dinamica de la poblacién de la broca del café y el nivel de infestacion
muestran que hay periodos mas apropiados para adoptar practicas destinadas a reducir la
poblacion de esta plaga en la isla de Santo Tomé.

2. Se ha demostrado que la especie de Coffea arabica L. es mas susceptible al
ataque de la broca del café que el Coffea canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta).

3. Laactividad de los hongos entomopatogenos, B. bassiana fue mas notable entre
finales de mayo a octubre. Su presencia abre nuevas perspectivas para el control biolégico
de esta importante plaga del café.

4.  La broca del café encuentra condiciones favorables en las zonas estudiadas y
probablemente en las otras parcelas de la isla de Santo Tomé.

5. La mayor captura de la broca del café ocurrié entre finales de mayo y octubre.
En general, estos resultados amplian la comprension del uso de trampas como una estrategia

uatil para el manejo integrado de plagas (MIP) de la broca del café.
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1. Capitulo |
1.1. Introducéo

O café continua a ser a cultura de exportacdo mais importante para muitos paises, tanto
em termos de rendimentos como do seu impacto na vida socioecondémica do povo rural
envolvido na sua producdo. Muitos paises produtores africanos dependem quase inteiramente
das receitas cambiais das exportacdes de café, bem como a populacdo rural envolvida na
producdo, transformacdo e comercializacdo de café para exportacbes (Kucel et al., 2009). A
agricultura é o sector econémico mais importante da ilha de Sd0 Tomé e Principe da Africa
Ocidental, localizada na linha do Equador, no Golfo da Guiné. Aqui, o café é a sexta cultura de
exportacdo mais importante depois do 6leo de palma, cacau, copra, 6leo de copra e pimenta,
florescendo nos solos vulcanicos e no clima equatorial (INE, 2020). Nos ultimos anos, tem-se
notado uma diminuigdo significativa na producdo da cultura do café devido a problemas
fitossanitarios (Espirito Santo, 2008), especialmente decorrentes dos estragos diretos e indiretos
provocados por diferentes pragas. Entre as principais pragas da cultura no mundo, esta a broca-
do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae)
(Bustillo-Pardey, 2006; Messing, 2012; Vega e Hofstetter, 2015), com prejuizos superiores a
500 milhdes de dolares anuais (Infante, 2018). Esta praga é originaria da Africa Central
(Waterhouse, 1998; Vega et al., 2009; Gauthier, 2010) e foi descoberta pela primeira vez em
Sdo0 Tomé e Principe em 1929 (Kaden, 1930), mas atribuindo-lhe reduzida importancia
econdmica (Carvalho, 1968).

Os prejuizos causados pela broca-do-café sdo determinados pelo ataque aos frutos de
todas as espécies do género Coffea, em todos os estadios de maturacdo. Os estragos diretos
resultam da queda de frutos no inicio da sua formacdo, da destruicdo total ou parcial das
sementes e da depreciacdo no valor da bebida (Carvalho, 1968; Waterhouse, 1998). O controlo
desta praga € efetuado de forma diferenciada dependendo do sistema de cultivo (Bustillo-
Pardey, 2006). Em Sdo Tomé e Principe, a plantacdo de café organico é predominante e a
Cooperativa de Exportacdo de Café Bioldgico (CECAFEB) tem mostrado um enorme
crescimento através da expansdo do mercado interno. Na CECAFEB, o Coffea arabica L. e C
C. canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta), séo cultivados em cerca de 556 hectares, 552

agricultores produziram cerca de 86.300 kg de cerejas avaliadas em 48.328 mil euros na colheita



de 2018/2019. Apesar do contexto economico favoravel, o CECAFEB apresenta algumas
dificuldades, especialmente no controlo bioldgico.

Apesar do contexto econdmico favoravel, a CECAFEB apresenta algumas dificuldades,
especialmente no maneio fitossanitario da cultura, incluindo o controlo da broca-do-café. A
inexisténcia de técnicas eficientes de maneio e compativeis com o modo de producéo biologico
tem sido uma séria limitacdo a cultura. De acordo com Silva (1958), o combate a este coledptero
é particularmente dificil nas regides em que ha sempre frutos de café maduros em condi¢des de
ser parasitada, como € o caso de Sdo Tomé e Principe. Segundo Van Der Vossen (2005), o
mercado consumidor torna-se cada vez mais exigente por produtos livres de residuos quimicos.
Além disso, é essencial a conservacdo do meio ambiente e a minimizagéo dos estragos causados
pela broca-do-café.

A adocdo de técnicas alternativas para 0 maneio integrado da broca-do-café, como o uso
de feromonas visando uma melhor monitorizacdo dos adultos e um possivel controlo através da
captura em massa seria bastante oportuno, além de vantajoso do ponto de vista ambiental. No
entanto, para 0 maneio da broca-do-café, h4 necessidade de se conhecer a bioecologia do inseto
e também de seus inimigos naturais, com informac6es especificas para cada pais produtor do
café (Ferreira et al., 2003).



1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consiste em avaliar, nas condi¢des da ilha de Sdo Tomé,
a bioecologia da broca-do-café, indice de infestagdo, identificacdo de inimigos naturais, bem

como melhorar a eficiéncia de armadilhas para captura em massa dos adultos dessa praga.

1.2.2. Objetivos especificos
1. Avaliar a bioecologia da broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) na ilha de Sdo Tomé;
2. Avaliar o efeito de captura em massa dos adultos da broca-do-café Hypothenemus
hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae); na ilha de Sdo Tomé

1.3. Principais hipdteses do trabalho
Hipdtese A- N&o ha interacdo entre 0 modelo, cor de armadilha e tipos de atraentes na
captura em massa de adultos da broca-do-café.
Hipotese B- A variedade do café ndo afeta a dindmica populacional da broca-do-café.
Hipotese C- Fatores ambientais ndo afetam a dindmica populacional de fungos

entomopatogénicos.



1.4. Revisao bibliogréafica

1.4.1. Importancia econdmica da Hypothenemus hampei

A broca-do-café, H. hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), por
causar estragos aos frutos que sao a parte economicamente mais importante da cultura do cafe,
é considerada a principal praga da cultura, sendo encontrada em quase todos os paises
produtores (Bustillo-Pardey, 2006; Vega et al., 2012). O inseto alimenta-se das sementes do
café, causando prejuizos quantitativos, como a queda prematura de frutos e perda de peso dos
gréos, e qualitativos, como a perda do valor comercial do produto devido aos gréos perfurados
(Teixeira et al., 2006; Burbano et al., 2011). O ataque aos frutos ocorre em qualquer estadio de
maturacdo, desde verdes até maduros ou secos (Bustillo e Benavides, 1994; Bustillo, 2016).

Os prejuizos causados pela broca-do-café variam de um pais para outro e de regido para
regido (Wegbe et al., 2003). Dependendo do nivel de infestacdo as perdas podem chegar a 90%
de frutos perfurados (Jaramillo et al., 2006), podendo mesmo chegar a 100% de frutos infestado,
como sucede na regido da Africa Oriental (Rhodes e Mansingh, 1986; Mugo e Kimemia, 2011).
Além disso, devido ao orificio de entrada da broca-do-café no fruto, ocorre a entrada de diversos
microrganismos (Vijayalakshmi et al., 2013), incluindo fungos produtores de toxina que
depreciam a qualidade da semente e podem afetar a satde humana (Vega et al., 1999; Pérez et
al., 2003; Gama et al., 2006; Taniwaki, 2007; Silva et al., 2020).

1.4.2. Taxonomia

A broca-do-café, H. hampei (Ferrari, 1987), pertence a ordem Coleoptera, familia
Curculionidae, subfamilia de Scolytinae, género Hypothenemus e espécie H. hampei (Barrera,
2002; Vijayalakshmi et al., 2013). Esta familia também inclui outras espécies famosas, como:
Hypothenemus obscurus (Fabricius), H. areccae (Hornung), H. birmanus (Eichhoff), H.
concolor, H. distinctus, H. eruditus; H. intertitialis (Hopkins), H. javanus (Eggers), H.
dissimilis (Zinnernann), H. grandis Schedl, H. liberiensis Hopkins, H. opacus (Eichhoff), H.
seriatus (Eichhoff), H. plumeriae (Nordlinger) e H. crudiae (Panzer) (Wood, 2007; Vega e
Hofstetter, 2015). Existem mais de 200 espécies do genero Hypothenemus ainda por identificar
corretamente (Wood, 2007).



1.4.3. Origem e distribuicao

O género Hypothenemus foi descrito pela primeira vez por Ferrari em 1867 a partir de
espécimes obtidos em café comercial, mas a espécie foi inicialmente colocada no género
Stephanoderes (Waterhouse, 1998; Vega e Hofstetter, 2015). Parece ndo haver registro do pais
de origem do material, mas em 1867, os gréos infestados s6 poderiam ter vindo da Africa ou da
Arébia Saudita, visto que a H. hampei ainda ndo havia sido relatada em outros continentes
(Waterhouse, 1998). A referéncia inicial da espécie sendo reconhecida como praga na Africa
aconteceu em 1901 no Gabdo (Campos-Almengor, 2015), mas atualmente é encontrada em
todas as regides produtora de café, nomeadamente nos continentes africano, americano, asiatico
e Oceénia (Burbano et al., 2011; Bustillo, 2016).

1.4.4. Aspetos morfologicos e bioldgicos

A broca-do-café sofre metamorfose completa (holometabolia) passando pelas fases de
ovo, larva, pupa e adulto (Cardenas et al., 2007). E considerada uma praga mon6foba do café
(Bustillo-Pardey, 2006), mas ja foi registrada alimentando-se em outras plantas como Castanha-
do-Pard, Bertholletia excelsa e macadamia (Gumier-Costa, 2009; Constantino et al., 2011%
Castro et al., 2017). Entretanto, um estudo realizado em Porto Rico mostra que a broca-do-café
pode ocasionalmente utilizar frutos de outras plantas como abrigo, mas nao ha evidéncias de
que sejam utilizados hospedeiros alternativos como fonte de alimento ou local de reproducéo
(Vega et al., 2020). Essa espécie possui habito endofitito, permanecendo a maior parte do seu
ciclo de vida no interior do fruto de café. Além disso, o ciclo desse inseto € multivoltino com
sobreposicdo de geracBes, 0 que resulta na presenca de individuos de diferentes idades e
estadios de desenvolvimento dentro do mesmo fruto (Waterhouse, 1998; Vega e Hofstetter,
2015). Durante todo o periodo de desenvolvimento de frutos, no estado de Sdo Paulo, podem
ocorrer dez geragdes da broca-do-café dependendo das condi¢Ges ambientais (Giraldo-jaramillo
etal., 2018). Jaramillo (2016) também constatou 4,6 a 9,3 geracdes anuais da broca-do-café em

Sao Paulo.

1.4.4.1. Adulto
O inseto, na sua forma adulta, € um pequeno besouro de coloracdo escura e brilhante,

tendo o corpo cilindrico, robusto, recurvado para a regido posterior, com o primeiro seguimento



do térax bem desenvolvido e recobrindo a cabeca. O corpo é revestido de escamas e cerdas,
com os élitros sulcados longitudinalmente (Lépez-Guillén et al., 2011; Vega e Hofstetter,
2015). H& um par de espiraculos no mesotorax, localizados na membrana inter-segmental entre
0 protdrax e 0 mesotdrax; esses espirdculos conttm um grande nimero de cerdas em sua
abertura, provavelmente envolvidas com a reducéo da perda de 4gua (Vega et al., 2015).

As mandibulas sdo estruturas fortemente esclerotizadas, situadas na regido anterior da
cabeca e possuem forma triangular. A antena é do tipo geniculo-capitada, apresentando flagelo
composto por oito flagelémeros fundidos entre si. A tibia é recoberta por cerdas e possui na
regido anterior uma série de seis a sete espinhos; a presenca de espinhos na tibia auxilia em
atividades como a abertura das galerias nos frutos de café. Em posicdo ventral, é possivel
observar cinco esternitos bem diferenciados no abdémen (Constantino et al., 2011%; Vega e
Hofstetter, 2015).

O adulto recém-nascido apresenta uma coloracdo amarelo-palha e tem consisténcia muito
fragil, permanecendo na cdmara em que emergiu dentro do fruto ao lado da exuvia pupal por
trés ou quatro dias. Apos esse periodo, o corpo ja esta esclerotizado e a cuticula completamente
melanizada, e inicia-se a atividade sexual. As fémeas sdo maiores do que 0s machos,
apresentando comprimento médio de 1,65 mm e asas membranosas bem desenvolvidas e
funcionais. Os machos sdo diminutos, apresentando comprimento médio de 1,18 mm e asas
membranosas vestigiais, sendo incapazes de voar (Bustillo-Pardey, 2006; Bustillo, 2007; Vega,
2008). Os olhos compostos das fémeas apresentam uma média de 115 a 127,5 omatidios
(Constantino et al., 2011?% Vega et al., 2014). Os machos, por sua vez, apresentam em média
somente 19,1 omatidios (Vega et al., 2014). A longevidade dos machos pode variar de 50 a 75

dias, enquanto as fémeas variam entre 100 a 150 dias ( Bustillo, 2016).

1.4.4.2. Ovo

Os ovos apresentam forma eliptica ou ligeiramente ovoide, sdo branco-hialinos e
brilhantes, com dimensdo de 0,5 a 0,8 mm de comprimento e 0,25 a 0,35 mm de largura,
respetivamente. Normalmente ndo ha posturas em frutos secos, mas quando isso ocorre 0s 0voS
sdo mais compridos do que os normais, fazendo com que apresentem forma cilindroide, com

cuticula leitosa e brilhante (Constantino et al., 2011?).



1.4.43. Larva

As larvas apresentam coloracdo branco-creme, sdo do tipo curculioniforme, apodas,
possuem cerdas esparsas, ndo muito alongadas e dirigidas para posterior, além de mandibulas
bem desenvolvidas. As larvas recém-eclodidas apresentam capsula ceféalica pouco mais larga
do que o resto do corpo, de coloracdo amarelo-palha e bem distinta do resto do corpo, com
bordos ligeiramente recurvados; o corpo é mais largo na regido do torax, afilando-se para a
extremidade posterior e possui comprimento médio de 0,79 mm e largura média da cépsula
cefélica de 0,24 mm (Cérdenas et al., 2007; Vega e Hofstetter, 2015). Quando completamente
desenvolvidas, as larvas atingem comprimento medio de 2,12 mm; nessa etapa, a larva prepara
a camara pupal, isolada do resto da galeria onde se desenvolveu, expele todo o contetdo do
tubo digestivo e se transforma em pré-pupa. As larvas das fémeas passam por dois instares,
enquanto os machos tém apenas um instar (Vega e Hofstetter, 2015). O primeiro instar tem
cerca de 0,6-0,8 mm de comprimento, e uma larva feminina de segundo estadio totalmente
desenvolvida tem cerca de 2,2 mm de comprimento. O periodo médio de desenvolvimento das

larvas é de 15 dias a uma temperatura de 27°C (Cardenas et al., 2007; Vega e Hofstetter, 2015).

1.4.4.4. Pupa

As pré-pupas apresentam capsula cefélica semelhante as das larvas, coloragcdo branco-
leitosa e comprimento médio de 2,05 mm para as fémeas e de 1,4 mm para os machos. O periodo
de pré-pupa é curto, sendo de dois dias em temperatura ideal que varia de 22°C-27°C; e o
periodo da pupa € de 4 dias (Vijayalakshmi et al., 2013; Vega e Hofstetter, 2015). As pupas sdo
do tipo exarado e possuem coloracdo branca entre os trés ou quatro primeiros dias, havendo
uma mudangca gradual de coloracdo apds esse periodo; todos os apéndices, inclusive os olhos,
tornam-se castanho-claros. Na cabeca, que é encoberta pelo pronoto, notam-se livres e distintas
as antenas e as pecas bucais. No tdrax, na parte tergal, sdo vistos os élitros, com sua aparéncia
sulcada. Na parte ventral, encontram-se as pernas do inseto bem arranjadas. No Ultimo
segmento abdominal das pupas, tanto masculinas quanto femininas, notam-se dois cercos
afilados, recurvados e pontiagudos, absolutamente ausentes nas larvas e nos adultos
(Constantino et al., 2011%). O comprimento das pupas € variavel entre 0s sexos, sendo em média
1,84 mm para as fémeas e 1,35 mm para os machos (Vijayalakshmi et al., 2013; Vega e
Hofstetter, 2015).



1.4.4.5. Ciclo biolégico

Diversos estudos foram efetuados por varios autores sobre o ciclo biologico da broca-do-
café, expondo imensas variages entre os resultados (Damon, 2000; Cérdenas et al., 2007;
Constantino et al., 2011%). A duracdo do ciclo de vida da broca-do-café € influenciada
principalmente pela temperatura. A faixa de tolerancia térmica da broca-do-café situa-se entre
20 e 30°C, de modo que o ciclo (ovo a adulto) s6 se completa dentro desse intervalo. A duracao
média do ciclo do inseto varia de 23,3 a 53,7 dias, nas temperaturas médias de 20 e 30°C,
respetivamente. A duracdo média do ciclo a temperatura média de 25°C € de 26,6 dias. O
periodo de incubacdo dos ovos é de 5,3 dias; a duracao das larvas de primeiro e segundo instar
é de 2,8 e 5,8 dias, respetivamente, perfazendo 8,6 dias; as fases de pré-pupa e pupa tém duragédo
de 6 e 6,3 dias, respetivamente. Esses valores médios sdo obtidos a temperatura média de 25°C
(Jaramillo et al., 2009%).

1.4.4.6. Reproducao

A broca-do-café é uma espécie que se reproduz sob condi¢es de competicdo local por
coépula. Os machos estdo em menores nimeros e apresentam asas atrofiadas, sendo obrigados a
acasalarem com suas irmds (Borsa e Kjellberg, 1996; Costa, 2014). A broca é diploide, mas
machos apresentam s6 um conjunto de cromossomos funcional, o obtido da mée. Fémeas
apresentam os dois conjuntos funcionais (Borsa e Kjellberg, 1996; Jaramillo et al., 2006; Vega
e Hofstetter, 2015), e desenvolvem-se a partir de ovos fertilizados, sendo que dos ovos nédo
fertilizados ndo eclodem larvas (Constantino et al., 2011%, Vega e Hofstetter, 2015). A
proporcao sexual é de 1 macho para cada 10 fémeas (Vega, 2008).

