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RESUMO

RODRIGUES, Paulo R. POTENCIAL DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS
COMERCIAIS PARA O CONTROLE DE Alphitobius diaperinus (PANZER)
(COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE). 2019. 65 folhas.

Dissertacdo (Mestrado em Agroecossistemas) — Programa de Pés-Graduacdo em
Agroecossistemas, Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Dois Vizinhos,
20109.

Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) conhecido como
cascudinho-de-aviario € o principal inseto-praga da avicultura de corte. Causa
prejuizos nutricionais, sanitarios, desconforto as aves e danos estruturais as unidades
de producédo. Assim, objetivou-se avaliar o potencial dos fungos entomopatogénicos
Beauveria bassiana (IBCB 66 e Bb2), Metarhizium anisopliae (IBCB 425 e Ma2) e
Isaria fumosorosea (If1) em metodologias distintas de aplicacdo sobre larvas e adultos
de A. diaperinus, em condi¢bes de laboratorio e semicampo. Em laboratorio, os
tratamentos consistiram na aplicacéo de 1 mL das suspensdes dos isolados de fungos
entomopatogénicos (1x10° conidios.mL'). Como testemunhas utilizou-se &agua
destilada esterilizada, agua destilada esterilizada com Tween® (0,01%) e inseticida
guimico (cipermetrina+clorpirifés+but.piperonila). Bioensaio 1) Avaliou-se a
patogenicidade dos isolados sobre larvas e adultos de A. diaperinus e; Bioensaio 2)
os isolados mais promissores foram incorporados a racao das aves. Os insetos foram
transferidos para as unidades experimentais (UEs), sendo placas de Petri (@15 cm)
para adultos, e placas de acrilico com 12 pogos (d1 cm por pogo) para larvas, estas
foram alocadas em estufa incubadora (27 £ 2 °C, U.R. 70 £ 10% e fotoperiodo de
14h). Cada tratamento foi composto por oito repeticdes, com 12 larvas e 12 adultos
por repeticdo. Em semicampo, foram adotados os tratamentos que foram promissores
no Bioensaio 1 de laboratério. Como testemunhas utilizou-se as mesmas adotadas
nos bioensaios de laboratério. Bioensaio 1) testou-se a aplicacdo de 1,2 mL dos
tratamentos a superficie das UEs de contato dos insetos e; Bioensaio 2) a
incorporacao de 10 mL dos tratamentos em meio a cama aviaria. As UES consistiram
de caixas organizadoras, translicidas, com 19L de volume, supridas com 0,003 m3 de
cama aviaria. Estas foram alocadas em sala climatizada sob condi¢bes 27 + 2 °C, U.R.
70 + 10% e fotoperiodo de 14h. Cada tratamento foi composto por cinco repeti¢oes,
com 20 larvas e 20 adultos por repeticdo. As avaliacGes foram realizadas apés 10
dias, para laboratério, e com sete e 10 dias, para semicampo. Sendo a variavel-
resposta a mortalidade. Em laboratério, no Bioensaio 1, os isolados BC2, IBCB 425 e
IF1 foram patogénicos a larvas de A. diaperinus, provocando 40; 52,8 e 33,5% de
mortalidade, respectivamente. Para adultos, apenas o isolado IBCB 425 foi
patogénico, causando 38,3% de mortalidade. Tanto para Bioensaio 2 de laboratorio,
guanto para os bioensaios 1 e 2 de semicampo, estes foram considerados nédo
significativos. Embora trés isolados de fungos entomopatogénicos (Bb2, IBCB 425 e
If1) tenham apresentado patogenicidade sobre larvas e adultos de A. diaperinus, sua
viruléncia foi considerada baixa. Assim, sugere-se novos estudos com diferentes
isolados das espécies utilizadas, bem como, de outras espécies de fungos afim de
encontrar um isolado eficiente para o controle biolégico de A. diaperinus.

Palavras-chave: Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae. Isaria fumosorosea.
Metodologia de aplicagcdo. Controle biolégico. Cascudinho-de-aviério.



ABSTRACT

RODRIGUES, Paulo R. POTENTIAL OF COMMERCIAL ENTOMOPATHOGENIC
FUNGI FOR THE CONTROL OF Alphitobius diaperinus (PANZER)
(COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE). 2019. 65 pages.

Dissertation (Msc in Agroecosystems) - Programa de Pdés-Graduacdo em
Agroecossistemas, Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Dois Vizinhos,
20109.

Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) known as lesser
mealworm is the main insect-plague of poultry houses. It causes nutritional losses,
sanitary conditions, discomfort to birds and structural damage to production units. The
objective of this study was to evaluate the potential of the entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana (IBCB 66 and Bb2), Metarhizium anisopliae (IBCB 425 and Ma2)
and Isaria fumosorosea (Ifl) in different application methodologies on larvae and
adults of A. diaperinus under conditions laboratory and semi-field. In the laboratory,
the treatments consisted in the application of 1 mL of the suspensions of the isolates
of entomopathogenic fungi (1 x 10° conidia.mL!). Sterilized distilled water, distilled
water  sterilized with  Tween® (0.01%) and chemical insecticide
(cypermethrin+chlorpyrifos+piperonilabutoxide) were used as controls. Bioassay 1)
The pathogenicity of the isolates was evaluated on larvae and adults of A. diaperinus
and; Bioassay 2) the most promising isolates were incorporated into the poultry feed.
The insects were transferred to the experimental units (UES), being Petri dishes (815
cm) for adults, and acrylic plates with 12 wells (&1 cm per well) for larvae, these were
allocated in an incubator incubator (27 + 2 ° C, RH 70 £ 10% and photoperiod of 14h).
Each treatment consisted of eight replicates, with 12 larvae and 12 adults per replicate.
In semi-field, the treatments that were promising were adopted in Bioassay 1 of the
laboratory. As controls, the same ones used in laboratory bioassays were used.
Bioassay 1) the application of 1.2 ml of the treatments on the surface of the contact
UEs of the insects was tested; Bioassay 2) the incorporation of 10 mL of the treatments
in medium to the litter. The UEs consisted of organizer boxes, translucent, with 19L of
volume, supplied with 0.003 m?3 of litter. These were allocated in an air conditioned
room under conditions 27 + 2 ° C, U.R. 70 £ 10% and photoperiod of 14h. Each
treatment consisted of five replicates, with 20 larvae and 20 adults per replicate. The
evaluations were performed after 10 days, for laboratory, and with seven and 10 days,
for semi-field. The variable-response is mortality. In laboratory, in Bioassay 1, isolates
BC2, IBCB 425 and IF1 were pathogenic to larvae of A. diaperinus, causing 40; 52.8
and 33.5% mortality, respectively. For adults, only IBCB 425 isolate was pathogenic,
causing a 38.3% mortality. For both Laboratory Bioassay 2 and semi-field bioassays 1
and 2, these were considered to be non-significant. Although three isolates of
entomopathogenic fungi (Bb2, IBCB 425 and If1) showed pathogenicity on larvae and
adults of A. diaperinus, their virulence was considered low. Thus, it is suggested new
studies with different isolates of the species used, as well as other fungi species in
order to find an efficient isolate for the biological control of A. diaperinus.