Em geral, os machos sdo os primeiros individuos a emergir, e completam o seu
desenvolvimento antes das fémeas, as quais logo que se tornem sexualmente maduras, podem
ser fecundadas. A Unica funcdo do macho é fecundar um determinado numero de fémeas,
podendo um Unico macho acasalar com cerca de 30 fémeas, permanecendo durante toda a sua
vida no interior do fruto de café em que nasceu (Le Pelley, 1973).

A atividade sexual da broca-do-café ocorre poucas horas apds a emergéncia dos adultos.
Assim as copulas ocorrem em qualquer horério do dia. Cerca de 60% dos casais realizam a
primeira copula dentro das primeiras 24 horas. A maior atividade sexual é encontrada em casais
mais maduros, entre dois e quatro dias de idade. 1sso sugere que tanto 0s machos quanto as

fémeas levam menos de dois dias para atingir a maturidade sexual. Durante esse periodo, a



esclerotizacdo dos 6rgdos sexuais ocorre em ambos os sexos (Rubio et al., 2008; Silva et al.,
2012).

1.4.4.7. Oviposicao

A fémea de H. hampei (Ferrari, 1867) apenas faz postura no interior da semente do café
(Vega, 2008). A mesma fémea produz varias descendéncias consecutivas durante toda uma
safra de café. Apos oviposita na mesma semente, a fémea suspende as posturas, e volta para a
galeria anteriormente construida ficando com a parte posterior do corpo para fora do fruto.
Permanece ai enquanto durar o desenvolvimento de seus descendentes. Depois deste periodo a
fémea abandona o fruto e reinicia postura em outro fruto (Waterhouse, 1998; Vega e Hofstetter,
2015). Nesse altimo caso, as fémeas voam em busca de frutos de café, orientadas por
semioquimicos produzidos pelos mesmos (Rainho, 2015). Cada fruto de café € normalmente
colonizado por uma Unica fémea, embora infestacdes multiplas também possam ser observadas
(Jaramillo et al., 2006).

Em geral, a oviposicdo comeca quando os frutos atingem cerca de 16 semanas apos a
floracéo dependendo de condi¢Ges ambientais. A postura é feita em frutos verdes com a semente
formada, ou ainda em frutos maduros e mesmo frutos secos. Em frutos na fase inicial de
crescimento, as fémeas podem perfura-los, mas podem abandona-los sem realizar postura se o
contetido interno destes estiver muito aquoso (Vega, 2008; Vega e Hofstetter, 2015). O tempo
de penetracdo até que a fémea atinja 0 endosperma da semente é variavel de acordo com o
estadio de desenvolvimento do fruto, mas dura cerca de oito horas em condicGes Otimas
(Damon, 2000). Apos encontrar um fruto em condi¢fes adequadas, a fémea colonizadora abre
um orificio preferencialmente na regido da coroa do fruto, onde comega a construir uma galeria
até atingir o endosperma de uma das sementes. No interior da semente, a fémea abre uma galeria
transformando-a em uma camara, na qual realiza a oviposicao (Heinrich, 1965; Cardenas et al.,
2007).

Em condicdes 6timas de temperatura e humidade, a fémea é capaz de colocar dois a trés
ovos por dia, sendo a oviposicao regular até 10 ou 12 dias ap6s seu inicio, diminuindo de
intensidade apos esse periodo (Cérdenas et al., 2007). Uma fémea é capaz de colocar entre 31
e 119 ovos ao longo de sua vida em um Unico fruto de café em estadio adequado de maturagéo
(Damon, 2000), ou 75 ovos em média (Cardenas et al., 2007). Entretanto ja foram observados

cerca de 300 ovos num Gnico fruto de café (Jaramillo et al., 2009).



1.4.5. Fatores que influenciam a infestacao da Hypothenemus hampei

1.4.5.1. Precipitagdo

O volume das precipitacdes é considerado fator preponderante para que adultos da broca-
do-café deixem os frutos em que se abrigaram na entressafra e colonizem os frutos na nova
safra, visto que a humidade relativa abaixo de 90% inibe a saida dos adultos da broca-do-café
dos frutos (Baker et al., 1992). Por outro lado, a humidade relativa entre 90 e 93% propicia
maior fecundidade e reduzem a taxa de mortalidade de fémeas da praga (Baker et al., 1994).
Nos climas de estacdo seca do inverno bem definida, a maturacdo dos frutos de cafe é
concentrada, enquanto em climas sem estagcdo seca, como em S&o Tomé e Principe, hd duas
floragGes por ano (Silva, 1958). Por conseguinte, a maturacéo dos frutos de café é escalonada
favorecendo assim a permanéncia da broca-do-café durante todo ano. Além disto, invernos com
baixa precipitacdo sdo desfavoraveis para a broca-do-café. Por isso, a colocacdo de armadilhas
para captura de adultos no campo deve considerar o fato de que a precipitacdo estimula a saida

de adultos da broca-do-café dos frutos em que se abriga (Fanton, 2001).

1.4.5.2. Temperatura

A temperatura é a variavel climatica que exerce maior influéncia na duragéo do ciclo da
broca-do-café. Temperaturas elevadas causam reducédo do ciclo de vida do inseto (Jaramillo et
al., 20099, e, consequentemente, aumentam o nimero de geracdes, 0 nimero de emergéncia da
broca-do-café, nos frutos infestado no solo, levando a maiores niveis de infestacdo e prejuizos
mais avultado para a cultura do café (Constantino et al., 2011P).

Segundo Jaramillo et al. (2009?%), a temperatura influencia significativamente os niveis de
desenvolvimento de diferentes instares da broca-do-café. O registo da variacdo da temperatura
pode ser um indicador bastante importante no momento de instalacdo das armadilhas para
captura de adultos, visto ser este um dos fatores que estimulam a saida de adultos dos frutos
(Fanton, 2001).

1.4.5.3. Sombreamento

A influéncia do microclima produzido pelo sombreamento das arvores é um tema bastante
controverso. Bosselmann et al. (2009) e Marifio et al. (2016) constataram um aumento
significativo de infestacdo por broca-do-café em cafezais cultivados sob sombra do que
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cultivados ao sol. Contudo, Baker et al. (1989) mostraram que o nivel de sombreamento nédo
afeta significativamente os prejuizos provocado pela broca-do-café. Segundo Ruiz-Cardenas e
Baker (2010) e Jaramillo et al. (2011) os efeitos negativos das mudancas climaticas séo
notorios, podendo levar a futuro aumento da dindmica populacional da broca-do-café. A melhor
maneira de se adaptar a um aumento das temperaturas nas plantac6es de café poderia ser através

da introducéo de arvores de sombra em plantacdes cultivadas ao sol.

1.4.5.4. Altitude

A altitude faz variar a temperatura, motivo pelo qual altitudes elevadas paralisam a
atividade do inseto e diminui as taxas de infestagcdes (Bosselmann et al., 2009). Por outro lado,
0s adultos apresentam uma longevidade menor. A taxa de multiplicagdo do inseto varia em
razdo inversa da altitude, enquanto o ciclo vital se alonga (Cuellar, 2010). Baker et al. (1989)

constataram que a altitude afeta significativamente a distribuicdo da broca-do-café.

1.4.5.5. Colheita

O rigor na colheita do café influencia diretamente na infestacdo da broca-do-café da safra
seguinte (Mendes, 1949; Johnson et al., 2019; Dufour et al., 2019). Em alguns paises, 0s
cafezais permanecem sem frutos durante alguns meses do ano apdés a colheita e a broca-do-café
sobrevive nos frutos que caem no solo podendo causar uma infestacéo inicial alta, assim como
uma alta taxa de incremento da populacdo na colheita seguinte. Uma boa colheita consiste em
ndo deixar frutos na planta e no chdo, o que impede a sobrevivéncia da broca-do-café
(Benavides et al., 2003; Ruiz-Céardenas e Baker, 2010; Constantino et al., 2017).

1.4.6. Inimigos naturais

Muitos inimigos naturais da broca-do-café ja foram descritos, incluindo parasitoides,

predadores, neméatodos e fungos entomopatogénicos (Escobar-Ramirez et al., 2019).

1.4.6.1. Parasitoides

Os inimigos naturais mais importantes sdo as trés vespas parasitas nativas da Africa,
Cefalonomia stephanoderis Betrem, Phymastichus coffea LaSalle e Prorops nasuta Waterston
(Waterhouse, 1998). O C. stephanoderis Betrem e P. nasuta Waterston foram encontrados
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naturalmente parasitando a broca-do-café no estado de Sao Paulo, Brasil (Benassi, 2007). Os
dois parasitoides da familia Bethylidae, C. stephanoderis Betrem e P. nasuta provenientes de
Africa, foram introduzidos na india e em muitos paises latino-americanos nos anos 1980 e 1990
para o controlo da broca-do-café (Abraham et al., 1990; Reina e Pardey, 1995; Batchelor et al.,
2005).

A fémea de P. nasuta geralmente entra num fruto de café infestado atraves da perfuracéo
feita por broca-do-café (Heinrich, 1965). Como o anfitrido, P. nasuta passa a maior parte do
seu ciclo de vida no interior da broca-do-café (Infante et al., 2003; Chiu-Alvarado et al., 2009).
Durante o periodo de pré-oviposicdo, que varia de 3 a 14 dias, o hospedeiro das fémeas
alimenta-se em todos os estddios de desenvolvimento da broca-do-café consumindo
preferencialmente ovos, pequenas larvas e adultos (Heinrich, 1965; Infante et al., 2005). As
fémeas normalmente colocam ovos em larvas totalmente desenvolvidas e pré-pupas (Abraham
et al.,, 1990). Cada fémea do parasitoide geralmente hospeda em apenas um fruto de café
infestado matando o adulto da broca-do-café e impedindo a entrada de outro organismos no
fruto. O periodo médio de desenvolvimento (ovo a adulto) varia consoante o sexo do P. nasuta,
sendo que os machos duram 28 dias e as fémeas 30 dias, respetivamente (Infante et al., 2005).

C. stephanoderis Betrem (Hymenoptera: Bethylidae), € um dos inimigos naturais mais
promissores para o controle bioldgico da broca-do-café. Este fato deve-se a sua comprovada
adaptaco em varios regides de Africa e América, dado a sua especificidade e pela existéncia
de metodologias apropriadas para sua criacdo (Reina e Pardey, 1995; Souza et al., 2014).

O adulto coloca 0s ovos no interior das larvas e pupas de H. hampei, que é seu hospedeiro
especifico (Pérez-Lachaud e Hardy, 2001; Gémez et al., 2012). As fémeas deste parasitoide
também se comportam exclusivamente como predadoras durante o periodo de pré-oviposi¢cdo
e continuam alimentando-se de seu hospedeiro mesmo depois de comecar a fase de reproducéo
(Gomez et al., 2012). Embora fémeas de C. stephanoderis também se comportem como
predadoras, alimentando-se de formas imaturas da broca-do-café, a oviposi¢do ocorre na fase
de pré-pupa e pupa da broca-do-café possibilitando o desenvolvimento parasitario de sua prole
sobre o hospedeiro (Lauziere et al., 1999). C. hyalinipennis também foi vista parasitando a
broca-do-café no Brasil e na Colémbia (Rodriguez et al., 2017).

Phymastichus coffea LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) é um parasitoide incomum,
porque ataca as fémeas adultas da broca-do-café (Espinoza et al., 2009). A fémea oviposita no

abdémen (Infante et al., 2013), e normalmente injeta dois ovos no corpo da fémea da broca-do-
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café adulta onde se desenvolvem, um no abdome e o outro no térax. O processo de colocagédo
de ovos demora cerca de 2 minutos (Espinoza et al., 2009). P. coffea pode parasitar mais broca-
do-café em mais de um fruto infestado com a broca-do-café. Poucos parasitoides atacam
besouros adultos e, possivelmente, a broca-do-café é uma excecdo, porque esta se encontra
exposta e imobilizada no tunel de entrada ao grdo de café durante os estagios iniciais de seu
ataque no fruto (Jaramillo et al., 2002, 2005).

Heterospilus coffeicola Schmiedeknecht pertence a ordem Hymenoptera, familia
Braconidae. O adulto do parasitoide permanece nos frutos de café somente o tempo necessario
para a postura. Em cada fruto atacado pela broca-do-café, coloca um dnico ovo. As larvas

alimentam-se dos ovos, larvas e pupas da broca-do-café (Murphy e Moore, 1990).

1.4.6.2. Predadores

Diversos predadores desta praga foram estudados, dentre eles: passaros, trips e formigas
(Vega et al., 2009). Quanto a formigas, as espécies e géneros registrados como predadores
foram: Azteca Instabilis, Crematogaster spp., Pheidole synanthropica Longino, Pseudomyrmex
simplex Smith, Pseudomyrmex ejectus Kempf, Solenopsis picea Emery, Tapinoma sp., e
Wasmannia auropunctata Roger (Bustillo et al., 2002; Gonthier et al., 2013; Morris e Perfecto,
2016).

1.4.6.3. Nemétodos

Nematodo do género Psyllotylenchus (Tylenchida: Sphaerularioidea) foi visto atacando a
broca-do-café no México (Castillo et al., 2002). Outra espécie, Metaparasitylenchus
hypothenemi n. sp. (Nematoda: Allantonematidae), também foi vista parasitando a broca-do-
café (Poinar et al., 2004; Castillo et al., 2019).

1.4.6.4. Fungos entomopatogénicos

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarrizium anisopliae (Metschnikoff) sdo dois
inimigos naturais da broca-do-café (Barrera, 2002). De entre os fungos entomopatogénicos que
podem ser utilizados no controlo desta praga, B. bassiana (Bals.) Vuill. é um dos mais

promissores (Raj et al., 2011).
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A principal vantagem do uso de fungos entomopatogeénicos é a sua patogenicidade sobre
a broca-do-café. Além disso, possui enorme capacidade de multiplicacdo e dispersdao no
ambiente, podendo ser produzido em grandes quantidades (Posada-Fldrez, 2008).

Atualmente, a B. bassiana é considerada um importante agente de controlo natural desta
praga (Neves e Hirose, 2005; Gallardo et al., 2010), porque é encontrado infestando o inseto
em todos 0s paises onde ha ocorréncia da broca-do-café (Benavides et al., 2012). De acordo
com Posada-Florez (2008), B. bassiana € responsavel por mais de 92,5% de mortalidade de
adultos quando estéo atacando frutos jovens.

1.4.7. Métodos de maneio integrado contra a Hypothenemus hampei

1.4.7.1. Medidas fitossanitarias

O transporte de sementes contendo a broca-do-café tem sido a principal causa de sua
disseminacdo em todo o mundo devendo-se respeitar as recomendacdes da biosseguranca para
se minimizar este problema. Hollingsworth et al. (2013) mostraram que o tratamento de frutos
de café infestados a uma temperatura de -15°C por cerca de 48h proporcionou 100% de controlo

de todos os estadios da vida da broca-do-café.

1.4.7.2. Controlo cultural
A reducdo do ataque da broca-do-café pode ser obtida fazendo-se uma colheita bem-feita
e de forma minuciosa, para evitar a sobrevivéncia dessa praga e sua eventual passagem para 0s

frutos novos da proxima colheita (1.4.5.5).

1.4.7.3. Controle biolégico

Diversos tipos de controlo bioldgico da broca-do-café tém sido explorados a nivel
mundial nos ultimos anos, incluindo o classico (Damon, 2000; Gonthier et al., 2013; Aristizabal
etal., 2017). Numerosos inimigos naturais da broca-do-café foram descritos até a presente data
(1.4.6.). Os parasitoides (C. stephanoderis, P. nasuta e P. coffea) e o fungo entomopatogénicos
B. bassiana tém sido utilizados com maior frequéncia para controlar a broca-do-café (Bustillo-
Pardey, 2005; Vera- Montoya et al., 2007), devido a capacidade de produgdo em grande escala
para o comércio (Bustillo-Pardey, 2005).
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1.4.7.4. Controle Biotécnico

Diversas armadilhas para a captura em massa da broca-do-café foram desenvolvidas por
varios autores, desde Mendoza (1991) que avaliou as armadilhas “ESALQ-84" de Berti Filho
e Flechtmann (1986) e o modelo de funil mdltiplo de Lindgren (1983). O ESALQ-84 foi
desenvolvido a partir da modificacdo do modelo de armadilha de Luiz de Queiroz na Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, na Universidade de Sao Paulo, Brasil (Berti Filho e
Flechtmann, 1986). Apds a armadilha de Lindgren, Bourbon et al. (2000) desenvolveram na
Costa Rica a armadilha com varios copos descartaveis (trés copos descartaveis brancos), que
em sua forma artesanal foi denominado de "armadilha para festas" porque os funis e o teto
foram substituidos por copos descartaveis e uma placa plastica para festas, respetivamente
(Figura 1). Alem dessas experiéncias, e com exce¢do da armadilha de festas na Costa Rica, a
armadilha de funil maltiplo ndo foi tdo usada. O modelo do tipo ESALQ-84 despertou mais
interesse, do qual modelos semelhantes foram surgindo; por exemplo, no México, Gutiérrez-
Martinez et al. (1993) desenvolveram a armadilha “Hampei” e Velasco et al. (1997, 1999) a

armadilha "Ecobroca".
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K L b md 2
Figura 1. Armadilhas para brocas de café. (A) Armadilha BROCAP ®; (B) Armadilha IAPAR
(Brasil); (C) Armadilha Fiesta (Costa Rica); e (D) Armadilha Brocap feita em casa (México). Fotos
por: (A) Bernard Dufour (CIRAD); (B) E. F. da Silva (IAPAR); (C) Fernando E. Vega; (D) Jaime
Go'mez (ECOSUR). Adaptado de (Vega & Hofstetter, 2015).

Na Colémbia, a armadilha artesanal foi desenvolvida por CENICAFE (Herrera, 1997). A
PROCAFE localizado no Salvador e o CIRAD da Franca desenvolveram a armadilha
“Brocap®” de cor vermelha (Gonzéalez e Dufour, 2000) (Figura 1). A armadilha Brocap foi
validada em varios paises da América Latina (Cardenas, 2000; Dufour, 2002; Guzman e
Contreras, 2003; Barrera et al., 2004%; Garcia et al., 2004). Atualmente, devido a procura em

varios paises, essa armadilha € possivelmente a Gnica patenteada comercializada sob uma marca
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registrada para controlo de broca (Barreira et al., 2006). No entanto, nos Gltimos anos,

destacam-se diferentes modelos de armadilhas artesanais feitas a partir de diferentes tipos de

embalagens plasticas, principalmente garrafas de politereftalato de etila (PET) (Gutiérrez-

Martinez et al., 1993; Barreira et al., 2006).

A armadilha “IAPAR” desenvolvida por pesquisadores do Instituto Agrondmico do

Parana, Brasil (Villacorta et al., 2001), definiu um dos conceitos mais interessantes da

armadilha artesanal, combinando baixo custo (materiais reciclaveis) e facilidade de fabricago

e manuseio (acessivel aos produtores) com eficacia de captura em massa. Levando em conta
esse conceito, surgiu a armadilha “ECOIAPAR” (Figura 1), fruto da combinagédo de ECOSUR
e IAPAR (Barreira et al., 2006). Os detalhes da armadilha ECOIAPAR encontrasse na (Figura

2).

1. Arame galvanizado.
2. Garrafa de PET.

3. Abertura de 11 por 20 cm para
permitir entrada da broca-do-café.

4. Agua pura e limpa para permitir.
a captura da broca.

5. NOmero de identificacdo da
armadilha.

6. Frasco de vidro contendo
atraente.

7. Perfuracdo na garrafa para
permitir a drenagem da agua e reter
a broca capturada.

Figura 2: Armadilha ECOIABAR para a broca-do-café. Adaptado de (Barrera et al., 2006).

17



1.4.7.5. Controle quimico

O controlo quimico é o mais utilizado contra esta praga (Brun et al.,1989; Souza et al.,
2013). No entanto, podem ocorrer a médio e longo prazo efeitos negativos no meio ambiente,
na salde humana, resisténcia do inseto a esses produtos, tendo como consequéncia o
desequilibrio ecoldgico (Brun et al., 1989; Gingerich e Suckling, 1996).

Diversos inseticidas de origem vegetal foram testados com algum sucesso no controlo da
broca-do-café (Zorzetti et al., 2012; Blaco-Metzler e Pacheco-Alvarado, 2015; Celestino et al.,
2016), como os obtidos a partir de extrato de sementes e folhas de Neem, éleo de canola, 6leo
de girassol, 6leo de milho, soja e 6leo de mamona. Entretanto, deve-se utilizar produtos

homologados pela entidade competente de cada pais.
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2. Capitulo 11

Bioecologia da broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)

(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), na ilha de Sdo Tomé

Resumo

A broca-do-café, Hypothenemus hampei, é uma séria limitacdo na producédo de café biolégico na ilha de
S8o Tomé, no Golfo da Guiné, devido a informagdo limitada sobre a fenologia sazonal desta espécie nas ilhas
limita a implementacdo do controlo bioldgico. No presente estudo, sete plantacdes de café foram monitorizadas
durante dois anos para descrever padrdes de infestacdo, percentagens de penetracdo em broca-do-café em frutos
em desenvolvimento e mortalidade da broca por fungo entomopatogénico em duas espécies de coffea (C. arabica
L. e C. canephora Pierre ex A. Froehner), de acordo com uma amostragem de 30 arvores segundo o "método
CENICAFE". Os resultados revelaram que a posi¢&o da broca dentro dos frutos em desenvolvimento, infestagao,
e frutos verdes com fungo entomopatogénico foram significativamente afetadas pela variedade de café. A média
da infestacdo nos sete locais foi (11,5+3,5%; média + erro padrdo (SE)), com dois locais mostrando uma infestacdo
média <5%. A analise molecular indicou quatro estirpes de Beauveria bassiana (B-Bug; VKBb03 18S; bbR1f e
LPSC 1226) presentes na Ilha de Sdo Tomé. As percentagens mais elevadas de infestacdo e Beauveria bassiana
por ramo foram observadas em C. arabica L. (Red Caturra, Bourbon e Red Catuai), em comparagdo com C.
canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta), nos meses de menor pluviosidade. Foram encontradas fases imaturas
da broca (ovos, larvas e pupas) e adultos durante todo o periodo de amostragem. N&o foi observado nenhum
predador CBB e parasitoides no estudo. De acordo com os indices populacionais registrados em todas as fases de
seu ciclo biol6gico, nas areas estudadas, conclui-se que a broca-do-café encontra ambiente favoravel para sua
multiplicacdo em Sdo Tomé, requerendo, portanto, medidas para o seu controlo.

Palavra chaves: Biocontrolo; Beauveria Bassiana; Coffea arabica; Coffea canephora; indice de

infestacéo;
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Bioecology of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari,

1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), in Sao Tome island

Abstract

The coffee berry borer, Hypothenemus hampei, is a serious limitation in organic coffee production in Sao
Tome Island in the Gulf of Guinea. There is limited information regarding this species seasonal phenology on the
islands limits the implementation of biological control. In the present study, seven coffee plantations were
monitored over two years to describe infestation patterns, penetration rates into coffee berries, and mortality by
the entomopathogenic fungus in two coffea species (C. arabica L. and C. canephora Pierre ex A. Froehner),
according to 30-tree sampling of fruits following the "CENICAFE method". The results revealed that the borer
position within the berries, infestation, and green berries with entomopathogenic fungus were significantly affected
by coffee variety. The infestation mean across all seven sites was (11.5£3.5%; mean + standard error (SE)), with
two sites showing mean infestation <5%. Molecular analyse indicated four Beauveria bassiana strains (B-Bug;
VKBh03 18S; bbR1f and LPSC 1226) present in S&o Tomé Island. The highest infestation and Beauveria bassiana
rates per branch monthly were observed in C. arabica L. (Red Caturra, Bourbon and Red Catuai), compared with
C. canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta) in the months of lower rainfall. Borer immature stages (eggs, larvae
and pupae) and adults were found throughout the sampling period. No CBB predator and parasitoids were observed
in the survey. The population level and developmental rate indicated that the coffee borer met favourable

environmental conditions in the studied areas and control measures are required for reducing damage.

Keywords: Biocontrol; Beauveria bassiana; Coffea arabica; Coffea canephora; infestation level;
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2.1. Introducéo

A broca-do-café, H. hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytidae), é
considerada a principal praga da cultura do café no mundo (Fernandez e Cordero, 2007; Noriega
et al., 2019, Blassioli-Moraes et al., 2019), e € um dos fatores que contribuem direta e
indiretamente para reducdo da produtividade da cultura (Barrera, 2002; Camilo et al., 2003;
Ferrdo et al., 2019). Isto acontece devido aos ataques aos frutos do café em todos os estadios de
maturacao (Barrera, 2002).

As condicBes ambientais, especialmente a temperatura e a humidade relativa, influenciam
o desenvolvimento do fruto (Jaramillo-Robledo et al., 1984; Camilo et al., 2003) e da broca-
do-café (Baker et al., 1992; Jaramillo et al., 2010; Constantino et al., 2015). O periodo do
amadurecimento do fruto ou a duracdo do ciclo de vida da broca-do-café e suas interacdes
dependerdo das variacdes de temperatura de cada regido (Camilo et al., 2003). Geralmente, 0s
frutos do café comecam a ser suscetiveis ao ataque da broca-do-café quando seu peso seco €
igual ou maior de 27%, o que ocorre quando o fruto atinge mais de 150 dias de
desenvolvimento, o que depende da latitude e altitude (Bustillo-pardey, 2007).

O controlo bioldgico é a melhor opcao do controle desta praga, devido a sua eficiéncia
econdmica e ecoldgica, porém deve-se ter em consideracdo todos os fatores que constituem o
ecossistema do café e suas maltiplas interagdes. E essencial conhecer a fenologia da cultura nas
diferentes zonas, especialmente o que esta relacionado aos periodos de floracdo e, portanto, a
idade dos frutos potencialmente suscetiveis & broca-do-café (Bustillo e Benavides, 1994;
Benavides et al., 2002; Bustillo-pardey, 2007; Campos-Almengor, 2015). Ao mesmo tempo, é
necessario conhecer a biologia e os habitos de reproducéo da broca-do-café, a fim de determinar
0s momentos de maior suscetibilidade da praga em relacdo as préaticas de controlo existentes,
mantendo-a assim ao baixo do nivel econdémico de ataque (Camilo et al., 2003; Campos-
Almengor, 2015).

No presente estudo, procurou-se descrever a dindmica da populacao da broca-do-café em
sete plantacdes de café que se estendem entre 68-1051 m acima do nivel do mar (m altitud) na
ilha de Sdo Tomé. Recolheram-se dado sobre a bioecologia da broca-do-café, nomeadamente a
presenca de estados imaturos e adultos da broca-do-café durante o desenvolvimento do fruto do
café, e quantificaram-se os niveis populacionais, niveis de infestacdo, grau de penetracdo da

broca-do-café e frutos verdes com evidéncia de fungos entomopatogénicos.
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2.2. Material e Métodos
2.2.1. Clima

A ilha de S&o Tomé esta situada na latitude 0° e longitude 6° 30" Este com uma area de
cerca de 900 km?2 e é dominada por uma montanha vulcénica, que culmina a 2.024 acima do
nivel do mar. O clima de S8 Tome é sub-equatorial com precipitacbes muito elevadas. A
precipitacdo média anual varia de 1,5 mm a 1000 mm na zona baixa (norte e nordeste) a mais
de 1,5 mm a 6.000 mm na zona alta (sul e sudoeste). Os meses mais secos sdo junho, julho e
agosto e 0s meses mais humidos sdo marco, abril e maio. A humidade atmosférica anual é 80%
e a temperatura média anual ao nivel do mar é de 25,4 °C (Afonso, 1969; World bank, 2017).

Os experimentos foram realizados entre os meses de fevereiro a dezembro de 2018 e de
janeiro a dezembro de 2019 em seis localidades pertencente a CECAFEB, sendo: S. Carlos, S.
Nicolau, Bem-Posta, Novo Destino, Brigroma, Poiso Alto e uma parcela do Centro de
Investigacdo Agrondmico e Tecnoldgico de Sdo Tome e Principe na base experimental de
cultura industrial (CIAT/STP-BECI).

Os dados meteoroldgicos foram registados nas Estacfes Meteoroldgicas do Instituto
Nacional de Meteorologia de Sdo Tomé e Principe. A temperatura, humidade relativa do ar e a
precipitagdo foram registadas diariamente durante o periodo que decorreu o trabalho
experimental. As caracteristicas agroclimaticas anuas e caracteristicas das parcelas encontram-
se nas (Tabelas 1). Os valores médios mensais para temperatura do ar, precipitacdo e humidade

relativa do ar apresentam-se na (Tabela Al.1., Tabela Al1.2. e Tabela A1.3.) nos apéndices.

Tabela 1. Caracteristicas agroclimatica anual das parcelas de café selecionadas.

Temperatura
Precipitacéo (°C) Humidade Altitude Coordenadas

Parcelas (mm) Min Max  relativa (%) (m) geogréficas (UTM)

S. Carlos 1257,3 173 288 85,5 1051 233887,0  36244,0
S. Nicolau 1257,3 173 288 85,5 914 218844,0  29163,0
Bem Posta 15149 136 324 85,3 744 235805,0  35496,0
Novo Destino 15149 136 324 85,3 647 235301,0  34253,0
Brigoma 2472,0 191 28,9 82,0 68 235736,0  31005,0
CIAT/STP-BECI 15149 136 324 85,3 324 235181,0  33164,0
Poiso Alto 1257,3 17,3 28,8 85,5 562 238518,0  37273,3
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2.2.2. Caracterizacao das localidades

Em cada local uma das parcelas de café, foram registadas: as caracteristicas dessas

parcelas Tabela 2, as praticas culturais nessas parcelas sao: capina, poda e colheita profilatica,

sem uso de pesticida.

Caracteristicas das parcelas de café selecionadas
para estudo da Bioecologia
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Figura 3: Caracteristica das parcelas de café selecionadas para estudo de Bioecologia da

Broca-do-café. Mapa elaborado por Fernandes (2019).

Tabela 2. Caracteristicas das parcelas de café selecionadas para estudo da Bioecologia.

Idade da  Distancia entre

Plantagdo planta Area Grau de Luz
Localidades (anos) (m) Topografia  (ha) solar Variedade
S. Carlos 40 2,0x2,0 Inclinado 0,5 Sombra ligeiro  Catuai vermelha
S. Nicolau 40 3,0x3,0 Inclinado 0,5 Sombreamento Robusta
Bem Posta 4 2,0x2,0 Inclinado 0,5 Sombreamento Caturra
Novo Destino 4 1,0x2,0 Inclinado 0,5 Sombreamento  Bourbon + Caturra
Brigoma 15 3,5x5,0 Ondulado 0,5 Sombreamento Robusta
CIAT/STP-BECI 11 3,0x3,0 Sentada 0,5 Sombra ligeiro Ardbica
Poiso Alto 2 2,0x2,0 Sentada 0,5 Ao sol Robusta

Séo Nicolau e Brigroma: nessas parcelas predominam o sistema de cultivo agroflorestal,

a espécie Robusta associadas a Erythrina, enquanto em Poiso Alto a espécie de café Robusta

sdo plantadas num sistema de cultivo intensivo sob plena luz solar.

Sdo Carlos, CIAT/STP-BECI, Novo Destino e Bem-Posta: nessas predominam o

sistema agroflorestal de café (Coffea arabica L.) consércios com Erythrina, alguns vegetais, e
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incluséo de arvores a distancias variaveis. O espagamento para a Erythrina foi de 12 m x 12 m.

Mais detalhes da plantacdo experimental de café sdo mostrados nas (Tabelas 1 e 2).

2.2.3. Determinacdes analiticas
Foram avaliadas as populages inicias da broca-do-café, grau de penetracdo, nivel de

infestacdo, inimigos naturais e niumero de estados imaturos e adultos da broca-do-café.

2.2.3.1. Amostragem de populacéo da Hypothenemus hampei

No presente estudo utilizou-se o procedimento de amostragem de trinta arvores conhecido
como "método Cenicafé" na Colémbia (Bustillo et al., 1998). Este método consiste em: (1)
dividir a parcela de café em lotes independentes de acordo com a idade da plantacdo; (2)
selecionar aleatoriamente 30 arvores de café por lote (0,5-1,5 ha); (3) selecionar um ramo
representativo no meio de cada arvore que contenha 30-100 frutos em desenvolvimento; (4)
examinar todos os frutos verdes com orificio de entrada da broca-do-café; (5) registrar o nimero
de frutos verdes, frutos verdes infestados e aqueles com evidéncia de fungos
entomopatogénicos (EF); A percentagem de frutos atacados com fungos entomopatogénicos foi

determinado por (equagéo 1),

Total de frutos verde com EF

Percentagem de fungos entomopatogénicos = *100% (1)

Total de frutos contados
(6) repetir o processo movendo-se em um padrédo zig-zag dentro de cada lote (Aristizabal et al.,
2016; Aristizabal et al., 2017). (7) Calcular o nivel de infestacdo da broca para cada lote

(equacao 2).

Total de frutos infestado com broca—do—café

Nivel de infestagdo = * 100% (2)

Total de frutos contados

2.2.3.2. Grau de penetragdo da Hypothenemus hampei
Determinou-se a posicao da fémea da broca-do-café nos frutos infestados (equacéo 3).

Total de frutos nas posicoes (AB ou CD)

Grau de penetracao = * 100% 3

Total de frutos contados
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Para a determinacédo do grau de penetracdo da broca-do-café, foram recolhidas de 3 frutos
verdes infestados por ramo em 30 arvores por hectare e dissecadas para avaliar a posi¢do da
broca no interior (Aristizabal et al., 2015; Aristizabal et al., 2016; Johnson et al., 2018). Os
frutos infestados foram categorizados como AB e CD, dependendo do grau da penetragédo
(Figura 4).

E

Figura 4: Broca-do-café na posicdo AB (E) e broca-do-café na posicdo CD com suas descendéncias
(F). Fotos tiradas por (Aristizabal et al., 2017).

2.2.3.3. Numero de estados imaturos e adultos da Hypothenemus hampei

Para determinar a fase de desenvolvimento da broca e a presenca de parasitoides ou
predadores, foram colhidos 100 frutos infestados em pré e pés-colheita por local/amostragem,
dos quais 20 foram abertos e examinados com uma ampliacdo de 20x utilizando um
estereoscopio para rastreio e contagem das fases do ciclo bioldgico da broca (Aristizabal et al.,
2016; Johnson et al., 2018). Os outros frutos infestados foram colocados em gaiolas de plastico
para observar o aparecimento de parasitoides. As amostras foram colhidas mensalmente durante

os dois anos de ensaio de campo.

2.2.3.4. Recolha de insetos

Um total de 100 frutos verdes infestados com evidéncia de fungos entomopatogénicos
foram colhidas aleatoriamente em cada uma das sete plantacGes de café, situadas em altitudes
diferentes: Brigroma (68 m altitude), CIAT/STP-BECI (324 m altitude), Poiso Alto (562 m
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altitude), Novo Destino (647 m altitude), Bem-Posta (744 m altitude), S&o Nicolau (914 m
altitude) e Sdo Carlos (1051 m altitude) (Ilha de S&o Tomé). Os frutos verdes infestados com
evidéncia de fungos entomopatogénicos foram colocadas em sacos esterilizados, e as amostras

foram imediatamente levadas para o laboratério onde foram armazenadas a frio a 6°C.