Keywords: Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae. Isaria fumosorosea.
Methodology of application. Biological control. Lesser mealworm.
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1 INTRODUCAO

A avicultura é uma atividade pecuéria que consiste na criacao de aves para a
producdo de alimentos, sendo o frango, a espécie mais explorada no Brasil e no
Mundo. Contudo, codornas, marrecos, perus, avestruzes, entre outras espécies,
também possuem importancia econémica (ABPA, 2018; GODOQY, 2017). A producéo
de carnes e ovos € o principal foco dentro desta atividade, sendo conhecida como

avicultura de corte e postura, respectivamente.

Nas Ultimas décadas houve um direcionamento de esforcos para o
melhoramento de aspectos genéticos, nutricionais, ambientacéo e logistica da referida
cadeia de producédo, o que propiciou ao Brasil pais figurar entre os paises mais
competitivos na producéo e comercializacao de frangos (ABPA, 2018; GODOY, 2015;
VENTURA, 2017). Contudo, alguns entraves técnicos ainda trazem impactos que
podem causar perdas ao sistema de producéo, podendo ser destacadas as falhas no
controle de pragas. Insetos-praga podem ser responsaveis por perdas quantitativas e
gualitativas, bem como, atuar como vetores de patdgenos importantes, prejudiciais a
saude humana e animal, sendo Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera:
Tenebrionidae), o principal inseto-praga da avicultura (CATELLI; PINHEIRO, 2014;
JAPP; BICHO; SILVA, 2010).

Alphitobius diaperinus, também conhecido como “cascudinho-de-aviario”, é o
principal inseto-praga dentro de aviarios comerciais de corte e postura (CATELLI;
PINHEIRO, 2014; JAPP; BICHO; SILVA, 2010; WOLF et al., 2014). E um inseto de
origem africana (VAUGHAN; TURNER; RUSZLER, 1984), porém tornou-se
cosmopolita sendo considerada uma praga importante para a avicultura mundial,
devido as suas caracteristicas biologicas e comportamentais (MENDES; POVALUK,
2017). E facilmente encontrado em altas densidades dentro dos aviarios se
alimentando de restos de racao, fezes e aves mortas que estdo sobre a cama aviaria
(REZENDE et al., 2009). A presenca de A. diaperinus no interior das instalacées com
alta adaptabilidade e prolificidade faz deste coledGptero um importante vetor de

patégenos, tais como: bactérias, protozoarios e virus (CATELLI; PINHEIRO, 2014;



16

CHERNAKI-LEFFER et al., 2002; MENDES; POVALUK, 2017; SEGABINAZI et al.,
2005).

O controle das condi¢cdes ambientais dos aviarios de producédo para melhor
conforto térmico das aves, juntamente com a cama aviaria, forneceu um ambiente
ideal para o desenvolvimento e reproducéo do A. diaperinus, tornando as praticas de
controle mais onerosas e com eficiéncia reduzida (ARENDS, 1987; CHERNAKI-
LEFFER, 2004; SILVA; MICHELS; TOMA, 2007). A baixa eficiéncia dos métodos
tradicionais de controle de pragas em aviarios criou a necessidade de métodos
alternativos mais adequados a este fim. O controle biolégico como ferramenta para o
controle de pragas é uma alternativa que vem ganhando espaco nas ultimas décadas
(ALVES; LOPES, 2008). Além disso, a busca por meios de producéo que diminuam
0s impactos sobre o meio ambiente é uma demanda e logo podera se tornar uma

barreira para mercados mais exigentes (ALVES; LOPES, 2008).

Os fungos entomopatogénicos se destacam, no controle biologico, por
apresentarem alta seletividade a organismos nao-alvos e maior especificidade ao
inseto-praga quando comparados aos inseticidas quimicos sintéticos, baixa toxicidade
ao ambiente e ao homem, ampla variabilidade genética, o que possibilita a
identificacdo de isolados mais adequados para cada ordem ou familia dos insetos-
praga, e baixa pressao de selecao, que reduzem a possibilidade do surgimento de
insetos resistentes (ALVES, 1998; ALVES; LOPES, 2008; BARROS et al., 2010).
Varios estudos em laboratorio e a campo tem sido conduzidos para avaliar a atividade
inseticida de fungos entomopatogénicos sobre A. diaperinus, sendo a maioria dos
estudos com as espécies Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 1912 e Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin 1883 (ALVES et al., 2015; ROHDE et al., 2006; SILVA
et al., 2006; SILVA; HOFF; DOYLE, 2005).

Apesar dos diversos estudos com o uso de espécies de fungos
entomopatogénicos para o controle de A. diaperinus comprovarem sua eficacia de
controle em condicbes de laboratério, poucos tém sido testados em condi¢cbes a
campo. O uso pratico, em condi¢cbes de campo, ainda nao foi totalmente estabelecido,
devido a um grande nimero de questionamentos que estdo sem respostas, podendo-
se citar a concentracdo de conidios, os isolados mais virulentos, a metodologia
adequada e os equipamentos pertinentes para aplicacdo dos fungos. Além disso,

poucos estudos tém sido realizados com fungos entomopatogénicos comerciais.
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Estes, apresentam como vantagem o fato de ja estarem registrados no mercado e
terem tecnologia de producédo ja estabelecida, facilitando ao criador de aves ou ao

técnico 0 acesso ao produto bioldgico.

Baseado neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
de fungos entomopatogénicos comerciais no controle de A. diaperinus em diferentes

metodologias de aplicacdo em condi¢des de laboratério e semicampo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AVICULTURA EM AGROECOSSISTEMAS

A avicultura é uma das mais importantes cadeias de producéo do pais. E um
dos pilares do agronegdécio nacional gerando emprego e renda, contribuindo com uma
parcela consideravel do produto interno bruto (PIB) e para com o desenvolvimento do
Brasil. Em escala global, a avicultura brasileira € a segunda maior em volume de
producéo e o maior exportador de carne de frango do mundo (ABPA, 2018; GODOQY,
2015)

O fluxo de pessoas do meio rural para o urbano criou demanda de alimento
fonte de proteinas de baixo custo e que possuisse aceitacdo da sociedade, entédo a
modernizacdo do setor foi uma exigéncia e uma oportunidade. A partir dos anos 60 o
Brasil passou por um processo de modernizacdo do setor, que até entdo, era
considerado pouco eficiente, entrando em cena a integralizacdo da cadeia de
producéo. Esta propiciou aos produtores, 0 acesso a tecnologia e assisténcia técnica
necessaria e o mercado de comercializacdo dos produtos (ABPA, 2018; VITAL,;
DROUVOT; SAMPAIO, 2009).

De acordo com o relatorio anual da Associacao Brasileira de Proteina Animal
(ABPA, 2018) a producéo total de carne de frango € de 13,06 milhdes de toneladas, o
gue confere ao pais o segundo lugar no ranking mundial. Embora o Brasil seja 0 maior
exportador de carne de frango do mundo, com 4,3 milhBes de toneladas, isto
representa apenas 33,1% do total produzido, sendo o restante comercializado com o
mercado interno. Ou seja, 66,9% é consumido dentro do préprio pais, mostrando a

aceitacao do brasileiro pela carne de frango, atingindo 42 kg hab. ano™.