2.2.3.4.1. Isolamento de fungos de adultos da Hypothenemus hampei

No laboratdrio, os frutos verdes infestados foram ainda examinados para contabilizar a
presenca de adultos da broca-do-café mortos com evidéncias de fungos entomopatogénicos, 0s
frutos foram cortados suavemente para expor os adultos que se encontravam na posi¢cdo AB.
Os adultos mortos, com evidéncia de fungo entomopatogénico, foram desinfetadas
externamente seguindo este procedimento: 1 minuto em &lcool 70%; 5 minutos em hipoclorito
sodio 5%; 1 minuto em &lcool 70%; 3x 1 minuto em &gua esterilizada. Depois da desinfetacdo,
os adultos mortos foram secos em papel absorvente esterilizado e grupo de cinco adultos mortos
foram colocadas a superficie de meio de cultura potato-dextrose-agar (PDA) adicionado de
antibidticos streptomycin (60 mg); penicillin G potassium (60 mg). As placas foram colocadas
a incubar a 25°C no escuro durante duas semanas até se observar o crescimento de fungo. O
fungo obtido a partir de cada adulto morto foi repicado para nova placa de PDA e colocada a
25°C na no escuro. Este procedimento foi repetido o n° de vezes necessarias até obtencdo de
culturas puras e observagdo de producédo de esporos. Os isolados puros, foram repicados para
tubos com Agar Dextrose de Batata (PDA) inclinado, para manutencéo de colegéo de trabalho
(5°C), e a -80°C para preservacdo a longo prazo. As culturas puras de cada isolado foram
depositadas na colecdo de culturas do Instituto Politécnico de Braganca (Escola Superior de

Agricultura).

2.2.3.4.2. Extracdo de ADN fungico

Os isolados fangicos foram inoculados em meio PDA e mantidos a 25 + 2°C no escuro
durante 1-2 semanas. A morfologia da col6nia, tamanho e forma dos esporos foram utilizados
para a primeira identificacdo e para agrupar estirpes (Benham & Miranda 1953; Kova™ et al.,
2020). Os conidios de cada isolado foram recolhidos e utilizados para analises moleculares. O
DNA gendmico foi extraido utilizando o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha),

seguindo as instrucbes do fabricante. O micélio fresco foi perturbado por vortice com
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aproximadamente 200 pL de esferas de vidro (450-600 um de diametro) adicionadas ao tampé&o

de extracdo. O DNA foi armazenado a -20°C até a sua utilizacao.

2.2.3.4.3. Amplificagéo e sequencia¢do PCR

Reac6es em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas para amplificar uma regido de
DNA - 0 espacador interno transcrito do DNA ribossomico (ITS) com os iniciadores universais
ITS5/ITS4 (White et al. 1990). Todas as reacdes PCR foram realizadas utilizando a Master Mix
PCR DreamTaq (2x) (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania) num termociclador Biometra
TGradient (Biometra, Gottingen, Alemanha). Cada reaccéo foi realizada num volume de reacdo
final de 50 puL contendo 1 uL (50-150 ng) de ADN modelo, 0,4 uM de cada primario e 1x
tampdo PCR Master Mix, que incluia 1,5 mM MgCI2 e 0,2 mM de cada dNTP. As condi¢des
de ciclo térmico foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94 °C durante 3 min, seguida de 35
ciclos consistindo em desnaturacao a 94 °C durante 30 s, recozimento a 55 °C durante 30 s e
extensdo a 72 °C durante 1 min, e uma extensdo final de 72 °C durante 10 min. Os produtos
PCR foram resolvidos por electroforese a 5 V.cm-1 em gel de agarose (1,5%) contendo 0,5
pug/mL de brometo de etidio e 0,5x Tris-borate-EDTA (TBE) tampé&o de funcionamento. As
amplificacdes foram visualizadas usando o Sistema de Imagem VersaDoc (Laboratorios
BioRad, Hercules, CA, EUA) e as reacbes que amplificaram um dnico produto PCR foram
selecionadas para purificagdo usando o kit DNA Clean and Concentrator (Zymo Research Corp,
Irvine, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os fragmentos purificados foram
sequenciados no STABVida Sequencing Laboratory (Portugal) num analisador de DNA ABI
PRISM 3730xI (Applied Biosystems) em ambas as direc¢des utilizando os mesmos primarios
que os utilizados para as reagdes de amplificacdo. As sequéncias recentemente obtidas foram
editadas utilizando o programa BioEdit versdo 7.2.6 (Hall, 1999), e foram feitas sequéncias de

consenso a partir das sequéncias para a frente e para tras.

2.2.3.4.4. Analises filogenéticas

As sequéncias foram comparadas com as disponiveis na base de dados GenBank (NCBI-
National Centre for Biotechnology Information) utilizando a pesquisa BLASTn que foi
conduzida contra a base de dados ndo redundante (nr) nucleotide para recuperar as sequéncias
mais semelhantes para inferéncia filogenética. Sequéncias adicionais correspondentes as

principais espécies dentro dos generos Beauveria foram seleccionadas e incorporadas nas
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analises filogenéticas (Tabela 3). Duas sequéncias da regido ITS de Isaria fumosorosea
(ndmero de adesdo AY624182) e de Cordyceps_militaris (nimero de adesdo AB070374) foram
escolhidas como taxis de grupos externos de acordo com os resultados de anélises publicadas
anteriormente. As relacdes filogenéticas foram estimadas usando MEGA X v10.1 (Kumar et
al., 2018) e 0 método de maxima probabilidade (ML) no Tamura 3-parametros com modelo de
distribuicdo Gamma. A robustez da arvore ML foi inferida utilizando 1000 réplicas de

bootstrap.

Tabela 3. Detalhes dos isolados de Beauveria bassiana obtidos neste estudo ( ‘!') e das estirpes que
representam espécies de Beauveria recuperadas do GenBank e utilizadas em analises filogenéticas.
Espécies Pais GenBank Adesao nrs

Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana % S. Tomé Island NA
Beauveria bassiana Palestine MK862359
Beauveria bassiana Colombia MH233292
Beauveria bassiana India MK050627
Beauveria bassiana Argentina MG712624
Beauveria bassiana Thailand MN401664
Beauveria bassiana Brazil KF958305
Beauveria bassiana Ethiopia MWO077114
Beauveriabassiana Antarctica KU954338
Beauveria bassiana Spain MTO000957
Beauveria bassiana Korea MG952537
Beauveria asiatica South Korea HQ880787
Beauveria australis Australia HQ880789
Beauveria caledonica UK HQ880817
Beauveria caledonica UK MH873831
Beauveria kipukae USA HQ880803
Beauveria malawiensis Malawi HQ880825
Beauveria malawiensis Malawi DQ376247
Beauveria_lii China JN689372
Beauveria pseudobassiana Portugal HQ880791
Beauveria medogensis China KU994837
Beauveria sungii Japan HQ880809
Beauveria varroae France HQ880800
Beauveria vermiconia Chile HQ880822

2.2.4. Analise estatistica

A analise de dados foi realizada com a IBM SPSS Statistics, versdo 23. As analises de
variancia (ANOVA) foram realizadas com a variedade, altitude e precipitacdo como variavel
independente e as médias de tratamento foram submetidos ao teste HSD de Tukey (p<0,05),

sempre que apropriado. A andlise de correlacdo (Pearson's; r) foi realizada entre frutos verdes
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infestados, posicdo AB e frutos verdes com evidéncia de fungo entomopatogénico para avaliar
se a presenca de fungo entomopatogénico esta associada a incidéncia de pragas ajudando no

seu controlo e, assim, auxiliando no eventual processo de tomada de deciséo sobre o controlo

da broca.
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2.3. Resultados

2.3.1. Niveis de infestacdo de campo de Hypothenemus hampei

Foram observados frutos verdes infestados com a broca-do-café em todos os meses de
amostragem, embora as proporcfes de frutos verdes infestados fossem globalmente mais
elevadas em Sdo Carlos (1051 m altitude) em comparagdo com as plantacdes de café em
Brigroma (68 m altitude) (p<0,001). Os niveis de infestacbes mais elevadas foram registados
em Sao Carlos (20,0+3,9%; média + erro padrédo (SE)) (1051 m altitude), e CIAT/STP-BECI
(19,2+4,2%) (324 m altitude), mas sem diferencas significativas (p=1,00). N&o houve
diferencas significativas (p=0,70) entre Brigroma (2,3+0,6%) (68 m altitude), S&o Nicolau
(7,1£1,6%) (914 m altitude), e Poiso Alto (3,7+0,8%) (562 m altitude). N&o foram observadas
diferencas significativas (p=0,99) entre Bem-Posta (13,2+3,7%) (744 m altitude) e Novo
Destino (14,6+3,5%) (647 m altitude). Foram observadas diferencas significativas (p=0,01)
entre Bem-Posta (13,2+3,7%) (744 m altitude) e Brigroma (2,3+0,6%) (68 m altitude). A
diferenca entre Brigroma (2,3+0,6%) (68 m altitude) e Novo Destino (14,6£3,5%) (647 m
altitude) foi significativa (p=0,002) (Tabela 4). A variedade de café e a localidade
(altitude/microclima/maneio) afetou significativamente os niveis de infestacdo (F=15,74;
df=160; p<0,001) (Tabela A3.4. nos apéndices). Os niveis de infestacbes mais elevadas foram
registados no Coffee arabica. L. Foi registada uma correlacdo positiva entre o nivel de
infestacdo da broca-do-café e frutos verdes infestados com evidéncia de fungo

entomopatogénico no campo (t=15,06; r=0,59; p=0,001) (Tabela 4).

Tabela 4. Nivel de infestacdo da broca-do-café (CBB), posicdo de CBB (AB-CD) e frutos verdes infestados
com evidéncia de fungo entomopatogénico (EF), em Bem-Posta, Novo Destino, Brigroma, CIAT/STP-BECI,
S8o Carlos, Sao Nicolau, and Poiso Alto, na ilha de Sdo Tomé entre fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

CBB AB CD EF
Localidade Variedade Altitude Média + erro padrdo (SE)
Brigroma Robusta Baixa 2,3+0,6" 0,5£0,1¢  0,5+0,1¢  0,1+0,0°
Novo Destino Bourbon + Caturra Alta 14,6+3,5%® 1,8£0,4®  1,7#0,3®  1,440,6°
CIAT/STP-BECI Arabica Média 19,214,223 1,7+0,3% 1,6+0,3° 4,5+1,42
Poiso Alto Robusta Alta 3,7+0,8° 1,0+0,2% 0,6+0,2¢ 0,2+0,1°
Bem-Posta Red Catura Alta 13,243,7% 2,0£0,52 1,4+0,3¢ 2,1+1,4%®
S&o Nicolau Robusta Alta 7,1+1,6° 1,6+0,2° 0,8+0,1% 1,0+0,5°
Séo Carlos Red Catuai Alta 20,0+3,92 1,9+0,3% 2,3+0,3% 2,0+0,6%®
Meédia total 11,535 1,5+0,3 1,3+0,3 1,6£0,9
Correlacdo ** ** **

Notas: CBB = % de infestagao de broca-do-café, AB e CD = % de penetragdo de CBB dentro do fruto (posi¢des AB e CD),
EF= % de frutos verdes infestados com evidéncia de fungo entomopatogénico. Correlagdo ** (positivo). Zona baixa (68 m
altitude), zona média (324 m altitude) e zona alta (>562 m altitude).

TMeédias seguidas da mesma letra na coluna ndo sdo significativamente diferentes pelo teste Tukey HSD (a=0,05).

45



Observaram-se maiores niveis de infestacdo mensal por ramo em C. arabica L. (Caturra

Vermelha, Bourbon e Catuai Vermelha) (Figuras 5, 6, 7 e 8) em comparagdo com C. canephora
Pierre ex A. Froehner (Robusta) (Figuras 9, 10 e 11).
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Figure 5. Média de frutos por ramos, nivel de
infestacéo e frutos verdes infestados com evidéncia de
fungo entomopatogénico por més na localidade de
Bem-Posta entre fevereiro de 2018 a dezembro de
2019.
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Figure 6. Média de frutos por ramos, nivel de
infestacdo e frutos verdes infestados com evidéncia de
fungo entomopatogénico por més na localidade de
Novo Destino entre fevereiro de 2018 a dezembro de
2019.
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Figure 7. Média de frutos por ramos, nivel de
infestacdo e frutos verdes infestados com evidéncia de
fungo entomopatogénico por més na localidade de
Séo Carlos entre fevereiro de 2018 a dezembro de
2019.
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Figure 8. Média de frutos por ramos, nivel de
infestacdo e frutos verdes infestados com evidéncia de
fungo entomopatogénico por més na localidade de
CIAT/STP-BECI entre fevereiro de 2018 a dezembro
de 2019.
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Notas: Nivel de infestagdo e frutos verdes infestados com evidéncia de fungo entomopatogénico (EF) em
C. arabica L.

A floracdo de C. arabica L. foi observada em marco, maio, julho, agosto, setembro,
novembro e dezembro, enquanto a frutificagdo foi observada durante todo o periodo de
amostragem em Sdo Carlos, mas néo foi observada em abril, maio, julho e setembro em Bem-

Posta, em abril, maio e setembro em Novo Destino, e em setembro em CIAT/STP-BECI
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(Figuras 5, 6, 7 e 8 e Tabelas A2.1., A2.2. nos apéndices). A floracdo de Coffea canefora Pierre
ex A. Froehner (Robusta) foi observada de fevereiro a dezembro, enquanto a frutificacdo foi
observada durante todo o periodo de amostragem em Brigroma e S&o Nicolau, mas nao foi
observada em julho e agosto de 2019 em Poiso Alto (Figura 9, 10 e 11 e Tabelas A2.1., A2.2.

nos apéndices).
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Figure 9. Média de frutos por ramos, nivel de infestacdo
e frutos verdes infestados com evidéncia de fungo
entomopatogénico por més na localidade de Brigroma
entre fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.
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Figure 10. Média de frutos por ramos, nivel de
infestacdo e frutos verdes infestados com evidéncia
de fungo entomopatogénico por més na localidade de
Poiso Alto entre fevereiro de 2018 a dezembro de
2019.
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Figure 11. Média de frutos por ramos, nivel de
infestacdo e frutos verdes infestados com evidéncia de
fungo entomopatogénico por més na localidade de Séo
Nicolau entre fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Notas: Nivel de infestagdo e frutos verdes infestados com evidéncia de fungo entomopatogénico (EF) em C.

canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta).

2.3.2. Penetracéao dos frutos por Hypothenemus hampei

As percentagens mais elevadas da broca-do-café na posicdo AB foram observadas em
Bem-Posta (2,0£0,5%) (744 m altitude) em comparagdo com Brigroma (0,5+0,1%) (68 m
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altitude). Nao foram observadas diferencas significativas entre as percentagens da broca
(posicdo AB) no Novo Destino (1,8+0,4%) (647 m altitude) (p=1,00), S&o Carlos (1,9+0,3%)
(1051 m altitude) (p=0,99), e CIAT/STP-BECI (1,7£0,3%) (324 m altitude) (p=0,99). Na
posi¢do CD, Sao Carlos (2,3+0,3%) (1051 m altitude) apresentou as percentagens mais altas e
Brigroma (0,5£0,1%) (68 m altitude) as mais baixas. Ndo houve diferenca significativa
(p=0,99) entre as percentagens da broca (posi¢cdo CD) em Brigroma (0,5+0,1%) (68 m altitude)
e Poiso Alto (0,6+£0,2%) (562 m altitude) (Tabela 3). A variedade de café e a localidade
(altitude/microclima/maneio) afetaram significativamente as percentagens da broca-do-café na
posicdo (AB-CD) (F=6,51; df=160; p<0,001) (Tabela A3.1 e A3.2. nos apéndices). As
percentagens mais elevadas da broca-do-café em posicdo (AB-CD) foram registadas em Coffea
arabica. L. (Tabela 3). Os dados mensais das percentagens da broca-do-café em posicdo (AB-

CD) durante o periodo do ensaio encontrassem (Tabelas A2.5. e A2.6. nos apéndices).

2.3.3. Estados imaturos e adultos da Hypothenemus hampei durante o

desenvolvimento do fruto de café

Foram encontradas fases imaturas (ovos, larvas e pupas) e adultos de CBB durante todo
o0 periodo de amostragem. Observou-se maior nimero de ovos da broca-do-café por més na
localidade de Poiso Alto (562 m altitude) e menor em Bem-Posta (744 m altitude). Registaram-
se na localidade de Brigroma (68 m altitude) maiores nimeros médios de larvas, pupas e adultos
por més. Verificou-se no Novo Destino (647 m altitude) menores nimeros médios de larvas,
pupas e adultos por més (Tabela 5). Nao houve diferencas entre as localidades no nimero médio
de ovos (F=0,74; df=160; p=0,62) (Tabela A3.6. nos apéndices), larvas (F=1,42; df=160;
p=0,21) (Tabela A3.7. nos apéndices) e pupas (F=1,48; df=160; p=0,19) (Tabela A3.8. nos
apéndices) presentes em frutos verdes, em maturacdo e maduras, mas houve diferencas
significativas (F=3,42; df=160; p=0,003) no nimero médio de adultos CBB (Tabela A3.9. nos

apéndices).
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Tabela 5. Nimero médio de estados imaturos (ovos, larvas e pupas) e adultos da broca-do-café observados em
20 frutos de café em Bem-Posta, Novo Destino, Brigroma, CIAT/STP-BECI, Séo Carlos, Sdo Nicolau, and
Poiso Alto, na ilha de S&o Tomé entre fevereiro de 2018 a dezembro de 2019,

Ovo Larva Pupa Adulto

Localidade Variedade Altitude Média = SE

Brigroma Robusta Baixa 21,5+4,28 43,1+11,020 12,0#3,7*  25,645,9°
Novo Destino Bourbon + Caturra Alta 20,6+6,52 20,3%7,42 3,7+1,5% 13,7+1,4°
CIAT/STP-BECI Aréabica Média 20,8+4,92  28,149,9%  10,4+3,92 23,2442
Poiso Alto Robusta Alta 27,6476 385+105*  8,0+3,00  22,5+3,0%
Bem-Posta Red Catura Alta 17,3+4,58 30,3+10,7%8  8,5+3,98  17,0+2,6%
Sédo Nicolau Robusta Alta 21,9+5,1*  26,1+6,8? 5,9+2,7%  14,7+3,1%
Sé&o Carlos Red Catuai Alta 27,248,080  40,1+10,7¢ 11,4+4,4* 15,6+2,9%

tMédias seguidas da mesma letra na coluna néo sdo significativamente diferentes pelo teste Tukey HSD (¢=0,05). Baixa
(68 m altitude), Médio (324 m altitude) and Alta (>562 m altitude).

A oviposicgéo foi observada em todos os meses do ano 2018 em Bem-Posta (Figura 12),
Sdo Carlos (1051 m altitude) (Figura 14), no CIAT/STP-BECI (324 m altitude) (Figura 15),
mas nao se registou oviposi¢do no més de outubro em Novo Destino (647 m altitude) (Figura
13). J4 em 2019 ndo se observou oviposi¢cdo nos meses de setembro e dezembro no CIAT/STP-
BECI (324 m altitude) (Figura 15), nos meses de junho, julho, agosto e dezembro em Bem-
Posta (744 m altitude) (Figura 12), no més de junho em Novo Destino (647 m altitude) (Figura

13) e no més setembro em S&o Carlos (1051 m altitude) (Figura 14).
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Figura 12: Estados imaturos e adultos da broca-do- | Figura 13: Estados imaturos e adultos da broca-do-
café em 20 frutos observados mensalmente em Bem- | café em 20 frutos observados mensalmente em Novo
Posta entre anos de 2018 e 2019. Destino entre anos de 2018 e 2019.
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Figura 14: Estados imaturos e adultos da broca-do- | Figura 15: Estados imaturos e adultos da broca-do-
café em 20 frutos observados mensalmente em Séo | café em 20 frutos observados mensalmente no
Carlos entre anos de 2018 e 2019. CIAT/STP-BECI entre anos de 2018 e 2019.
Notas: estados imaturos (ovo, larva e pupa) e adultos do Hypothenemus hampei em C. arabica L.

Verificou-se a presenca de larvas em todos os meses do ano 2018 em Bem-Posta (744 m
altitude) (Figura 12) e Sdo Carlos (1051 m altitude) (Figura 14), mas ndo se registou nos meses
de outubro e novembro em Novo Destino (647 m altitude) (Figura 13) e no més dezembro no
CIAT/STP-BECI (324 m altitude) (Figura 15). J4 em 2019 ndo se registou larvas nos meses de
abril a dezembro em Bem-Posta (744 m altitude) (Figura 12), nos meses de junho e agosto em
Novo Destino (647 m altitude) (Figura 13), nos meses de abril e setembro em Séo Carlos (1051
m altitude) (Figura 14) e nos meses de outubro a dezembro no CIAT/STP-BECI (324 m
altitude) (Figura 15).

Registou-se 0 maior niumero de pupas no més de fevereiro de ambos 0s anos Bem-Posta
(744 m altitude) (Figura 12), nos meses de marco e abril de 2018 e nos meses de fevereiro e
marc¢o do ano 2019 em Novo Destino (647 m altitude) (Figura 13), mas ndo se registou pupas
no més de dezembro do ano de 2018 e nos meses de abril a dezembro em 2019 em Bem-Posta
(744 m altitude) (Figura 12), nos meses de fevereiro, maio, outubro e dezembro do ano de 2018
e nos meses de abril a dezembro de 2019 em Novo Destino (647 m altitude) (Figura 13), nos
meses de fevereiro, abril, setembro, outubro e dezembro do ano de 2018 e 2019 em S&o Carlos
(1051 m altitude) (Figura 14). N&o se registou pupas no més de julho do ano de 2018 e nos
meses de fevereiro, junho, julho, setembro, outubro, novembro e dezembro de 2019 em
CIAT/STP-BECI (324 m altitude) (Figura 15). Adultos foram observados todos os meses
durante o ensaio. Os dados médios de estados imaturos (ovo, larva e pupa) e adultos da broca-
do-café encontrasse nas (Tabelas A2.8, A2.9, A2.10 e A2.11 nos apéndices).
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Figura 18: Estados imaturos e adultos da broca-do-
café em 20 frutos observados mensalmente em Séo
Nicolau entre anos de 2018 e 2019.
Notas: estados imaturos (ovo, larva e pupa) e adultos do Hypothenemus hampei em C. canephora Pierre ex A.
Froehner (Robusta).

N&do se verificou oviposicdo na localidade de Poiso Alto (562 m altitude) no més
dezembro do ano 2018 e nos meses setembro, outubro e novembro de 2019 (Figura 17), em S&o
Nicolau (914 m altitude) no més de fevereiro de 2018 e nos meses de setembro e dezembro do
ano de 2019 (Figura 18). Verificou-se oviposicdo em Brigroma (68 m altitude) em todos os
meses de ambos os anos (Figura 16).

N&o se verificou a presenca de larvas em Poiso Alto (562 m altitude) no més de agosto
do ano 2018 e nos meses de setembro, outubro e novembro do ano de 2019 (Figura 7), em S&o
Nicolau (914 m altitude) no més de fevereiro do ano 2018 e nos meses de setembro e dezembro
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do ano de 2019 (Figura 18). J4 em Brigroma (68 m altitude) verificou-se a presenca de larvas
em todos 0s meses do ano 2018, mas ndo se registou nos meses de janeiro e dezembro do ano
de 2019 (Figura 16).

Observou-se 0 maior nimero de pupas no més de maio de 2018 e em abril do ano 2019.
N&o se registou pupas nos meses de fevereiro e dezembro do ano de 2018 e nos meses de
janeiro, outubro e novembro em 2019 no Brigroma (68 m altitude) (Figura 16). Registou-se 0
maior nimero de pupas nos meses de maio e junho de 2018 e no més marco do ano 2019. N&o
se registou pupas nos meses de agosto, setembro, outubro e novembro do ano de 2018 e nos
meses de fevereiro, maio, junho, julho, setembro, outubro e novembro de 2019 em Poiso Alto
(562 m altitude) (Figura 17), mas ndo se registou nos meses de fevereiro, outubro e dezembro
do ano de 2018 e nos meses de janeiro, setembro, outubro, novembro e dezembro de 2019 em
S&o Nicolau (914 m altitude) (Figura 18). Adultos foram observados em todos os meses durante
0 ensaio. Os dados médios de estados imaturos (ovo, larva e pupa) e adultos da broca-do-café
encontrasse nas (Tabelas A2.8, A2.9, A2.10 e A2.11 nos apéndices).

2.3.5. Identificacdo molecular da Beauveria bassiana

Para determinar a posicdo filogenética dos isolados de B. bassiana, foram realizadas
andlises filogenéticas com base nos dados da sequéncia ITS. A amplificagdo por PCR das
regides ITS do rDNA dos fungos entomopatogénicos isolados gerou um unico produto para
todos os isolados de aproximadamente 550 bp. Os resultados de BLAST mostraram que as
sequéncias ITS eram 99-100% idénticas (e-value 0,0, Query Cover 99%) aos isolados de B.
bassiana. Na arvore filogenética, observamos que todas as sequéncias de B. bassiana obtidas
do B-Bug; VKBb03 18S; bbR1f e LPSC 1226 isolados da Ilha de Sdo Tomé agrupados com

cepas fungicas de B. bassiana de outras regides geograficas (Figura 19).
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Beauweria bassiana MH233292 (Colombia)

Beauweria bassiana MN 401554 (Thailand)
Beauveria bassiana MKOS0627 (ndia)
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_| Beaweria bassiana KUS54338 (Antarctica)
Isolate VIKBEOS 185 (5. Tome Island) db
Izolate LPSC 1226 (5. Tome Island) &
lsolate B-Bug (S.Tome Island) 4
Isolate bbRAF(S. Tome Island) de
Beauveria bassiana MWO77114 [Ethiopia)
— Beauvera bassiana KF353305 (Brazil)

Beauveria bagsiana MTOO0S5T (S pain)
TL Beauverna bazsiana M G952537 (Korea)
Beauweria vamoae HQ230800 (France)
o4 | Beauvera pseudobassiana HO&30791 (P ortugal)
Beawvera malawiensis HQ880825 (Malawi)
Beauveria asiatica HQ88078T (South Korea)
Beawveria medogensis KUSS4837 (China)
Beauwvera australis HQB30739 (Australia)
Beawvera sungii HQ330305 (Japan)
Beawvena kipukae HQB20803 (USA)
Beawverna lii JNGES372 (China)
_99| Beauwvera caledonica MHE73831 (U nited Kingdom)
Beauwvera caledonica HQ380817 (United Kingdom )
=] _| Beauwerna malawiensis DQ376247 (Malawi)
%2 ' Beauwerna vermiconia H Q880822 (Chile)
_| lzara fumoscrsea AY524182 (Thailand)
C ordyceps miltaris ABO70374

—_
e

Figura 19. Relacdes filogenéticas de Beauveria bassiana isolados de frutos de café infestados
com base no alinhamento das sequéncias (550 bp) da regido ITS.

Arvore filogenética resultante de analises de méaxima probabilidade da regido ITS para
espécies de Beauveria bassiana. Os valores de Bootstrap acima de 50 sdo indicados nos nés.
As novas sequéncias (%) e sequéncias de B. bassiana incluidas neste estudo séo indicadas a

cores. Foram realizadas analises evolutivas em MEGA X.
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2.4. Discussao

Investigou-se a dindmica populacional e os niveis de infestagdo da broca do café na ilha
de S&o Tome, mas devido a floragdo irregular, ndo conseguimos determinar o numero de
geracOes sazonais da broca, mas encontramos frutos verdes infestadas em todos os meses
amostrados, e particularmente no final de maio a outubro durante as semanas que se seguiram
a época da principal de colheita e a formacao de novos frutos. A média de infestacdo nos sete
locais foi de (11,5+3,5%), com dois locais mostrando infestacdo <5%, um valor abaixo do nivel
de dano econdmico de 5% que foi estimado por varios autores (Costa et al., 2001; Fernandes et
al., 2011; Aristizabal, 2019%). Neste contexto, a praga parece ter sido um fator limitante da
producdo de café organico na ilha de Sdo Tomé durante o periodo do estudo. Varios fatores
podem influenciar a dinamica da populacdo da broca-do-café, entre eles: a precipitacéo,
temperatura, sombreamento, altitude e colheita (Fanton, 2001). Por outro lado, as combinagdes
de fatores ambientais e praticas culturais tais como indice pluviométrico diario, variedade de
café, idade de plantacdo e quantidade da broca-do-café, também influenciam o nivel de
infestacdo (Wegbe et al., 2007). Neste ensaio, os niveis de infestacdo diferiram entre as
localidades talvez devido a uma combinacdo de altitude/microclima/maneio e variedade. Coffea
arabica L. € mais tolerante a broca-do-café do que C. canephora Pierre ex A. Froehner
(Robusta), mas alguns estudos mostraram maior toleréncia da robusta a broca (Clarke e Macrae,
1988; Souza et al., 2004; Sera et al., 2010). Coffea arabica L. (var. Caturra) é mais suscetivel
a broca (Romero e Cortina, 2007), mas neste ensaio C. arabica L. (var. Catuai vermelha) foi
mais suscetivel. O nivel de infestacdo da broca-do-café entre 7% e 52% foi registado em
planta¢Bes de cafe sombreado (Carvalho et al., 1961; Marifio et al., 2016). Niveis de infestacdo
da broca-do-café entre 4% e 26% foram registados em plantacdes de café a plena luz solar em
Porto Rico (Marifio et al., 2016). Resultado semelhante (4%) foi registado em Poiso Alto (plena
luz do sol).

Encontrou-se o maior nimero médio de ovos em Poiso Alto (562 m altitude), e larvas,
pupas, e adultos da broca-do-café em Brigroma (68 m altitude). Talvez devido a uma
combinacdo de altitude/microclima existente nestas localidades. Constataram-se maior
reproducdo e dispersdo da broca em zonas baixas no Hawaii (Aristizébal et al., 2016). Menor
ocorréncia da broca foi observada na zona alta no sul da Colombia (Bosselmann et al., 2009).
Por outro lado, foi observada uma diminuicao da populacdo da broca em altitudes superiores a

(800 m altitude) na Costa Rica (Cuellar, 2010). Registou-se maior desenvolvimento da broca
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em localidades com 1.200 m altitude, com temperaturas médias superiores a 21°C e menor
desenvolvimento em locais com altitude superior a (1.600 m altitude), com temperaturas médias
abaixo de 19°C na Coldémbia (Constantino, 2010). Uma maior prevaléncia da broca foi registada
em plantagdes de café localizadas em baixa altitude no sudoeste da Etiopia (Asfaw et al., 2019).

A incidéncia de fungos entomopatogénicos foi bastante baixa na llha de Sd&o Tomé. Em
condicdes naturais, os fungos Beauveria bassiana ocorrem parasitando uma baixa percentagem
de CBB (Nilton, 2020). As percentagens de fungos Beauveria bassiana parasitando CBB
variaram de 0,23% a 0,47% em Rondonia, portanto mais baixas do que noutras regides do Brasil
(Nilton et al., 2002). Registou-se o dobro da percentagem de frutos verdes infestados com
Beauveria bassiana em Ka'u quando comparada com Kona no Hawaii (Aristizabal et al., 2017),
porém os niveis de infestacdo nestas areas eram mais elevados do que o registado neste estudo.
O nivel de infestacdo e os frutos verdes infestados com evidéncia de fungo entomopatogénico
por ramo de café foram diretamente proporcionais. Isto foi evidenciado pela correlacao positiva
observada. As maiores infestagdes e atividade de fungo entomopatogénico foram registadas nos
meses de menor precipita¢do na ilha de Sdo Tomé, particularmente de finais de maio a outubro
durante e nas semanas que se seguiram a principal época de colheita formacao de novos frutos.
As maiores quantidades de frutos verdes infestados com B. bassiana ocorreram em setembro-
outubro no Hawaii e Porto Rico (Aristizabal et al., 2017). Os fungos entomopatogénicos sdo
afetados por varios fatores que influenciam a sua abundancia, diversidade, viabilidade e
eficiéncia de infecdo num dado ecossistema, particularmente fatores abidticos: como a
temperatura, humidade relativa e radiacdo solar (Inglis et al., 2001; Vidal e Fargues, 2007).

A temperatura é um dos principais fatores que afetam a germinacao de entomopatogenos,
crescimento, esporulacdo e sobrevivéncia. A influéncia da temperatura é também notada
durante as interacGes hospedeiro-patdgeno (Blanford e Thomas, 2000). As temperaturas ideais
de germinacdo e crescimento dos entomopatdgenos variam de 23°C a 28°C, diminuindo com
temperaturas superiores a 30°C, e inibidos em temperaturas superiores a 34°C. A humidade
relativa é outro fator abi6tico conhecido por influenciar fortemente o fungo entomopatogénico
(Jaronski, 2010). De facto, a humidade relativa pode ser considerada o fator decisivo para o
aparecimento de surtos epizooticos, sendo necessaria para a germinagao, infecdo e esporulacao
de espécies de fungos entomopatogénicos (Hesketh et al., 2010). A maioria das espécies
fangicas requer pelo menos 90% de humidade relativa para germinacdo (Inglis et al., 2001).

Wraight et al. (2018) observaram a atividade de fungos entomopatogénicos (Beauveria
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bassiana) apenas quando reduziram o limiar de humidade para 85%. Encontramos atividade
elevada de fungos entomopatogénicos a (324 m altitude), provavelmente devido a uma
combinacéo de altitude/microclima.

Quatro estirpes de Beauveria bassiana (B-Bug; VKBb03 18S; bbR1f e LPSC 1226)
foram identificadas na llha de Sdo Tomé. A estirpe Beauveria bassiana LPSC 1226 também
foi encontrada infestando naturalmente o Schistocerca cancellata (Orthoptera: Acrididae) na
Argentina (Pelizza et al., 2020). Na Argentina, a estirpe Beauveria bassiana LPSC 1226
controlou 100% de Bufonacris claraziana (Orthoptera: Tristiridae) em condicOes laboratoriais
(Mariottinia et al., 2019). A estirpe Beauveria bassiana VKBb03 18S foi testada como
biopesticida para controlo de mosquitos no Sul da india (Vivekanandhan et al., 2020). Em geral,
as estirpes Beauveria bassiana foram utilizadas como componente principal dos programas de
gestdo de pragas para a CBB a nivel mundial (Alvaro et al., 2002; Cardenas et al., 2007; Silva,
2010; Jaramillo Gonzélez, 2012). Os nossos dados sugerem que este entomopatdgeno pode ser
utilizado como parte dos programas de MIP para a CBB na llha de Sdo Tomé, se uma
investigacdo mais aprofundada esclarecer quais as estirpes mais virulentas, quais as estirpes

predominantes em cada &rea e se sdo igualmente eficazes nas diferentes condi¢des climaticas.
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2.5. Conclusdes

Dos resultados obtidos, a ocorréncia de adultos da broca-do-café é um processo continuo
ao longo do periodo de maturacdo dos frutos, havendo um fluxo constante de novos adultos
infestando frutos. A dinamica populacional da broca e o nivel de infestacdo mostram que
existem periodos mais adequados para a adocao de praticas destinadas a reduzir a populagdo da
broca na ilha de S8 Tomé. Coffea arabica L. era mais suscetivel ao ataque da broca-do-café
do que C. canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta).

Quatro estirpes de Beauveria bassiana foram isoladas e encontradas a infetar
naturalmente a CBB. Esta é a primeira descoberta desta magnitude na llha de S&o Tomé. Este
€ um primeiro passo, mas a presenca de um fungo entomopatogénico capaz de controlar
biologicamente este insecto praga em Sdo Tomé pode permitir um método alternativo contra a
CBB.
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3. Capitulo 111

Captura em massa da broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) na ilha de Sdo Tome

Resumo

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867), é uma séria limitacdo na plantacdo de café
organico na ilha de Sdo Tomé. Até a data, a informacédo limitada sobre a fenologia sazonal desta espécie de praga
nas ilhas limita a implementacdo de programas de maneio integrado de pragas. Como parte de um programa de
formacéo de cafeicultores, avaliou-se trés atraentes em armadilhas vermelhas vs. transparentes para avaliar o olfato
e estimulos visuais da broca-do-café. A experiéncia foi delineada em (“split block™) com trés tipos de atraentes:
etanol comercial (E) + 40 g de café Robusta maduro (Al), proporcdo 3:1 de metanol e etanol (A2), e etanol
comercial + 10 g de café Arabica torrado moido (A3); e duas armadilhas caseiras transparentes (D1) e vermelhas
(D2). Os resultados mostraram que ndo houve uma interagdo significativa entre a armadilha e o atraente, mas
houve uma interacdo significativa entre a armadilha e a localidade (altitude/microclima/variedade) na captura da
broca-do-café. O tratamento D1A2 mostrou o melhor resultado com uma média de 47,4+19,2 adultos capturados
por armadilha por semana. A armadilha transparente iscada capturou maior quantidade de broca-do-café em Novo
Destino e Bem-Posta, enquanto armadilha vermelha iscada capturou mais broca-do-café em Poiso Alto. Uma
maior captura de CBB foi registada no final de maio até outubro. Em suma, as armadilhas caseiras por si sé ndo

sdo eficazes para controlar a broca do café, mas sdo Uteis na monitorizagdo desta espécie.