O avanco e consolidacao da atividade avicola brasileira nas ultimas décadas
impulsionou o avanco tecnolégico, social e econémico de milhares de familias (ABPA,
2018; GODOY, 2011; VENTURA, 2017). No entanto, ha uma grande preocupacao
com os impactos gerados na cadeia de producédo de frangos, ja que € notdrio o seu

impacto sobre a agua, o solo, o ar, as aves e 0 homem, exigindo desta atividade
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modelos e praticas alternativas para a minimizacao de danos ambientais (PALHARES,
2009). O uso de insumos quimicos que de alguma forma ofereca riscos a satude dos
consumidores e mesmo dos colaboradores envolvidos no processo produtivo € uma
preocupacao crescente e novos métodos de controle vém sendo desenvolvido e/ou
pesquisados pelas integradoras em conjunto com a inddstria, com o0s centros de

pesquisas e com as universidades (VIEIRA, 2017).

A avicultura é uma atividade pecuaria relacionada ao meio rural e aos
agroecossistemas, pelo fato de suas unidades de producdo de frango estarem
inseridas em propriedades rurais, sendo esta, fonte principal ou parcial de renda.
Alguns residuos da producédo de aves, tais como a cama aviaria e as excretas sao
reaproveitados pelos agricultores como adubo. Logo, a utilizacdo de produtos téxicos
e persistentes no processo produtivo, estardo contaminando os agroecossistemas

envolvidos.

O ambiente interno das unidades de producdo fornecem condi¢cdes de
umidade, temperatura, disponibilidade de alimento e ambiente relativamente seguro
gue propiciam com que a espécie goze de condi¢des ideais para sua sobrevivéncia,
comumente encontrados em altas densidades em meio a cama aviaria (JAPP; BICHO;
SILVA, 2010). Assim sendo, 0 uso de medidas sanitarias para o controle de A.
diaperinus se faz necessaria para reduzir os prejuizos ao sistema de producao
atribuidos a este coledptero. As medidas sanitarias comumente empregas sédo de
produtos a base piretroides e organofosforados (HARRINGTON et al., 2011; JAPP;
BICHO; SILVA, 2010; MUL et al., 2009), sendo o inseticida mais utilizado para o
controle de A. diaperinus, em aviarios de frango de corte, um composto de
cipermetrina, clopirifés e butéxido de piperonila (CATELLI; PINHEIRO, 2014; OURO
FINO, 2015).

2.2 Alphitobius diaperinus (PANZER) (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE)

Alphitobius diperinus € uma espécie de inseto que pertence a ordem
Coleoptera e a familia Tenebrionidae, sendo conhecido popularmente como
cascudinho-de-aviéario. E de origem africana, porém tornou-se cosmopolita, sendo um

importante inseto-praga de cereais armazenados e de ragdes, tendo migrado para o
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interior dos aviarios pela proximidade com fazendas ou através de ragdes infestadas
(ATHIE; DE PAULA, 2002; REZENDE et al., 2009; VAUGHAN; TURNER; RUSZLER,
1984).

2.2.1 Ciclo de vida

Alphitobius diaperinus apresenta metamorfose completa (holometabolo),
desenvolvendo seu ciclo de vida através das fases de ovo, larva, pupa e adultos. E,m
condicdes de laboratorio, este besouro completa seu ciclo em até 55 dias, podendo
ocorrer variagdes no periodo do seu ciclo em funcado da temperatura (CHERNAKI,
ALMEIDA, 2001; SILVA; HOFF; DOYLE, 2005). Em condicbes de temperaturas
inferiores a 20°C, ha um decréscimo no consumo de oxigénio e, consequentemente,
no seu metabolismo (RENAULT; BIJOU; HERVANT, 2012). Em temperaturas
superiores a 45°C, larvas e adultos de A. diaperinus apresentam altas taxas de
mortalidade (GAZONI et al., 2012; WOLF et al., 2014).

Em condi¢cGes ambientais adequadas e constantes, tais como temperatura de
27 °C e umidade relativa de 80% e alimentacéo disponivel, a fase de ovo dura em
torno de cinco dias, com trés dias de pré-oviposicdo. A postura é realizada nas
ranhuras da racéo, para facilitar o acesso da larva recém-eclodida a alimentacao.
Esta. As larvas possuem corpo alongado e afilado, eclodem com 1,2 mm de
comprimento, podendo chegar a 13,8 mm e largura de 2 mm. Possuem cabeca
prognata, com mandibulas robustas e assimétricas. O periodo larval dura 38 dias,
passando por oito mudas até empupar. A fase de pupa é completada com cinco dias,
emergindo um adulto esbranquicado, que apdés 20 dias, esta pronto para a
reproducdo. O adulto de A. diaperinus apresenta dimorfismo sexual, ou seja, é
possivel fazer a distincdo entre machos e fémeas visualmente. As fémeas sado maiores
e com coloracdo avermelhada, enquanto que 0os machos sSd0 menores e escuros.
Também ha a possibilidade de externar os respectivos o6rgaos reprodutores, de
machos e fémeas, mediante compresséo suave do abdémen do inseto com uma pin¢a
(SILVA; HOFF; DOYLE, 2005).

O ciclo do cascudinho estd diretamente relacionado a temperatura do

ambiente, sendo que a 32°C ocorre a redugdo do periodo de desenvolvimento de
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ovos, larvas e adultos, sendo a mais adequada para a forma imatura do inseto. Em 22
°C ja ocorre um aumento no periodo de cada fase, bem como reducdo da
sobrevivéncia dos mesmos. Temperaturas inferiores a 16,5 °C passam a contribuir
para o controle e reducao da populacdo (CHERNAKI; ALMEIDA, 2001).

2.2.2 Prejuizos

Alphitobius diaperinus € um inseto com alta prolificidade e adaptabilidade, que
encontrou no interior das instalacdes aviarias condicdes adequadas para a
manutencéo de altas densidades de sua populacdo. Os danos relacionados a este
coledptero podem gerar perdas significativas ao sistema de producéo.

A presenga de micro-organismos nocivos a saude humana e animal, como
Salmonella spp, Escherichia coli e outros, tanto na cama aviaria quanto sobre os
insetos, sdo comumente observados em larvas, adultos e na cama aviaria na qual A.
diaperinus infestam (CARVALHO et al., 2017; CATELLI; PINHEIRO, 2014,
CHERNAKI-LEFFER et al., 2002; CRIPPEN et al., 2012; CRIPPEN; POOLE, 2009;
SEGABINAZI et al., 2005; VITTORI et al., 2007). Em granjas avicolas nos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, foram encontradas 14 espécies de 10 géneros
de enterobactérias habitando a superficie externa e interna de A. diaperinus
(SEGABINAZI et al., 2005). A presenca destes, comprova que o inseto € um potencial
reservatorio de bactérias patogénicas. Em condicdes de laboratorio, larvas de A.
diaperinus foram infectadas com Campylobacter jejuni e Salmonella enterica Serovar
Paratyphi B Variant Java e entdo, submetidos a alimentacdo dos frangos. Todas as
aves que se alimentaram de insetos infectados apresentaram colonizacdo por S.
enterica e C. jejuni. A transmissao de patdgenos entre insetos também € um fator que
deve ser levado em consideracdo como um fator que pode contribuir para a
dissiminacdo, sendo que larvas e adultos de A. diaperinus tem capacidade de
armazenar e disseminar estes agentes patogénicos(SEGABINAZI et al., 2005).
Assim, medidas de controle da densidade populacional do inseto, faz-se necessario

para evitar eventuais problemas sanitarios (HAZELEGER et al., 2008).