Palavra chaves: Café; atraentes; gestdo integrada de pragas (IPM); nivel de infestacéo;
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Mass trapping control the coffee berry borer, Hypothenemus hampei

(Ferrari, 1867) in Sao Tome Island

Abstract

Coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867), is a serious insect pest of organic coffee
plantation in Sdo Tomé Island. To date, there is limited information available regarding the seasonal phenology of
this pest species on the islands limits the implementation of integrated pest management programmes. As part of
a coffee farmer training programme, three attractants were evaluated in red vs. transparent traps to assess olfactory
and visual stimuli. The experiment was delineated in a split-block design with three types of attractants:
commercial ethanol + 40 g of ripe Robusta coffee (A1), proportion 3:1 methanol and ethanol (A2), and commercial
ethanol + 10 g of ground roasted Arabica coffee (A3); and two home-made transparent (D1) and red (D2) traps.
The results showed that there was no significant interaction between the trap and the attractant, but there was a
significant interaction between trap and locality (elevation/microclimate/variety) for CBB capture. D1A2
treatment exhibited the best result with an average of 47.4+19.2 adults/trap/week. Transparent baited trap captured
more borer at Novo Destino and Bem-Posta, while red baited trap provided the best result in Poiso Alto. A greater
capture of CBB was recorded late May through October.

In short, home-made traps alone are not effective for controlling the coffee berry borer, but they are useful

in monitoring this species.

Keywords: coffee, attractants, integrated pest management (IPM), infestation level;
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3.1. Introducéo

H. hampei (Ferrari, 1867) é o fator limitante na producdo de café orgénico na ilha de Sdo
Tomé e o seu controlo tem sido muito dificil para 0 CECAFEB. Inicialmente, o CECAFEB
utilizou 6leo de Neem para o controlo da CBB sem impacto significativo na populacdo de
espécies de pragas (CECAFEB 2014). O 6leo de Neem foi substituido pelo uso de Bacillus
thunringiensis (Dipel), que se revelou eficaz no controlo da broca, mas foi proibido na produgéo
de café organico (COLEACP, 2020). Atualmente, o CECAFEB esta a utilizar armadilhas
transparentes caseiras com duas aberturas com atraente contendo etanol para a captura em
massa de CBB (CECAFEB 2020).

Os sinais visuais desempenham um papel importante na preferéncia da CBB por frutos
maduros (vermelhos) versus frutos imaturos (verdes) (Giordanengo, 1992; Mathieu, 1995;
Mathieu et al., 1997; Mathieu et al., 2001; Rainho, 2015). Os besouros mostraram preferéncia
pelo preto e vermelho (Ticheler, 1963; Mathieu et al., 2001). A fémea da CBB tém olhos
maiores e responde ao movimento, enquanto 0os machos tem olhos rudimentares e viséo
deficiente (Mandelsham e Wood, 2007; Vega et al., 2014). As fémeas sdo também atraidas por
semioquimicos libertados pelo fruto em desenvolvimento (Mathieu et al., 2001; Mendesil et al.,
2009; Cruz e Malo, 2013). Os semioquimicos dos frutos do café sdo compostos por diferentes
alcoois (Ortiz et al,. 2004). Os atraentes visuais para CBB sao utilizadas para melhorar a
monitorizacao atraves da utilizacdo de iscas. Logo, o uso de armadilhas com semioquimicos
para monitoramento e uma possivel captura em massa de adultos da broca-do-café é uma
alternativa eficiente e barata (Moreno et al., 2010; Fernandes et al., 2011). Ao longo dos anos,
foram realizados vérios estudos utilizando armadilhas contendo uma mistura de &lcoois, tais
como etanol e metanol, para a monitorizacao de adultos CBB (Mathieu et al., 1997; Dufour e
Frérot, 2008; Rostaman e Prakoso, 2020). Atraente composto por uma mistura de etanol (99,9%
de pureza) e metanol (100% de pureza), na proporcdo de 1:3 é bastante eficiente na captura em
massa de adulto da CBB (Barrera et al., 2004, 2006; Dufour e Frérot, 2008; Pereira et al.,
2012).

No presente estudo, avaliou-se trés atraentes em armadilhas vermelhas vs. transparentes

para avaliar a possivel captura em massa da broca-do-café.
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3.2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados entre os meses de agosto a dezembro de 2018 e de
janeiro a julho de 2019 em 3 localidades pertencentes a CECAFEB, sendo: Bem-Posta, Novo
Destino e Poiso Alto.

Foi selecionado uma parcela de café; as caracteristicas dessas parcelas estdo referidas na
(Tabela 6). As préticas culturais nessas parcelas sdo: capina, poda e colheita profilatica, sem

uso de pesticida.

Tabela 6. Caracteristicas das parcelas de café selecionadas para instalagdo de armadilha.

Localidade Bem-Posta Novo Destino Poiso Alto
Distrito Mé-Zochi Mé-Zochi Lobata
Coordenadas geogréficas (UTM) 235805,0 35496,0 235301,0 34253,0 238518,0 37273,3
Altitude (m altitude) 744 647 562
Temperatura média anual (°C) 23 23 23,1
Precipitacdo média (mm) 1514,9 1514,9 1257,3
Humidade relativa do ar 85,5 85,5 85,5
Distancia entre plantas (m) 2X2 1x2 25x25
Idade de plantacdo (anos) 4 4 3
Topografia Inclinado Inclinado Inclinado
Area (ha) 1,0 1,0 0,7
Armadilha (n°) 30 30 20
Variedade Caturra Caturra Robusta

3.2.1. Armadilhas

As armadilhas utilizadas foram do desenho “ECOIAPAR”: utilizou-se 2 tipos de
armadilhas: a transparente feita com garrafas de “PET” de 0,5 L, com duas aberturas laterais
retangular (3 x 11 cm); e vermelha feita com garrafas de “PET” de 1,5 L, com uma abertura
lateral retangular (10 x 15 cm) e pintadas com tinta a 6leo vermelha RGB (128,0,0) (Figura 20).
Essa cor foi usada por ser a mais atraente aos adultos da broca-do-café (Mathieu et al., 1997,
1999; Barrera et al., 2006; Dufour e Frerot, 2008). As garrafas foram presas as plantas a 1,5
metros de altura do solo Barrera et al. (2004) e Aristizabal et al. (2016) com arame galvanizado.
No fundo da armadilha, foram adicionados 120 ml de &gua com 5% de detergente neutro
(Barrera et al., 2004; Dufour e Frérot, 2008).

Distribuiu-se 30 armadilhas por hectare de forma a cobrir toda a area Fernandes et al.(
2014) e monitorizada mensalmente. A distancia entre armadilhas foi de 10 m de acordo com

(Pan-uk, 2014), colocadas no més de agosto de 2018 e terminando em julho de 2019.
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Figura 20: Tipos de armadilhas caseiras para capturar adultos de broca do café. D1 = armadilha
transparente com duas aberturas laterais retangulares; D2 = armadilha vermelha com uma abertura lateral
retangular. Fotos tiradas pelo autor.

3.2.2. Atraentes

No interior da armadilha foi fixado frasco de vidro de 10 ml (0.7 cm didmetro x 4.3 cm
comprimento) contendo o atraente (Pereira et al., 2012; Aristizabal et al., 2015, 2016). Foram
utilizados trés tipos de atraentes (Tabela 6). O atraente Al foi composto por etanol comercial
(96,0% de pureza) mais café robusta maduro. O procedimento dessa mistura consistiu em
colocar 40 gramas sementes de café robusta bem maduro em 1 litro de etanol comercial (96,0%
de pureza) durante 4 dias, a fim de libertar todas substéncias contida na polpa do fruto para o
etanol. A taxa de libertacdo dessa mistura foi 0,67 ml/dia. O atraente A2 foi composto por uma
mistura de etanol (96,0% de pureza) e metanol (100% de pureza), na proporcéo de 1:3 (Moreno
et al., 2010; Rosalia et al., 2015). A taxa de libertacdo dessa mistura foi 1,3 ml/dia. Por fim, o
atraente A3 foi composto por uma mistura de etanol comercial (96,0% de pureza) mais 10
gramas de café arabica torrado moido por litro de solvente como uma taxa de libertacdo dessa
mistura foi 0,67 ml/dia. O fluido no interior das armadilhas foi mudado e o atraente foi reposto

em cada avaliacdo. Mais detalhes da experiéncia sdo mostrados na (Tabela 7).
3.2.3. Delineamento experimental

O ensaio foi delineado em talhdes subdivididos (“split block™) em que os talhdes

principais ou grandes talhdes séo as dos tipos de armadilhas e os pequenos talhdes (sub talhdes)
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os diferentes tipos de atraentes (Tabela 7). Foram efetuadas cinco repeticfes por cada

tratamento. A dimensdo de cada sub talhdo foi de 33 x 50 m.

Tabela 7. Detalhes de experiemento e tratamentos

Fatores Tratamentos
Al=etanol comercial (96,0%) + 40 g de café maduro D1A1
A2=proporc¢do 3:1 metanol (100%) e etanol (96,0%) D1A2
A3=etanol comercial (96,0%) + 10 g de café torrado moido D1A3
Dl1=armadilha transparente D2A1
D2=armadilha vermelha D2A2
D2A3

3.2.4. Determinacdes analiticas

Foi avaliada a captura mensal de broca-do-café por: tipo de atraente, e tipo e cor de

armadilha.

3.2.4.1 Adultos da Hypothenemus hampei capturado

Cada armadilha foi verificada mensalmente e o seu conteudo filtrado atraves de uma
peneira de malha fina. O contetido da armadilha filtrada foi colocado em sacos de pléstico com
70% de etanol. Os adultos CBB foram contados com uma ampliacéo inferior a 20x utilizando
um estereoscopio e outros insetos/besouros encontrados nas armadilhas foram separadas
(Moreno et al., 2010; Fernandes et al., 2011; Johnson et al., 2018).

3.2.5. Analise estatistica

A analise de dados foi realizada com a IBM SPSS Statistics 23. Analises de variancia
(ANOVA) foram realizadas com tipo de armadilha e atraente como varidveis independentes e
as médias de tratamento foram submetidos ao teste HSD de Tukey (p<0,05), sempre que
apropriado. A analise de correlacdo (Pearson's; r) foi realizada entre nimeros de brocas

capturadas e nivel de infestacdo em Bem-Posta.
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3.3. Resultados
3.3.1. Atraente em armadilhas caseiras iscada para a captura em massa de

Hypothenemus hampei

O tratamento D1A2 apresentou 0 maior nimero de adulto capturado por semana (47,4
+19,2) e o tratamento D2A1 apresentou 0 menor numero de adulto capturado (7,5+4,9).
Observaram-se diferencas significativas (p<0,001) entre D1A2 e os restantes tratamentos, mas
ndo entre D1A1 (15,9+4,0) e D2A3 (14,1£7,1). N&o ha diferencas significativas (p=0,99) entre
esses dois tratamentos, bem como entre os tratamentos D2A2 (30,0+£17,6) e D1A3 (23,04£8,1)
(p=0,69) (Figura 21).
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Figura 21: Numero de adultos CBB capturados por tratamento por semana, armadilha transparente iscada com
etanol + 40 g de café Robusta maduro (D1A1), armadilha transparente iscada com proporcédo 3:1 de metanol e
etanol (D1A2), armadilha transparente iscada com etanol + 10 g de café Arabica torrado moido (D1A3),
armadilha vermelha iscada com etanol + 40 g de café Robusta maduro (D2A1), armadilha vermelha iscada com
propor¢do 3:1 metanol e etanol (D2A2) e armadilha vermelha isca com etanol + 10 g de café Arabica torrado
moido (D2A3) durante 12 meses consecutivos em Bem-Posta, Novo Destino e Poiso Alto (Ilha de Sdo Tome)
entre Agosto de 2018 e Julho de 2019. Barra seguida da mesma letra ndo é significativamente diferente pelo
teste Tukey HSD (p<0,05).

O tratamento D1A2 capturou uma média de 215,9+46,6 adultos/armadilha em agosto,
setembro 412,5+70,6, em outubro 260,7+56,4, maio 345,2+105,4, junho 310,3%£53,2, e julho
375,5+82,8. Em contraste, D2A1 capturou uma média de 30,4+16,3 adultos/armadilha em

agosto, fevereiro 54,8+24,7, maio 38,1+95,9, e junho 35,9+159,1. Foram encontradas
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diferencas altamente significativas (F = 33.734; df=1059; p< 0.000) na captura mensal de
adultos com as diferentes armadilhas (Figura 22). A armadilha D2 também capturou outros

insetos/besouros, enquanto a armadilha D1 capturou Ceratitis capitata.
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Figura 22: Captura mensal de adultos CBB (Hypothenemus hampei) em "Bem-Posta", "Novo Destino" e
"Poiso Alto" durante (Augusto 2018 a Julho 2019) por armadilha transparente (D1) e vermelha (D2) isca
com etanol + 40 g de café Robusta maduro (Al); propor¢do 3:1 de metanol e etanol (A2) e etanol + 10 g de
café Arabica torrado moido (A3).

A maior captura de adulto de CBB registada com armadilha D1 foi em Novo Destino,
com uma média de 133,4+60,8 adultos capturados por armadilha por més, 118,0+47,9 em Bem-
Posta e com armadilha D2 foi registrada em Poiso Alto 145,3+£99,9. A menor captura foi obtida
com D2 32,0£15,0 adultos capturados por armadilha por més em Bem-Posta. Houve diferencas
significativas (p< 0,001) entre as armadilhas D1 e D2. A mistura de etanol e metanol (A2) teve
a maior captura mensal, enquanto o &lcool misturado com café Robusta maduro (A1) capturou
menor. Foram encontradas diferencgas altamente significativas (p<0,001) na captura mensal de
adultos nos diferentes tratamentos. N&o foram encontradas diferencas significativas (p=0,11)
entre os tratamentos Al e A3 (Tabela 8). Verificou-se uma interacdo significativa (p=0,000)
entre armadilha e localidade (altitude/microclima/variedade), mas n&o ha interacdo significativa

(p=0,22) entre modelo de armadilha e atraente na captura do CBB (Tabela 8, Tabela A3.10. nos
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apéndices). As maiores capturas mensais foram registadas no Poiso Alto 112,3+75,6 adultos
por armadilha por més e com diferencas significativas (p=0,03) para 0 Novo Destino que
capturou 93,7+47,0 e Bem-Posta que tinha 75,0+37,6 (Tabela 8). O total de CBB capturado foi

de 97218 fémeas.

Tabela 8. Média total e media de adultos da broca-do-café capturados mensalmente, em funcdo de armadilhas
(D1 e D2) e atraentes (Al, A2 e A3) durante 12 meses consecutivos em Bem-Posta, Novo Destino e Poiso Alto,

Sao Tomé entre Agosto 2018 a Julho de 2019.
Média de adultos capturados mensalmente

Média + SE
Média total Armadilha Atraentes
Localidades Capturado D1 D2 Al A2 A3
Bem-Posta 75,0+37,6° 118,0+47,9%  32,0£15,0° 33,2+12,2° 125,2457,3%  66,5+21,5°
Novo Destino 93,7+47,0%  133,4+60,8°  54,0+21,4° 48,2+18,1° 150,2469,08  82,7+33,1°
Poiso Alto 112,3475,6%  79,3+36,3" 145,3499,90  64,1+23,4>  1944+117,2% 72,7+38,8°

TANOVA (localidades: F=3.410; df=1059; p< 0,033; armadilha: F=14.872; df=1059; p< 0,000;
armadilha*localidade: F=16.177; df=1059; p< 0,000; atraente: F=33.734; df=1059; p< 0,000 e

armadilha*atraente: F=1.533; df=1059; p< 0,216).
+ Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo séo significativamente diferentes pelo teste Tukey HSD (p<0.05).

N&o houve correlacdo positiva entre 0 nimero de CBB capturados e o nivel de infestagdo (r =

0,10, df=155, P = 0,56).
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3.4. Discussao

Investigamos a eficécia de trés atraentes em armadilhas vermelhos vs. transparentes para
avaliar a captura em massa da broca-do-café. Embora, o nimero de geracdes sazonais de CBB
ndo seja claro na ilha de Sdo Tomé, capturou-se CBB em todos os meses, sendo a maior parte
capturada no final de maio a outubro durante as semanas que se seguiram a época da principal
de colheita e a formac&o de novos frutos. O periodo predominante de atividade de voo da CBB
ocorreu na estacdo seca com baixa precipitacdo observada na Ilha de Sdo Tomé. No Brasil,
ocorrem normalmente dois picos (em julho e outubro) de captura de CBB, com o pico mais alto
em julho (Oliveira et al., 2017). Nesse ensaio 0 maior pico de captura da broca foi registado no
més de setembro. O nimero mais elevado de adultos de broca capturado foi registado entre
janeiro e marco na Colémbia (Aristizébal et al., 2015). Foram observadas infestacdes elevadas
(>250 adultos por armadilha por semana) durante o desenvolvimento do fruto, em maio e junho
(Kona) e em junho e julho (Kau) (Aristizabal et al., 2017). Foram capturados ndmeros mais
elevados de CBB, atingindo um pico em janeiro e fevereiro com uma média de 1.650 a 6.120
adultos por armadilha por semana em Colémbia (Aristizabal et al., 2015).