Outro aspecto a ser considerado nos potenciais danos causados por A.

diaperinus, € a substituicdo da racdo por larvas e adultos do inseto na alimentagéo,
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por parte das aves, que € um comportamento tipico destas. Esta situacdo diminui a
ingestdo de alimento balanceado e interfere no ganho de peso final. Com isso, 0s
indices zootécnicos, tais como: ganho de peso diario, ganho de peso final e conversao
alimentar ficam comprometidos (DESPINS; AXTELL, 1995; JAPP, 2008). Além disso,
guando as aves se alimentam dos adultos os élitros podem ferir o sistema
gastrointestinal e abrir porta de entrada para infeccdo de organismos oportunistas
(CATELLI; PINHEIRO, 2014; JAPP, 2008; JAPP; BICHO; SILVA, 2010).

A presenca de A. diaperinus em meio a cama aviaria e em contato direto com
as aves pode acarretar em prejuizos e estresse as mesmas e, em consequéncia,
afetar a produtividade de forma qualitativa e quantitativa (LAY JR et al., 2011).
Alphitobius diaperinus ao atacar os frangos que estao deitados sobre a cama aviaria,
perfuram o tecido epitelial do abdémen, causando dermatites no local, acarretando
em danos nas carcacas das aves e, consequentemente, afetando o abate e
comercializacao da carne (ELOWNI; ELBIHARI, 1979).

Além de todos os danos supramencionados, destaca-se o potencial de avaria
gue os insetos podem causar as instalacdes (JAPP; BICHO; SILVA, 2010). As larvas
escavam galerias nos componentes estruturais das instalacbes (muretas e material
isolante) para empupar, comportamento natural da espécie, causando prejuizos
estruturais (CATELLI; PINHEIRO, 2014; DESPINS; TURNER; RUSZLER, 1987).
Sendo assim, o controle deste inseto € um dos mais importantes manejos dentro da

avicultura.

2.3 METODOS DE CONTROLE DE Alphitobius diaperinus

Alphitobius diaperinus € considerado uma praga de dificil controle. A
complexidade das condi¢cdes internas das instalacdes, bem como a biologia e
comportamento da praga e ainda, a presenca das aves, que tornam medidas de
controle mais restritivas sdo aspectos que propiciam baixa eficiéncia nos métodos de

controle tradicionalmente utilizados.
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2.3.1 Controle quimico

O controle quimico do cascudinho é realizado com o uso de inseticidas
quimicos sintéticos do grupo dos piretroides e organofosforados (LAMBKIN;
FURLONG, 2011; OLIVEIRA et al., 2016). Os inseticidas tradicionais baseados nos
grupos quimicos supracitados, apresentam percentuais de controle acima de 90%, em
condigbes de laboratério (OLIVEIRA et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2013; WOLF et
al., 2015).

Contudo, o uso continuo de inseticidas quimicos sem haver rotacao de
principios ativos tem gerado uma alta pressao de selecdo, e consequentemente,
gerado uma predisposicédo ao aparecimento de populacdes resistentes (CHERNAKI-
LEFFER et al., 2011; JAPP; BICHO; SILVA, 2010; LAMBKIN; FURLONG, 2011).
Ainda, aumenta o risco de contaminagédo ambiental, humana e animal, que pode gerar
entraves comerciais para determinados mercados consumidores (JAPP; BICHO;
SILVA, 2010; PACHECO NETO et al., 2018; PALHARES, 2009).

A aplicacdo do método de controle quimico é restrito ao periodo de vazio
sanitario, ou seja, no intervalo entre lotes. No periodo de acomodacéo, pela presenca
da cama aviaria que concentra um grande volume de matéria organica, esta, pode
interferir na eficiéncia do controle, bem como na saude das aves (CATELLI;
PINHEIRO, 2014; JAPP; BICHO; SILVA, 2010; OLIVEIRA et al., 2016).

2.3.2 Controle cultural e fisico

Embora o método de controle quimico ainda seja amplamente empregado nas
unidades de producdo de frangos alguns métodos que levam em consideracdo
aspectos culturais e fisicos tém sido utilizados em paralelo ao método de controle
principal. O método cultural consiste em algumas praticas simples como a retirada de
aves mortas e destinacdo adequada dos cadaveres sao iniciativas que reduzem a
fonte de alimento do inseto-praga em meio ao ambiente de producdo. Enquanto que,

0 método fisico leva em consideracéo fatores de natureza fisica como a temperatura
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para o controle da populacdo de A. diaperinus nas unidades de producao (CATELLI,
PINHEIRO, 2014).

O uso de técnicas e préticas de forma integrada, levando em consideracao os
aspectos bioldgicos e comportamentais do inseto-praga, € uma ferramenta importante
para a reducdo da populagdo de A. diaperinus dentro das instalacées de producao.
Métodos de avaliacdo da densidade populacional de A. diaperinus foram
desenvolvidos, com o objetivo de mensurar a eficiéncia de controle dos métodos
empregados, bem como a taxa de reinfestacdo dos aviarios (GODINHO; ALVES,
2009).

A construcdo dos aviarios comerciais levando em consideracdo alguns
detalhes que favorecerdo o manejo da cama aviaria, residuos e a higienizagdo é um
aspecto relevante (JAPP; BICHO; SILVA, 2010; SALLET, 2013). Apesar de algumas
praticas pontuais serem trabalhosas, exigindo monitoramento e atengdo dos
colaboradores, a retirada e o descarte correto de aves morta ou moribundas séo
aspectos importantes para o controle do A. diaperinus, ja que este se alimenta e pode
usar estas carcacas como meio de proliferacdo (CATELLI; PINHEIRO, 2014;
GODINHO; ALVES, 2009; JAPP, 2008; JAPP; BICHO,; SILVA, 2010; MENDES;
POVALUK, 2017).

Algumas estratégias podem ser somadas para potencializar o controle de A.
diaperinus. Em estudo simulando condicbes de campo, a cal hidratada, ao ser
incorporada a cama aviaria, promoveu reducdo na populacdo de larvas e adultos
deste inseto. A temperatura também mostrou-se com um fator de controle, quando
larvas e adultos foram expostos a temperaturas acima 45 °C, houve o controle de
100% da populacdo de larvas e adultos de A. diaperinus (WOLF et al., 2014). A
abertura e limpeza dos aviarios, bem como enleiramento e enlonamento da cama
aviaria, pratica conhecida como fermentacao, que propicia o aumento de temperatura
da cama, sdo medidas importantes para a diminuicdo da densidade populacional de
A. diaperinus (MENDES; POVALUK, 2017).

2.3.3 Controle Bioldgico
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O uso de micro-organismos para o controle de pragas ja& € amplamente
difundido e com exemplos de sucesso na agropecudria nacional (PARRA, 2014). No
entanto, ndo existe um programa de controle microbiano para o0 controle de A.
diaperinus devido a complexidade das condi¢Bes internas dos aviérios associado as
espécies e isolados mais adequados.

O grande foco dos estudos, quando se trata de controle microbiano de A.
diaperinus, esta concentrado em fungos entomopatogénicos, principalmente com as
espécies B. bassiana e M. anisopliae (ALVES et al., 2015; REZENDE et al., 2009;
ROHDE et al., 2006; SANTORO et al., 2015a; SILVA et al., 2006; TIAGO; OLIVEIRA;
LIMA, 2014). Estudos também foram realizados com nematoides entomopatogénicos
para o controle de A. diaperinus, os quais demonstraram resultados promissores em
condicdes laboratoriais (ALVES; ROHDE; ALVES, 2005; GUIDE et al., 2018). Sendo

necessario a realizacdo de novos estudos quanto a aplicacdo em aviarios.

2.3.3.1 Fungos entomopatogénicos

O uso de fungos entomopatogénicos como alternativa ao método quimico
para o controle de pragas em culturas agricolas ja € uma pratica conhecida e vem
ganhando mais importancia a medida que os produtos comerciais dos métodos
tradicionais perdem sua eficiéncia (ALVES; LOPES, 2008). Varios estudos vém sendo
desenvolvidos para adequacdo da metodologia de aplicacdo, selecado de isolados
mais especificos as pragas de interesse, e ainda, o entendimento dos mecanismos de
controle que envolvem o ciclo de relacédo entre patégeno e hospedeiro, que podem
servir para a selecao de toxinas com atividade inseticida, para o desenvolvimento de

novos produtos.

A grande variabilidade genética destes entomopatdgenos € considerada uma
das vantagens no uso para o controle de pragas. Com a possibilidade de haver
especificidades variaveis dentro de uma espécie de fungo (varias estirpes ou isolados)
0 que pode aumentar a gama de hospedeiros que este pode controlar. A ocorréncia
natural dos fungos, tanto enzodtica como epizooticamente, tem sido um fator
preponderante na reducdo da populacdo de pragas em diversos paises (ALVES,
1998; ALVES; LOPES, 2008).
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O controle biolégico se baseia no uso de organismos vivos para a reducao na
populacdo de organismos considerados pragas, sem interferir na populacdo de
inimigos naturais, e assim diminuir o uso de inseticidas quimicos (BARROS et al.,
2010; PARRA, 2014). No Brasil, com o sucesso do emprego de agentes de controle
biolégico para controle de pragas agricolas e florestais, tornou essa pratica uma
ferramenta importante no manejo integrado de pragas (ALVES; LOPES, 2008;
PARRA, 2014). Neste sentido, varios estudos foram conduzidos e demonstram o
potencial que o uso de fungos entomopatogénicos, como alternativa ao método
quimico, para o controle de insetos-praga possui (BARBOSA; ANDRADE;
POLANCZYK, 2018; PAULI et al.,, 2018; ROHDE et al., 2006; SANTORO et al.,
2015a).

Os fungos entomopatogénicos se destacam no controle microbiano por
apresentarem algumas vantagens, tais como: estar presente e em grande nimero em
diversos ambientes e superficies, com a possibilidade de causar epizootias naturais.
Tem a capacidade de infectar seus hospedeiros e todas as fases de desenvolvimento,
sendo esta uma caracteristica desejavel e muito peculiar deste grupo. E também a
capacidade de penetrar em seu hospedeiro via tegumento, que lhe confere vantagem
sobre outros organismos, que precisam penetrar via oral (ALVES, 1998; BARROS et
al., 2010; QU; WANG, 2018). Ainda, possuem alta capacidade de disseminacao
horizontal, sendo levado por varios agentes de disseminacdo para locais muito
distantes (ALVES, 1998; ALVES; LOPES, 2008).

O ciclo de relagdes patogeno/hospedeiro depende de uma série de fatores
gue variam desde as condi¢cdes ambientais — umidade, temperatura, radiacdo UV,
fotoperiodo — quanto das condicfes nutricionais e da suscetibilidade do hospedeiro, e
também da espécie ou linhagem do fungo (BARROS; VARGAS; SCHRANK; BOLDO;
SPECHT, 2010; ALVES, 1998;). A adesdo e a germinacdo dos conidios sobre a
cuticula do hospedeiro sdo as primeiras etapas do processo infeccdo do patégeno,
seguida da penetracdo das hifas e colonizacdo da hemolinfa, desencadeando
respostas imunes por parte do hospedeiro (BARROS et al., 2010; QU; WANG, 2018).
Os processos de reproducao e disseminacao dos fungos no ambiente sao fatores que
torna os fungos agentes téo eficientes, pois, mantém-se no meio e possuem alta
capacidade de disseminacdo. Os mecanismos de adesao dos fungos ainda é um dos

aspectos pouco conhecidos, porém sugere-se que forcas eletrostaticas auxiliem neste
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processo, ou ainda, que, uma interacao hidrofébica entre a cuticula do inseto e o fungo
ocorra (BARROS et al., 2010).

A penetragdo do fungo na cuticula do inseto consiste basicamente de dois
processos principais, o fisico e o quimico. O processo fisico consiste no rompimento
de areas membranosas e esclerosadas da cuticula, e o quimico, é resultante da
sintese de proteases, lipases e quitinases que auxiliam no processo de penetracao

mecanica do fungo (ALVES, 1998; QU; WANG, 2018).

O processo de colonizagdo do inseto consiste no engrossamento e
ramificacdo da hifa na hemocele, porém, é s6 apds a morte do inseto que ha a
colonizagéo de todos os tecidos do inseto (ALVES, 1998). A morte do inseto ocorre
pela producdo de micotoxinas, acdo histolitica, bloqueio mecanico do aparelho
digestivo e outros danos fisicos devido ao crescimento do micélio do fungo (BARROS
et al., 2010).

Apd6s a morte do inseto as hifas do fungo emergem por acdo mecanica pelas
areas mais fracas da cuticula do cadaver, e sob condicbes de umidade e temperatura
adequadas, sdo cobertas por uma massa pulverulenta, em decorréncia da
conidiogénese do fungo. A formacdo dos conidios ocorre de 24 a 48 horas da
emergéncia das hifas em condi¢des de alta umidade e temperatura. Apos a formacéao
dos conidios, estes podem ser disseminados por agentes abidticos ou ainda por
insetos morimbundos. Todas as fases do ciclo de relacdo entre patdgeno-hospedeiro
sdo altamente dependente de umidade, temperatura e radiacdo ultravioleta para
ocorrer (ALVES, 1998; QU; WANG, 2018).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin

Este entomopatdgeno ocorre naturalmente em todos os paises, podendo ser
encontrado sob as mais diversas superficies no meio (cadaveres de insetos
infectados, solo, plantas, etc). Estes possuem a capacidade parasitar mais de 200
espécies de insetos, incluindo outros artrépodes. Podendo ocorrer de maneira
enzoodtica e/ou epizodtica em coledpteros, lepidopteros, hemipteros, dipteros,
himendpteros, dermaptera, montodea, neuroptera, homoptera, isoptera, siphonaptera
e ortopteros (ALVES, 1998; BARROS et al., 2010; MONZON; GUHARAY; KLINGEN,
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2008; PRESTES et al., 2015). Alves et al., (2005) observaram a ocorréncia natural de
isolado da espécie B. bassiana controlando larvas e adultos de A. diaperinus em

aviarios comerciais.

Beauveria bassiana pertence a classe Sordariomycetes, e a familia
Cordycipitaceae (INDEX FUNGORUM, [s.d.]), sendo uma das espécies mais
estudadas e com aplicacdo no controle de pragas (ALVES, 1998; BARROS et al.,
2010; OLIVEIRA; ALVES; SOSA-GOMEZ, 2014). Apresenta conidios globosos ou
subglobosos com até 3 um de diametro, com conidiéforos formando densos cachos.
A ocorréncia e a duragao das fases do ciclo das rela¢des patdégenos-hospedeiros sao
dependentes das espécies de insetos envolvidos e das condicbes ambientais.
Beauveria bassiana pode se desenvolver em uma faixa de temperatura entre 5 e 35
°C, estando na faixa considerada adequada entre 23 a 28 °C, e umidade relativa em
torno de 90% (ALVES, 1998).