Né&o foi observada neste estudo interacdo significativa entre o modelo de armadilha e o
atraente. Foi observada anteriormente uma interacdo significativa entre a cor da armadilha e o
atraente (Mathieu et al., 1997; Silva et al., 2006%). Diversos fatores estdo envolvidos na
determinacdo da eficiéncia das armadilhas. Fatores intrinsecos, tais como cores, atraentes, taxas
de libertacao, altura e local de fixacdo (planta ou estaca), contraste com a paisagem, interagem
entre si e devem interagir com caracteristicas do ambiente, por exemplo, o sistema de producao
de café (densamente plantado, semi-densamente plantado e convencional), sombreado ou néo,
variedade, microclima e relevo (Silva et al., 2006"). Armadilhas transparentes com duas
aberturas capturaram mais brocas durante o ensaio de campo (Figura 20), mas em baixa
guantidade quando comparadas com outro estudo (Leiva-Espinoza et al., 2019), que capturaram
um méaximo de 4.000 adultos por armadilha por semana com armadilha vermelha (caseiras)
com cinco aberturas no Per0. Estes resultados podem ser explicados pelo facto de que a
armadilha transparente tinha duas aberturas e a vermelha uma. A armadilha de multiplos funis
obteve melhores resultados na captura em massa CBB (Mendoza, 1991). O mesmo padréo foi
observada na Colémbia com uma armadilha de cinco funis (Cérdenas, 2000). As armadilhas

transparentes séo eficientes para atrair e capturar a CBB (Silva et al., 2006%). Os resultados sdo
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semelhantes aos obtidos neste ensaio. Em contraste, muitos autores salientam que as armadilhas
vermelhas sdo mais eficientes do que as armadilhas transparentes na captura em massa de
adultos CBB (Mathieu et al., 1997; Barrera et al., 2006; Dufour & Frérot, 2008). Por outro lado,
aarmadilha vermelha com lcool como atraente sem esséncia de café € mais eficiente na captura
em massa de CBB (Leiva-Espinoza et al., 2019). Foi observada uma interacdo significativa
entre tipo armadilha e localidade (altitude/microclima/variedade) neste estudo. Silva et al.
(2006") mencionaram a importancia de se estudar as interagdes dos varios fatores intrinsecos
das armadilhas e destes fatores com o ambiente no qual a armadilha sera instalada.

Os nossos dados sugerem que as armadilhas caseiras podem ser utilizadas para
monitorizar a CBB, mas ndo para a captura em massa da CBB, que requer niveis de captura
muito mais elevados. No entanto, a falta de correlacéo entre a infestacdo de campo da CBB e a
captura por armadilhas convida a estudos em maior escala em diferentes areas para validar a
utilizacdo de tais armadilhas a partir da amostragem da CBB em S&o Tomé e Principe. Outros
autores sugeriram que as armadilhas iscadas com metanol e etanol poderiam ser utilizadas para
monitorizar a atividade de voo, de modo a melhorar o tempo de pulverizacdo de pesticidas
(Aristizabal et al., 2016). De facto, muitos artigos salientam que as armadilhas ndo devem ser
utilizadas sozinhas para o controlo da CBB; pelo contrario, devem ser um componente de

programas multifacetados de maneio integrado a serem implementados (Infante, 2018).
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3.5. Conclusdes

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que as armadilhas capturaram mais broca em
finais de maio a outubro, porque foram mais eficientes quando a humidade é mais baixa na llha
de Sdo Tomé e Principe. Todos os atraentes poderiam ser utilizados como instrumento de
monitorizacdo e uma possivel captura em massa da broca-do-café na llha de Sdo Tomé devido
a baixo custo e disponibilidade local.
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4 Capitulo IV

4.1. Conclusoes finais

As informac6es disponiveis sobre a broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), e as observacbes do presente trabalho, permitem
concluir que:

1. A dindmica populacional da broca-do-café e o nivel de infestagdo mostram que
existem periodos mais adequados para adogdo de préticas que visem a reducdo da
populacdo dessa praga em Sdo Tomé.

2. A espécie de Coffea arabica L. demostrou ser mais suscetivel ao ataque da broca-do-
café em relacdo ao Coffea canephora Pierre ex A. Froehner (Robusta).

3. A atividade de fungo entomopatogénico, B. bassiana foi mais notavel entre finais de
maio a outubro. A sua presenca vem abrir novas perspetivas para a luta biologica
contra esta importante praga do cafezal.

4. A broca-do-café encontra condicGes favoraveis nas areas estudadas e, provavelmente,
nas demais parcelas do Sdo Tomé.

5. A maior captura de CBB ocorreu entre finais de maio e outubro. No geral, estas
descobertas expandem a compreensdo da utilizacdo das armadilhas como uma

estratégia util para a gestdo integrada de pragas (MIP) da broca.
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4.2. Apéndices

Apéndices.1. (Condigdes climaticas)

Tabela Al.1.: Médias de dados climéaticos mensais de temperatura nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino,
Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, S8o Carlos e Sao Nicolau durante anos de 2018 a 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto  Brigroma CIAT/STP-BECI  S°Carlos  S° Nicolau

Meses T (°C) T (°C) T (°C) T (°C) T (°C) T (°C) T (°C)
Jan 222 222 228 247 222 22,8 22,8
Fev 227 227 225 24,9 227 225 225
Mar 227 227 21,9 252 227 21,9 21,9
Abr 22,4 22,4 22,0 251 22,4 22,0 22,0
Mai 22,1 221 21,9 24,7 221 21,9 21,9
Jun 21,9 21,9 21,0 236 21,9 21,0 21,0
Jul 21,4 21,4 20,8 22,6 21,4 20,8 20,8
Agos 21,2 21,2 22,0 22,9 21,2 22,0 22,0
Set 21,7 21,7 23,0 238 21,7 23,0 23,0
out 21,5 21,5 23,0 24,0 21,5 23,0 23,0
Nov 22,0 22,0 22,8 24,2 22,0 22,8 22,8
Dez 22,4 22,4 22,8 24,5 22,4 22,8 22,8

Tabela Al.2.: Médias de dados climaticos mensais precipitacdo nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino,
Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Sdo Carlos e Sdo Nicolau durante anos de 2018 a 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto  Brigroma CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau

Meses P (mm) P (mm) P (mm) P (mm) P (mm) P (mm) P (mm)
Jan 24,0 24,0 38,4 205,0 24,0 384 38,4
Fev 218,0 218,0 107,5 177,0 218,0 107,5 107,5
Mar 106,1 106,1 110,0 258,0 106,1 110,0 110,0
Abr 273,5 273,5 1155 280,0 273,5 1155 1155
Mai 149,5 149,5 175,6 253,0 149,5 175,6 175,6
Jun 42,1 42,1 10,0 59,0 42,1 10,0 10,0
Jul 2,9 2,9 3,0 4,0 2,9 3,0 3,0
Agos 1,5 15 2,5 39,0 15 2,5 2,5
Set 46,8 46,8 88,7 166,0 46,8 88,7 88,7
Out 2195 2195 120,3 446,0 2195 120,3 120,3
Nov 262,5 262,5 140,4 358,0 262,5 140,4 140,4
Dez 168,5 168,5 170,8 227,0 168,5 170,8 170,8
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Tabela Al1.3.: Médias de dados climaticos mensais de humidade relativa do ar nas localidades de Bem-Posta,
Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, S&do Carlos e Sdo Nicolau durante anos de 2018 a 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto  Brigroma CIAT/STP-BECI  S°Carlos  S° Nicolau
Meses Hr (%) Hr (%) Hr (%) Hr (%) Hr (%) Hr (%) Hr (%)
Jan 81 81 80 79 81 80 80
Fev 82 82 82 80 82 82 82
Mar 81 81 83 86 81 83 83
Abr 82 82 83 82 82 83 83
Mai 87 87 86 80 87 86 86
Jun 86 86 88 80 86 88 88
Jul 90 90 90 80 90 90 90
Agos 88 88 88 77 88 88 88
Set 85 85 85 85 85 85 85
Out 86 86 85 86 86 85 85
Nov 87 87 87 87 87 87 87
Dez 88 88 89 82 89 89 89

Apéndices.2. (Tabela resumos de atividades do campo)
Tabela A2.1.: Presenca de floragdo nas parcelas experimental durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro

de 2019.

Floracédo de 2018
Parcelas Jan  Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dec
Bem-Posta Ndo Ndo Nado Sim Ndo Nido N&do Sim Ndo Nao Sim
Novo destino Ndo Ndo Ndo Sim Ndo Ndo Nido Ndo Ndo Nao Néo
Brigroma Ndo Sim Nado Sim Nado Sim N&do Sim Sim Sim Nao
CIAT/STP-BECI Ndo Ndo Ndo Sim Ndo Ndo Nio Sim Ndo Sim Néo
S° Carlos Ndo Sim Ndo Sim Ndo Sim Sim Sim Ndo Nio Sim
S° Nicolau Ndo Sim Ndo Nido Sim Sim Sim Sim Sim Nio Sim
Poiso Alto Ndo Sim Sim Sim Ndo Sim Sim Sim Sim Nio Sim

Floracdo de 2019
Parcelas Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dec
Bem-Posta Ndo Ndo Nio Sim Sim Ndo Sim Sim Ndo Nio Ndo Nao
Novo destino Ndo Ndo Sim Nido Sim Sim Nido Sim Sim Nao Ndo Nao
Brigroma Sim  Sim Sim Sim Sim Sim N& Sim Sim Sim Sim Sim
CIAT/STP-BECI Sim Sim Nio Sim Sim N Nido Sim Sim Sim Sim Sim
S° Carlos Sim Sim Sim Sim Sim Nido N&do Sim Sim Sim Sim Sim
S° Nicolau Sim Sim Sim Sim Sim N& Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Poiso Alto Ndao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
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Tabela A2.2.: Nimeros de frutos contabilizados por um ramo representativo em 15 arvores que contenha 30-100
frutos em desenvolvimento mensalmente nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-

BECI, Sao Carlos e Sao Nicolau durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Bem-Posta Novo Destino  Poiso Alto  Brigroma  CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau
Meses (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°)
Fev 653 594 1097 1332 945 777 979
Mar 516 643 959 1411 1022 905 1028
Abr 646 602 1087 1485 880 1035 1047
Mai 705 571 1268 1203 1142 738 888
Jun 708 711 1053 1154 830 800 833
Jul 733 695 845 952 771 763 1010
Agos 651 854 974 835 789 677 1003
Set 532 712 906 902 611 582 923
Out 539 660 893 1047 579 688 759
Nov 532 668 897 1053 719 684 761
Dez 583 713 1283 1335 905 705 828
Ano 2019
Jan 684 651 1106 1299 841 848 920
Fev 546 543 1256 1056 777 715 819
Mar 527 482 1148 1024 658 648 876
Abr 0 0 1085 1161 630 711 599
Mai 0 0 1218 1342 670 590 845
Jun 574 559 876 937 674 537 974
Jul 0 653 0 928 680 531 1003
Agos 509 635 0 952 739 506 826
Set 0 0 512 944 0 469 824
Out 585 570 577 891 911 806 736
Nov 600 672 989 1396 874 705 706
Dez 617 647 827 1658 909 702 805
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Tabela A2.3.: Ficha de registro de levantamento mensal da broca-do-café por localidade.

,»:ﬁi r'*\s& CENTRO DE INVESTIGACAO AGRONOMICO E TECNOLOGICO DE SAO TOME
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W ™ AMOSTRAGEM DE FRUTOS: VISUAL E COLETA
Local: CTATY /ISTP-BECTX
Talhdo: 4 A
Tamanho: @8 Gou
B Floragdo: 5 {Caow -
Data: 3 /0 5 /2018
Amostra de nimeros de frutos observados em diversos ramos por ponto
de amostragem
Planta Numero de frutos por ramo (NFR), nimero de frutos infestados por broca-
(n°) do-café (NFBC), posigdao de CBB (AB-CD), infecdo por B. bassiana (Bb),
mortalidade de CBB e frutos sa.
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Tabela A2.4.: Niveis de infestacdo mensais da broca-do-café nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso
Alto, CIAT/STP-BECI, Séao Carlos e Sdo Nicolau durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Bem-Posta Novo Destino  Poiso Alto Brigroma CIAT/STP-BECI S°Carlos  S° Nicolau
Meses (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fev 15,0 14,8 31 1,7 111 36,3 13,4
Mar 10,1 7,9 3,2 0,8 13,6 33,6 4,1
Abr 7,3 3,5 2,8 0,4 8,8 45,5 2,1
Mai 17,4 1,6 4,1 1,9 32,6 42,3 2,3
Jun 5,8 26,6 4,7 0,7 32,5 27,6 3,5
Jul 24,1 13,7 7,0 3,8 38,9 31,3 5,4
Agos 45,3 15,0 4,2 9,3 56,3 37,7 12,7
Set 12,2 14,0 2,1 7,1 33,6 11,2 20,6
Out 15,4 26,5 55 39 24,5 4,5 8,1
Nov 17,5 24,0 4,5 3,4 11,2 3,2 6,5
Dez 19,7 21,6 2,6 1,3 4,1 2,7 6,8
Ano 2019
Jan 8,3 9,2 15 11 4,5 4,8 5,8
Fev 11,2 11,8 3,7 11 8,0 8,8 3,7
Mar 7.4 11,6 0,3 1,3 15,2 12,5 3,2
Abr 0,0 0,0 1,8 2,1 9,1 15,5 2,5
Mai 0,0 0,0 7,6 1,7 9,3 17,6 3,8
Jun 27,5 15,2 2,3 11 31,5 22,0 5,6
Jul 0,0 37,8 0,0 4,6 41,6 14,1 4,9
Agos 471 49,1 0,0 2,2 20,7 35,4 14,6
Set 0,0 0,0 98 01 0,0 20,7 17,2
Out 9,9 14,2 9,5 0,9 7,6 10,7 12,5
Nov 2,0 7.3 2,4 0,9 14,6 10,6 2,3
Dez 2,4 7,6 3,1 1,2 10,2 11,1 1,6
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Tabela A2.5.: Percentagem da broca-do-café na posicdo (AB) nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso
Alto, CIAT/STP-BECI, Séo Carlos e Sdo Nicolau durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto Brigroma CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau

Meses (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fev 14 1,0 1,4 0,4 0,6 1,3 1,4
Mar 1,6 2,0 0,6 0,1 0,8 1,2 1,2
Abr 1,7 1,2 0,2 0,1 0,6 1,0 1,0
Mai 3,7 0,4 0,9 0,2 1,8 2,4 0,0
Jun 14 3,4 1,2 0,3 2,7 3,2 1,4
Jul 34 3,0 15 0,8 3,2 3,0 1,7
Agos 2,6 14 1,6 1,1 2,7 3,1 2,7
Set 4,5 3,4 1,0 1,3 3,6 2,9 3,0
Out 3,0 3,1 1,7 0,9 2,2 1,8 1,8
Nov 3,9 3,1 1,7 0,9 15 1,8 1,8
Dez 0,0 1,8 1,2 1,0 1,0 0,8 2,5
Ano 2019
Jan 1,6 1,4 0,6 0,4 1,3 1,2 1,7
Fev 1.8 1,7 0,6 0,2 1,2 15 1,2
Mar 15 0,6 0,4 0,6 1,4 0,5 14
Abr 0,0 0,0 0,6 0,4 2,2 11 1,3
Mai 0,0 0,0 1,0 0,3 3,3 2,0 1,7
Jun 35 1,8 14 0,3 4,0 2,4 1,3
Jul 0,0 4,0 0,0 0,3 1,6 3,6 1,1
Agos 5,9 3,5 0,0 0,2 0,7 3,0 1,6
Set 0,0 0,0 2,5 0,1 0,0 2,6 3,2
Out 1,2 1,2 1,9 0,7 1,1 15 1,9
Nov 1,2 19 1,0 0,1 1,7 0,9 0,7
Dez 1,1 2,2 0,6 0,1 0,9 0,7 0,6
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Tabela A2.6.: Percentagem da broca-do-café na posicdo (CD) nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso
Alto, CIAT/STP-BECI, Sao Carlos e Sdo Nicolau durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto Brigroma CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau

Meses (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fev 3,7 2,5 0,3 0,2 15 3,7 0,9
Mar 3,1 2,5 11 0,2 1,7 3,1 0,4
Abr 15 0,5 0,9 0,3 1,6 2,7 0,4
Mai 1,3 11 1,3 0,4 0,5 2,6 1,3
Jun 11 15 1,0 0,4 1,6 1,3 0,7
Jul 15 1,2 0,4 0,7 1,3 1,6 1,2
Agos 2,6 2,3 0,4 1,2 18 2,7 1,0
Set 0,7 0,8 0,2 0,9 15 2,2 0,8
Out 2,2 1,9 0,6 0,6 0,8 0,3 0,8
Nov 1,3 1,9 0,6 0,6 1,3 0,3 0,8
Dez 0,5 2,5 0,2 0,2 0,0 0,7 0,7
Ano 2019
Jan 15 3,1 0,0 0,2 0,5 0,8 0,3
Fev 2,6 3,0 0,5 0,6 1,5 2,0 0,7
Mar 2,5 2,9 0,0 0,3 2,9 1,7 0,6
Abr 0,0 0,0 0,7 0,6 1,0 2,8 0,8
Mai 0,0 0,0 0,3 0,6 0,8 2,4 0,8
Jun 2,4 2,0 0,2 0,4 1,8 3,4 1,0
Jul 0,0 2,0 0,0 0,3 4,0 3,2 11
Agos 1,2 2,2 0,0 0,8 3,8 472 1,7
Set 0,0 0,0 2,0 0,0 0,0 3,6 0,8
Out 0,9 2,1 2,1 0,3 2,3 1,6 0,1
Nov 0,7 1,2 0,2 0,7 1,6 3,3 0,3
Dez 0,8 1,1 1,0 0,5 2,9 3,4 0,3
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Tabela A2.7.: Percentagem da mortalidade da broca-do-café associado com o fungo entomonopatogénco nas
localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Sao Carlos e Sdo Nicolau durante meses
de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto Brigroma CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau

Meses (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fev 0,5 0,0 0,0 0,3 1,3 0,8 1,1
Mar 0,8 0,3 0,0 0,1 1,7 1,9 0,4
Abr 0,2 0,0 0,2 0,1 0,3 3,3 0,3
Mai 1,4 0,2 0,1 0,1 6,0 3,4 0,0
Jun 0,0 3,5 0,2 0,0 6,1 6,8 0,1
Jul 3,8 0,3 1,0 0,1 8,0 58 0,1
Agos 9,4 0,6 0,2 0,0 18,4 49 0,9
Set 11 0,1 0,0 0,2 13,3 14 3,6
Out 3,7 3,6 0,2 0,0 10,4 0,1 1,2
Nov 11 3,9 0,2 0,0 0,8 0,1 1,2
Dez 0,0 1,3 0,0 0,1 14 0,1 1,2
Ano 2019
Jan 0,7 0,0 0,2 0,0 0,7 0,2 0,2
Fev 0,6 11 0,7 0,0 1,0 0,1 0,0
Mar 0,2 0,4 0,1 0,0 50 0,5 0,0
Abr 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
Mai 0,0 0,0 0,9 0,0 2,7 0,3 0,1
Jun 0,4 18 0,3 0,1 8,2 19 0,1
Jul 0,0 3,1 0,0 0,0 4,0 0,2 0,1
Agos 23,6 9,6 0,0 0,0 7,3 55 2,8
Set 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,1 7,2
Out 1,4 1,8 0,2 0,0 14 2,2 14
Nov 0,2 0,2 0,1 0,0 3,3 1,0 0,8
Dez 0,2 0,2 0,0 0,0 1,2 0,9 0,6
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Tabela A2.8.: Numeros médios de ovos da broca-do-café observados em 20 frutos de café nas localidades de Bem-
Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Séo Carlos e Sdo Nicolau durante meses de fevereiro de 2018
a dezembro de 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto Brigroma CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau

Meses (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°)
Fev 2,3 0,6 19 2,0 1,3 1,3 0,0
Mar 0,7 15 2,1 1,2 19 2,8 0,6
Abr 1,8 0,1 3,1 1,7 3,3 1,0 15
Mai 1,3 1,3 1,6 2,0 0,8 1,2 2,3
Jun 0,6 0,8 15 1,6 1,7 1,9 25
Jul 0,7 0,9 0,9 15 1,8 1,3 0,4
Agos 2,9 4,6 0,1 0,6 1,0 0,1 1,6
Set 0,7 1,3 1,6 1,6 0,3 0,7 2,6
Out 0,4 0,0 0,7 0,3 0,3 0,7 14
Nov 0,4 0,1 0,5 0,3 0,5 0,6 1,0
Dez 0,6 0,2 0,0 0,4 0,6 0,7 0,1
Ano 2019
Jan 1,9 0,4 0,3 0,5 1,3 2,6 0,4
Fev 1,0 2,2 15 0,4 1,7 1,6 1,3
Mar 1,1 0,5 3,4 15 1,7 1,1 0,6
Abr 1,8 2,4 2,1 1,6 18 0,2 0,8
Mai 0,4 3,2 3,6 1,2 2,0 1,7 2,2
Jun 0,0 0,0 0,9 2,6 14 2,0 2,8
Jul 0,0 0,5 4,8 2,0 0,1 6,6 1,6
Agos 0,0 0,4 1,5 0,9 0,2 2,0 0,7
Set 0,4 0,6 0,0 0,2 0,7 0,0 0,0
Out 0,4 1,5 0,0 0,2 0,1 0,6 0,7
Nov 0,8 0,6 0,0 0,3 0,0 0,4 0,5
Dez 0,0 0,5 0,1 0,6 0,0 0,4 0,0
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Tabela A2.9.: Nameros médios de larvas da broca-do-café observados em 20 frutos de café nas localidades de Bem-
Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Séo Carlos e Sdo Nicolau durante meses de fevereiro de 2018
a dezembro de 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto Brigroma CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau

Meses (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°)
Fev 3,2 0,2 3,3 15 1,2 3,3 0,0
Mar 54 2,1 4,0 0,9 4,2 2,8 0,8
Abr 0,3 0,6 2,8 2,9 1,0 0,3 1,2
Mai 0,3 0,4 6,4 52 04 19 35
Jun 1,2 0,6 1,8 4,4 0,7 6,3 1,8
Jul 0,9 0,5 1,0 1,3 1,3 1,7 41
Agos 45 50 0,0 2,5 54 1,2 1,1
Set 14 2,6 1,9 2,7 1,2 0,3 1,2
Out 1,2 0,0 1,3 0,7 0,3 0,6 2,0
Nov 1,0 0,0 1,0 0,5 0,1 0,5 1,8
Dez 1,3 0,5 0,3 0,6 0,0 0,1 0,6
Ano 2019
Jan 3,2 1,6 0,1 0,0 0,5 2,6 0,2
Fev 57 0,6 0,7 2,4 0,6 3,3 14
Mar 4,3 3,0 3,8 2,7 5,0 35 14
Abr 0,0 14 4,1 8,2 3,0 0,0 0,9
Mai 1,2 0,4 45 2,8 4,3 3,3 1,6
Jun 0,0 0,0 1,6 1,4 1,1 4,2 14
Jul 0,0 0,2 1,3 2,1 0,0 1,3 41
Agos 0,0 0,0 4,0 3,9 2,4 6,3 0,5
Set 0,0 0,3 0,0 1,9 0,3 0,0 0,0
Out 0,3 3,0 0,0 0,2 0,0 0,6 0,6
Nov 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 1,6 0,4
Dez 0,0 0,4 0,6 1,1 0,0 1,0 0,0
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Tabela A2.10.: Nimeros médios de pupas da broca-do-café observados em 20 frutos de café nas localidades de
Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Sdo Carlos e Sdo Nicolau durante meses de fevereiro de
2018 a dezembro de 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto Brigroma CIAT/STP-BECI  S° Carlos  S° Nicolau

Meses (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°) (N°)
Fev 2,0 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 0,0
Mar 0,4 0,6 0,6 0,7 25 1,8 0,7
Abr 0,3 0,8 0,7 04 0,6 0,0 0,3
Mai 0,2 0,0 1,3 2,5 0,8 0,5 04
Jun 0,3 0,3 1,6 1,3 0,7 2,9 0,5
Jul 0,3 0,2 0,9 0,8 0,0 0,9 2,1
Agos 0,7 0,1 0,0 1,0 1,7 0,9 0,3
Set 0,9 0,5 0,0 11 14 0,0 0,2
Out 0,1 0,0 0,0 0,3 0,6 0,0 0,0
Nov 0,1 0,1 0,0 0,3 0,3 0,1 0,1
Dez 0,0 0,0 0,8 0,0 0,7 0,0 0,0
Ano 2019
Jan 0,9 0,5 0,0 0,0 0,1 0,4 0,0
Fev 2,4 0,6 0,5 1.4 0,0 1,7 0,4
Mar 1,4 0,6 1,6 0,5 0,9 0,6 0,9
Abr 0,0 0,0 0,8 1,8 15 0,0 0,2
Mai 0,2 0,0 0,0 0,2 04 0,5 0,2
Jun 0,0 0,0 0,1 0,5 0,0 0,9 0,3
Jul 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,5 0,6
Agos 0,0 0,0 0,2 0,8 0,1 1,8 0,1
Set 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Out 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nov 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dez 0,0 0,0 0,2 0,3 0,0 0,0 0,0
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Tabela A2.11.: Numeros médios de adultos da broca-do-café observados em 20 frutos de café nas localidades de
Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Sdo Carlos e Sdo Nicolau durante meses de fevereiro
de 2018 a dezembro de 2019.

Bem-Posta  Novo Destino  Poiso Alto  Brigroma  CIAT/STP-BECI S° Carlos S° Nicolau

Meses (N9 (N9 (N9 (N9 (N9 (N°) (N9
Fev 0,7 0,1 1,3 0,7 1,0 0,6 0,5
Mar 0,6 0,8 14 0,6 2,2 1,0 1,2
Abr 2,3 0,9 2,1 2,0 1,0 1,1 0,4
Mai 1,2 0,8 11 51 1,2 1,0 0,7
Jun 0,9 0,8 2,7 1,9 1,6 2,9 1,4
Jul 0,8 0,5 0,6 2,0 0,5 0,6 0,4
Agos 1,1 1,0 0,9 2,7 2,7 0,6 0,7
Set 15 0,8 0,6 11 1,8 0,2 0,5
Out 0,6 0,5 1,0 1,0 1,7 0,7 0,5
Nov 0,6 0,5 1,0 1,0 11 0,7 0,5
Dez 0,5 0,5 0,8 0,6 0,6 0,3 1,1
Ano 2019
Jan 0,6 1,2 0,7 0,3 0,5 1,0 0,2
Fev 1,0 0,9 1,4 1,0 0,6 0,7 0,5
Mar 1,7 1,2 1,2 0,8 0,6 0,7 1,8
Abr 0,6 0,8 1,7 1,8 3,3 0,5 0,2
Mai 0,5 0,7 0,8 1,0 1,4 0,6 0,7
Jun 1,1 0,6 1,6 0,4 0,8 0,8 1,4
Jul 0,9 0,9 1,0 0,6 0,7 0,8 2,3
Agos 0,6 0,6 1,3 1,7 0,8 0,8 0,9
Set 0,6 0,6 0,9 0,9 0,8 0,6 0,5
Out 0,9 0,5 0,9 0,7 11 0,5 0,4
Nov 0,7 0,5 0,8 0,8 0,7 0,9 0,6
Dez 0,3 0,7 0,7 1,2 0,7 0,9 0,3
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Apéndices.3. (Resumo das analises de variancia)

Tabela A3.1.: Resumo da analise de variancia para percentagem de adultos de broca-do-café no posicionamento
AB.

Tipo Il Soma Quadrado Noncent. Poder
Origem dos Quadrados  df Médio F Sig. Pardmetro observado®
Modelo corrigido 40,8572 6 6,809 6,506 0,000 39,037 0,999
Intercepto 357,764 1 357,764 341,829 0,000 341,829 1,000
Variedade 40,857 6 6,809 6,506 0,000 39,037 0,999
Erro 161,179 154 1,047
Total 559,800 161
Total corrigido 202,036 160

a. R Quadrado=0,202 (R Quadrado Ajustado=0,171)
b. Calculado usando alfa=0,05

Tabela A3.2.: Resumo da anélise de variancia para percentagem de adultos de broca-do-café no posicionamento
CD.

Tipo 111 Soma dos Quadrado Noncent. Poder
Origem Quadrados df Médio F Sig.  ParAmetro observado®
Modelo corrigido 62,5042 6 10,417 14,677 0,000 88,061 1,000
Intercepto 257,219 1 257,219 362,390 0,000 362,390 1,000
variedade 62,504 6 10,417 14,677 0,000 88,061 1,000
Erro 109,307 154 0,710
Total 429,030 161
Total corrigido 171,811 160

a. R Quadrado=0,364 (R Quadrado Ajustado=0,339)
b. Calculado usando alfa=0,05

Tabela A3.3.: Resumo da andlise de variancia para percentagem frutos verdes infestados com evidencia de fungo
entomonopatogénco.

Tipo 11l Soma Noncent. Poder
Origem dos Quadrados df  Quadrado Médio F Sig.  Pardmetro observado®
Modelo corrigido 306,5332 6 51,089 5879 0,000 35271 0,998
Intercepto 414,724 1 414,724 47,720 0,000 47,720 1,000
variedade 306,533 6 51,089 5879 0,000 35271 0,998
Erro 1338,383 154 8,691
Total 2059,640 161
Total corrigido 1644,916 160

a. R Quadrado=0,186 (R Quadrado Ajustado=0,155)
b. Calculado usando alfa=0,05
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Tabela A3.4.: Resumo da andlise de variancia para nivel de infestacdo da broca-do-café nas localidades de Bem-
Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Séo Carlos e S&o Nicolau durante meses de fevereiro de 2018
a dezembro de 2019.

Tipo 111 Soma dos Quadrado Noncent. Poder
Origem Quadrados df Médio F Sig. Pardmetro  observado®
Modelo corrigido 7088,775% 6 1181,463 10,967 0,000 65,803 1,000
Intercepto 21136,137 1 21136,137 196,201 0,000 196,201 1,000
variedade 7088,775 6 1181,463 10,967 0,000 65,803 1,000
Erro 16589,937 154 107,727
Total 44814,850 161
Total corrigido 23678,713 160

a. R Quadrado=0,299 (R Quadrado Ajustado=0,272)
b. Calculado usando alfa=0,05

Tabela A3.5.: Resumo da andlise de variancia para nivel de infestacdo da broca-do-café em funcdo de altitudes
durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Tipo 111 Soma Quadrado Noncent. Poder
Origem dos Quadrados  df Médio F Sig. Pardmetro observado®
Modelo corrigido 1118,3262 1 1118,326 7,882 0,006 7,882 0,797
Intercepto 19352,772 1 19352,772 136,394 0,000 136,394 1,000
Altitude 1118,326 1 1118,326 7,882 0,006 7,882 0,797
Erro 22560,387 159 141,889
Total 44814,850 161
Total corrigido 23678,713 160

a. R Quadrado=0,047 (R Quadrado Ajustado=0,041)
b. Calculado usando alfa=0,05

Tabela A3.6.: Resumo da analise de variancia para nimeros de ovos da broca-do-café observados em 20 frutos de
café nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Sao Carlos e Sdo Nicolau durante
meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Tipo 11l Soma Quadrado Noncent. Poder
Origem dos Quadrados  df Médio F Sig. Parametro observado®
Modelo corrigido 1907,975? 6 317,996 0,737 0,620 4,423 0,286
Intercepto 80810,242 1 80810,242 187,329 0,000 187,329 1,000
Localidade 1907,975 6 317,996 0,737 0,620 4,423 0,286
Erro 66432,783 154 431,382
Total 149151,000 161
Total corrigido 68340,758 160

a. R Quadrado=0,028 (R Quadrado Ajustado=0,010)
b. Calculado usando alfa=0,05
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Tabela A3.7.: Resumo da analise de variancia para nimeros de larvas da broca-do-café observados em 20 frutos
de café nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Sao Carlos e Sdo Nicolau

durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Tipo Il Soma Quadrado Noncent. Poder
Origem dos Quadrados  df Médio F Sig. Pardmetro observado®
Modelo corrigido 9677,2802 6 1612,880 1,423 0,209 8,539 0,543
Intercepto 168791,112 1 168791,112 148,932 0,000 148,932 1,000
Localidade 9677,280 6 1612,880 1,423 0,209 8,539 0,543
Erro 174534,609 154  1133,342
Total 353003,000 161
Total corrigido 184211,888 160

a. R Quadrado=0,053 (R Quadrado Ajustado=0,016)
b. Calculado usando alfa=0,05

Tabela A3.8.: Resumo da analise de variancia para nimeros de pupas da broca-do-café observados em 20 frutos
de café nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Séo Carlos e S&o Nicolau

durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Tipo 11l Soma Quadrado Noncent. Poder
Origem dos Quadrados df Médio F Sig. Parédmetro observado®
Modelo corrigido 1253,0812 6 208,847 1,488 0,186 8,927 0,565
Intercepto 11794,311 1 11794,311 84,024 0,000 84,024 1,000
Localidade 1253,081 6 208,847 1,488 0,186 8,927 0,565
Erro 21616,609 154 140,368
Total 34664,000 161
Total corrigido 22869,689 160

a. R Quadrado=0,055 (R Quadrado Ajustado=0,018)
b. Calculado usando alfa=0,05

Tabela A3.9.: Resumo da andlise de variancia para nimeros de adultos da broca-do-café observados em 20 frutos
de café nas localidades de Bem-Posta, Novo Destino, Poiso Alto, CIAT/STP-BECI, Séo Carlos e Sdo Nicolau

durante meses de fevereiro de 2018 a dezembro de 2019.

Tipo 11l Soma Quadrado Noncent. Poder
Origem dos Quadrados df Médio F Sig. Parametro observado®
Modelo corrigido 3099,8012 6 516,634 3,418 0,003 20,505 0,936
Intercepto 57514,590 1 57514,590 380,456 0,000 380,456 1,000
Localidade 3099,801 6 516,634 3,418 0,003 20,505 0,936
Erro 23280,609 154 151,173
Total 83895,000 161
Total corrigido 26380,410 160

a. R Quadrado=0,118 (R Quadrado Ajustado=0,083)
b. Calculado usando alfa=0,05
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Tabela A3.10.: Resumo da analise de variancia para nimero de adultos de broca-do-café capturado.

Tipo Il Soma dos Quadrado

Origem Quadrados df Médio F Sig.

Intercepto Hipotese 9063927,225 1 9063927,225 79,449 0,012
Erro 229876,148 2,015  114084,145%

Localidade Hipotese 230510,469 2 115255,235 0,232 0,811
Erro 992240,319 2 496120,159°

Armadilha Hipotese 342220,142 1 342220,142 0,699 0,491
Erro 981052,765 2,003  489676,109¢

Armadilha*Localidade  Hipotese 992240,319 2 496120,159 16,177 0,000
Erro 32201007,784 1050 30667,626¢

Atraente Hipotese 2087103,709 2 1043551,855 34,028 0,000
Erro 32201007,784 1050 30667,626¢

Armadilha*Atraente Hipétese 94042,160 2 47021,080 1,533 0,216
Erro 32201007,784 1050 30667,626¢

a, 0,986 MS(Localidade) + 0,014 MS(Erro)

b, MS(Armadilha * Localidade)

c, 0,986 MS(Armadilha * Localidade) + 0,014 MS(Erro)
d, MS(Erro)

Tabela A3.11.: Resumo da analise de variancia para nimero de adultos de broca-do-café capturado por parcela
com diferente armadilha.

Tipo 11l Soma Quadrado Noncent,
Origem dos Quadrados  df Médio F Sig. Parametro Poder observado®
Modelo corrigido  729432,739? 3 243144246 7,230 0,000 21,691 0,983
Intercepto 9073147,168 1 9073147,168 269,810 0,000 269,810 1,000
Localidade 229334,083 2 114667,041 3,410 0,033 6,820 0,642
Armadilha 500098,657 1 500098,657 14,872 0,000 14,872 0,971
Erro 35511129,219 1056  33627,963
Total 45156920,000 1060

Total corrigido 36240561,958 1059
a, R Quadrado=0,020 (R Quadrado Ajustado=0,017)
b, Calculado usando alfa=0,05

Tabela A3.12.: Resumo da andlise de varidncia para nimero de adultos de broca-do-café capturado por parcela
com diferentes atraentes.

Tipo 111 Soma Quadrado Noncent, Poder
Origem dos Quadrados  df Médio F Sig. Parametro  observado®
Modelo corrigido  2393883,7212 4 598470,930 18,654 0,000 74,617 1,000
Intercepto 9014003,496 1 9014003,496 280,966 0,000 280,966 1,000
Atraente 2164549,638 2 1082274,819 33,734 0,000 67,469 1,000
Localidade 219646,769 2 109823,384 3,423 0,033 6,846 0,644
Erro 33846678,237 1055  32082,159
Total 45156920,000 1060

Total corrigido 36240561,958 1059
a, R Quadrado=0,066 (R Quadrado Ajustado=0,063)
b, Calculado usando alfa=0,05
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