Estudos com o objetivo de selecionar isolados de B. bassiana para o controle
de A. diaperinus em laboratorio e campo, foram e vém sendo realizados ao longo dos
ultimos anos. Dentre os isolados avaliados de B. bassiana para o controle de A.
diaperinus os mais eficientes foram UNIOESTE 04 e UNIOESTE 05. O primeiro atingiu
percentuais de mortalidade de 100% e de 86,7%, o segundo, de 100% e de 85%, para
larvas e adultos, respectivamente, sendo que as larvas foram mais sensiveis aos
tratamentos (ROHDE et al., 2006). Isolados de B. bassiana testados sobre larvas e
adultos, provocaram mortalidade confirmada de 50 e 26%, para larvas e adultos,
respectivamente, mostrando-se promissores como potenciais agentes de controle de
A. diaperinus (POPOWSKA-NOWAK; TUMIALIS; PEZOWICZ, 2017).

Em estudo conduzido em aviario comercial, houve a aplicacdo de solucéo de
B. bassiana na concentracdo de 4,2 x 10° conidios.m? sobre chéo batido sem a
presenca da cama aviaria, durante o periodo de vazio sanitario. As avaliacdes
realizadas demonstraram que B. bassiana provocou o controle de 56 e 73% na
populacédo do inseto aos 96 e 146 dias apds a aplicacéo, respectivamente. No entanto
aos 216 dias, o nivel de infestacdo retornou aos valores proximos aos iniciais.
Sugerindo que embora haja resultados satisfatérios ha a necessidade de reaplicacdes
do fungo de trés e seis meses para manter a eficiéncia de controle (ALVES et al.,
2015).
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Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin

A partir da segunda metade do século XIX, varios estudos foram realizados
com o objetivo de conhecer melhor o potencial inseticida de M. anisopliae sobre os
insetos. Estima-se que este patdgeno exerca controle natural sobre mais de 300
espécies de insetos, de diferentes ordens, incluindo pragas de importancia econémica
(ALVES et al., 2004; ALVES, 1998; ALVES; LOPES, 2008).

O fungo M. anisopliae € a primeira espécie de fungo entomopatogénico
estudada dentro do controle microbiano de pragas (ALVES, 1998). Pertence a classe
Sordariomycetes e a familia Clavicipitaceae, de ocorréncia natural, estando
amplamente distribuido nos diversos ecossistemas (ALVES, 1998; INDEX
FUNGORUM, [s.d.]). Apresenta patogenicidade a diversas espécies dentre as mais
variadas ordens de insetos e a outros artropodes. Assim como Beauveria bassiana,
Alves et al., (2004) também observaram a presenca de isolado de M. anisopliae
controlando larvas e adultos de A. diaperinus em unidades de producao de frango de

corte.

Apresenta conidios cilindricos, que medem de 3 a 18 um, que se formam
sobre conidiéforos cilindricos, brancos, esverdeados, marrons a marrons-claros
(ALVES, 1998). Seu desenvolvimento vegetativo ocorre em uma faixa de temperatura
de 15 a 30 °C, sendo considerada 6tima entre 25 a 30 °C (ALVES, 1998; BARROS et
al., 2010). Ao final da conidiogénese, o cadaver do inseto, morto em decorréncia da
infeccdo, apresenta tons de verde que variam de claro a escuro, acinzentados ou
ainda esbranquicados com tons de verde,caracteristicas estas da doenca conhecida

como muscardine verde, causada por M. anisopliae (ALVES, 1998).

Em bioensaio sobre patogenicidade sobre A. diaperinus, 41 Isolados de M.
anisopliae causaram mortalidade que variaram entre 8,3 e 90%, para larvas, e entre
0 e 90%, para adultos. Os melhores resultados foram obtidos pelo isolado IBCB 320
atingiu percentuais de controle de 90% para larvas e adultos de A. diaperinus (ROHDE
et al.,, 2006). O isolado de M. anisopliae (UEL 50), na concentracdo de 1 x 108
conidios.mL™?, provocou percentuais de controle de 50 e 0% para larvas e adultos de
A. diaperinus, respectivamente, sob temperatura de 26 °C. Este isolado caracterizou

uma capacidade de supressdo sobre larvas, contudo, ndo efetivo sobre adultos
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(SANTOS et al.,, 2006). A ampla variabilidade genética de M. anisopliae pode
possibilitar a identificacdo de isolados que apresentem patogenicidade e viruléncia a
A. diaperinus.

CHERNAKI-LEFFER et al. (2007) realizaram um estudo com isolados de M.
anisopliae sobre A. diaperinus com o objetivo de selecionar os mais virulentos, entao
determinar a DLso de cada isolado para larvas e adultos. Contudo observaram a
necessidade de uma alta concentracéo de conidios para causar a mortalidade de 50%
da populacdo, sugerindo a baixa suscetibilidade de A. diaperinus aos isolados
testados. Ainda, observaram que larvas foram de 5 a 6 vezes mais suscetiveis que
adultos assim como apontado por outros estudos, em que atingiu-se percentuais de
controle de 100% das larvas quando submetidas a isolados de M. anisopliae
(POPOWSKA-NOWAK; TUMIALIS; PEZOWICZ, 2017).

Isaria fumosorosea

O fungo Isaria fumosorosea pertence a classe Sordariomycetes e a familia
Cordycipitaceae, de ocorréncia natural, estando amplamente distribuido nos diversos
ecossistemas (ALVES, 1998; INDEX FUNGORUM, [s.d.]). Apresentam conidiéforos
simples ou em sinema e sustentando fialides lisos com paredes nédo-coloridas. Os
conidios sdo alongados e ovoides, menores ou igual a 3 um, com coloracdo rosa
bronzeado a rosa acinzentado (ALVES, 1998).

Esta espécie fungica foi encontrada causando epizootias em populacdes de
insetos de diversas ordens, como lepidopteros, coledpteros, hemipteros e ortopteros
em regides de S&o Paulo, Mato Grosso e Bahia, sendo, frequentemente, confundido
com B. bassiana (ALVES, 1998; BARROS et al., 2010; SPECHT et al., 2009;
ZIMMERMANN, 2008). Possuindo ampla variabilidade genética e,
consequentemente, graus distintos de patogenicidade e viruléncia de acordo com a
ordem e a espécie de inseto hospedeiro (ZIMMERMANN, 2008).

I. fumosorosea era conhecido como Paecilomyces fumosoroseus, porém,
estudos sobre as relagcdes taxondbmicas do género Paecilomyces com Isaria,
possibilitaram mudancas na nomenclatura de algumas espécies. Sendo realizados

estudos moleculares e reagrupando algumas espécies em um grupo denominado
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Isaria, na qual hoje encontram-se as espécies Isaria fumosorosea, Isaria farinosa,
Isaria javanicus, entre outros (LUANGSA-ARD et al., 2005).

Assim como em outras espécies de fungos entomopatogénicos, as condi¢des
ambientais influenciam na infecgéao, desenvolvimento e viruléncia de |. fumosorosea.
Sendo dependente de condi¢cbes de temperatura, na faixa de 11 a 30 °C, com
temperatura 6tima de 25 °C, umidade relativa, radiacdo violeta e inseto-hospedeiro
(ALVES, 1998; ZIMMERMANN, 2008).

Em teste de patogenicidade e viruléncia de 30 isolados de fungos, de sete
espécies diferentes, sobre A. diaperinus, foram selecionados trés isolados de |.
fumosorosea (CNPSo0-Pf79, CNPSo0-Pf81 e CNPSo0-Pf83). No entanto, estes nédo
apresentaram-se patogénicos a A. diaperinus, sendo eliminados dos testes
subsequentes de avaliagdo de DL50 (CHERNAKI-LEFFER; SOSA-GOMEZ;
ALMEIDA, 2007). Em outro estudo com isolados de I. fumosorosea nao apresentaram
patogenicidade sobre larvas e adultos de A. diaperinus, sendo preteridos as outras
espécies de fungos envolvidas no estudo (POPOWSKA-NOWAK; TUMIALIS;
PEZOWICZ, 2017).

A patogenicidade de isolados de I. fumosorosea também foram avaliadas
sobre larvas e adultos de outras espécies de coleopteros (MONTEMAYOR; AVERY;
CAVE, 2016; SEVIM et al., 2010). Os resultados obtidos por estes estudos permitem
vislumbrar a identificacdo de um isolado com viruléncia que permita um controle viavel

de A. diaperinus.

2.4 METODOS DE APLICACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS SOBRE
Alphitobius diaperinus

Embora estudos atestem a eficiéncia de determinados isolados das espécies
de fungos entomopatogénicos sobre A. diaperinus (REZENDE et al., 2009; ROHDE et
al.,, 2006; SANTORO et al., 2015a; SILVA et al., 2006), questbes sdo levantadas
guanto ao direcionamento das informacdes ja atestadas em laboratorio e levadas para
o controle pratico dentro das instalacdes. Isolado adequado, concentracéo, volume de
aplicacdo, equipamentos adequados, condigcbes de aplicagdo sdo amplamente
debatidas.



32

Com o intuito de elucidar alguns destes pontos, estudos vem sendo conduzidos
para adequar as metodologias de controle com o uso de fungos entomopatogénicos.
Foram conduzidos trabalhos de selecdo de isolados das espécies B. bassiana e M.
anisopliae e concentracédo adequada destas (REZENDE et al., 2009; ROHDE et al.,
2006; SANTORO et al., 2008, 2015a), andlise da relagcdo entre tempo de contato e
adesao de esporos com a patogenicidade sobre A. diaperinus (CASSIANO et al.,
2008), associacdo entre espécies de fungos (SANTOS et al., 2006), relacdo entre
temperatura e patogenicidade dos fungos (SANTOS et al.,, 2006), avaliacdo de
compatibilidade entre fungos e inseticidas utilizados no controle tradicional (OLIVEIRA
et al., 2016) e também métodos de aplicacdo em aviarios comerciais (ALVES et al.,
2015).

No entanto, alguns pontos devem ser investigados para melhorar a eficiéncia
de diferentes métodos de aplicacdo de fungos entomopatogénicos para o controle de
A. diaperinus. Assim como a presenca da cama aviaria, e suas respectivas interacoes
entre insetos, fungos e cama. Assim sendo, o presente trabalho foi direcionado para
o desenvolvimento de uma metodologia eficiente de aplicacdo de fungos
entomopatogénicos comerciais para condicdes laboratoriais e semicampo, avaliando

por conseguinte o possivel potencial destes isolados para o controle de A. diaperinus.



33

3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Controle Biologico, da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana, no Campus Dois vizinhos — PR.

3.1 OBTENCAO DOS INSETOS, FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS E CAMA
AVIARIA

Larvas e adultos de Alphitobius diaperinus foram obtidos de aviarios
comerciais de producéo frangos de corte infestados, provenientes dos municipios de
Dois Vizinhos — PR e Abelardo Luz — SC (Figura 1A e 1B). Estes foram coletados em
cama aviaria de pinus de média idade (sete lotes), em varios pontos de concentracao
dos insetos, dentro dos aviarios, ndo recebendo triagem quanto a idade, sexo e
sanidade, e acondicionados em caixas organizadoras de 50L, translucidas. Os insetos
foram entdo, transferidos para sala de criagdo, com temperatura de 28 + 2 °C e
umidade relativa de 70 £ 10%, para aclimatacdo dos mesmos as condi¢cbes de
laboratério, com periodo minimo de sete dias, conforme metodologia adaptada de
WOLF et al., (2014). Durante a aclimatacao, tanto as larvas quanto os adultos de A.
diaperinus receberam cama aviaria, livre de inseticidas, e foram alimentados com
racado comercial de frangos, com o intuito de manter uma populacéo de A. diaperinus

gue atendesse a demanda de individuos para os varios bioensaios.
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Figura 1 - Aviario comercial, localizado na cidade de Abelardo Luz -SC, de onde foram obtidas
as populacbes de A. diaperinus utilizadas nos bioensaios. A) Vista externa do aviario

comercial de corte; B) Vista interna de aviario comercial em periodo inicial de alojamento.

Os isolados de fungos entomopatogénicos das espécies Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea (Tabela 1) utilizados foram fornecidos
por uma empresa de Comércio de Fertilizantes e Insumos Microbiolégicos, parceira
da UTFPR, sob Termo de Cooperacdo 06/2017 (Processo n° 23064.002826.2017-
11).

O inseticida quimico sintético (cipermetrina+clorpirifés+citronelal) foi cedido
por um produtor da cidade de Dois Vizinhos — PR, sendo o produto utilizado para o

controle de A. diaperinus em periodos de vazio sanitario.

Tabela 1 - Descrigdo das espécies dos fungos entomopatogénicos utilizados nos bioensaios,
respectivos isolados e de suas respectivas concentragfes obtidas dos produtos utilizados nos
bioensaios.

Espécie Isolado [ ] dos produtos
(conidios viaveis.g?)

Beauveria bassiana IBCB 66 2 x10°

Beauveria bassiana Bb2* 2 x10°

Metarhizium anisopliae IBCB 425 6 x 108

Metarhizium anisopliae Ma2* 6 x 108

Isaria fumosorosea If1* 10°

* |solado codificado por acordo de confidencialidade com a empresa financiadora.

A cama aviéria utilizada nos bioensaios in vitro e em semicampo foi obtida

junto a um aviario comercial de frangos de corte, no municipio de Dois Vizinhos — PR.



35

Ao ser obtida, estava em fase de alojamento de aves, com infestacao de A. diaperinus.
Esta foi acondicionada e mantida em caixas plasticas do aviario até a fase de
implantacdo dos bioensaios. Estas caixas foram mantidas em sala climatizada, com
temperatura de 28 + 2 °C e umidade relativa de 70 = 10%, com o intuito de manté-la
fresca, preservando as caracteristicas da cama. Para utilizacdo nos bioensaios de
semicampo, a cama foi transferida para sacos plasticos hermeticamente fechados por
15 dias para eliminacéo de A. diaperinus presente no material, seguindo metodologia
adaptada WOLF et al., (2015).

3.2 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS SOBRE Alphitobius diaperinus EM
CONDICOES “IN VITRO”

Para estabelecimento das concentracdes utilizadas nos tratamentos com
fungos entomopatogénicos, foi utilizado como parametro, o trabalho de Rohde et al.
(2006), o qual avaliou a patogenicidade de dezenas de isolados de fungos das
espécies B. bassiana e M. anisopliae. A concentracdo usada para o tratamento com
0 uso de inseticida quimico sintético (cipermetrina + clorpirifés + citronelal) foi usada
com base na recomendacéo da bula do produto, e um estudo que associava métodos

fisicos e quimicos de controle de A. diaperinus (WOLF et al., 2015).

As solucbes com os tratamentos de fungos foram preparadas ha
concentracdo de 1 x 10°conidios viaveis.mL. Em Erlenmeyer foram adicionados 100
mL de agua destilada esterilizada com Tween® 80 (0.01%), sendo entédo, os fungos
adicionados e agitados, para melhor diluicdo, e posterior aplicacdo dos tratamentos.
As concentracfes de conidios viaveis de cada tratamento estdo descrita ha Tabela 2.
Foram adotadas trés testemunhas: Testemunha 1, consistiu em agua destilada
esterilizada; Testemunha 2, 4gua destilada esterilizada contendo Tween® 80 (0,01%)
e Testemunha 3, constituida de um inseticida quimico (cipermetrina + clorpirifés +
citronelal), na proporcdo de 1:400 (conforme concentracdo recomendada pelo

fabricante), utilizado no controle convencional de A. diaperinus.

Os bioensaios de condigdes “in vitro”, consistem em uma metodologia de
inoculacao de fungos de contato forcado. Ou seja, no Bioensaio 1 e 2, com contato

forcado, os insetos obrigatoriamente entraram em contato com os conidios dos
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isolados empregados. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente
casualizado (DIC) com oito repeti¢des.

3.2.1 Bioensaio 1: avaliacao da patogenicidade de fungos entomopatogénicos sobre
A. diaperinus — contato direto

Este bioensaio consistiu na imersao de adultos e larvas de A. diaperinus em
solucdes de isolados de fungos entomopatogénicos (Tabela 2). Para isto, 0s insetos
foram mergulhados, durante dez segundos, em 1 mL de solugdo contendo os
tratamentos (Figura 2A e 2B), posteriormente foram alocados em uma placa contendo
papel absorvente para a retirada do excesso de solucdo dos mesmos. Sendo entéo,
transferidos para suas respectivas unidades experimentais (UE) de acordo com cada

fase, placas de Petri para adultos e placas de pocos para larvas.

Tabela 2 - Tratamentos com fungos entomopatogénicos e um inseticida quimico e suas
respectivas concentracoes utilizados nos bioensaios para o controle de larvas e adultos de A.
diaperinus.

Tratamentos Descricdo [ ] conidios viaveis.mLt
T1 Agua -

T2 Agua +Tween 80° (0,01%) -

T3 B. bassiana (IBCB 66) 1x10°

T4 B. bassiana (Bc2) 1x10°

T5 M. anisopliae (IBCB 425) 1x10°

T6 M. anisopliae (Ma2) 1x10°

T7 I. fumosorosea (If1) 1x10°

T8 Cipermetrina+Clorpirifos+butdxido de piperonila 1:400*

* 1L de produto comercial diluidos em 400L de agua

Todo processo de preparacao das solucdes e aplicacdo dos tratamentos foi
conduzido em camara de fluxo laminar horizontal previamente higienizada. As
unidades experimentais foram definidas conforme a fase do inseto a ser avaliada. As
formas imaturas (larvas), foram acondicionadas em placas de acrilico com 12 pocos
(@ 1cm), de maneira que cada larva ficasse isolada, devido ao seu comportamento

canibal, sendo estas supridas com 0,5 g de racdo comercial para aves por poco
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(Figura 3A). J4 para as formas maduras (adultos), foram preparadas placas de Petri

(9 15 cm) supridas com 6g de racdo comercial para aves, contendo 12 individuos por
placa (Figura 3B).

Figura 2 - Preparacdo dos tratamentos em camara de fluxo horizontal. A — Pesagem e
diluicdo de conidios dos fungos entomopatogénicos em agua. B — Erlenmeyer contendo as
solugcBes com os tratamentos prontos para uso.

Figura 3 - Unidades experimentais utilizadas nos bioensaios “In vitro”. A- Placa de acrilico
com 12 pogos, com papel filtro umidificado, 0,59 de ra¢éo e uma larva por poco. B- Placa

de Petri, com papel filtro umidificado, 6g de racdo por placa e total de 12 individuos adultos.

Apdés a montagem do bioensaio, as unidades experimentais foram
acondicionadas em estufa incubadora por 240 horas (10 dias), 28 + 2°C, UR de 70 +
10% e fotofase de 14 horas (Figura 4). Durante o periodo de acondicionamento, foram
realizadas dez (10) avaliagdes, a cada 24 horas (Figura 5), com o intuito de determinar
a taxa de mortalidade dos insetos.
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Figura 4 - Unidades experimentais acondicionadas em estufa incubadora, com controle de
temperatura e fotoperiodo. A — Placas de poc¢os com larvas acondicionadas durante 240h. B
— Placas de Petri com adultos acondicionadas durante 240h.

Figura 5 - Avaliagdo diaria de mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus, durante 10

dias, sendo os individuos mortos submetidos a camara Umida.

Para a avaliacdo da mortalidade confirmada foi montada camara Uumida em
placas de acrilico (& 5cm), devidamente esterilizadas, munidas com papel filtro
umedecido. Nestas, foram acondicionados os cadaveres dos insetos os quais foram
previamente, desinfectados em solucdo de alcool 70% e agua destilada/esterilizada.
As UEs foram identificadas com seu respectivo tratamento e repeticdo, sendo entao,
acondicionadas em camara climatizada, 28 + 2°C, UR de 70 £ 10% e fotofase de 14
horas (Figura 6A e 6B). As avaliacbes comecaram a partir do terceiro dia de camara
Umida, considerando como mortalidade confirmada cadaveres que apresentaram

micélio que caracterizavam a espécie de fungo de cada tratamento.
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Figura 6 - Presenca de micélio caracteristico nos cadaveres de A. diaperinus confirmando a
morte pelo fungo. A- Micélio de B. bassiana sobre larva de A. diaperinus em camara Umida.
B- Micélio de M. anisopliae em larva de A. diaperinus em camara amida.

3.2.2 Bioensaio 2: efeito de fungos entomopatogénicos, incorporado a racéo, sobre A.

diaperinus

Este bioensaio consistiu na incorporacao dos tratamentos descritos na Tabela
3, na racdo comercial de frangos ofertadas para os insetos. Os tratamentos que néo
apresentaram efeito patogénico sobre larvas no bioensaiol nao foram utilizados. Em
placas de Petri (& 15 cm), as solugdes (10 mL), contendo cada um dos isolados, foram
incorporadas a racdo esterilizada (20g). Posteriormente foram deixadas secar em
camara de fluxo laminar, e esta foi disponibilizada aos insetos, conforme descrito no
bioensaio 1 (Figura 7). O inseticida quimico a base de cipermetrina + clorpirifés +
butoxido de piperonila, apesar de possuir efeito inseticida, ndo foi incorporado a racao,
uma vez que sua presenca na racao causaria intoxicacdo nas aves (OURO FINO,

2015), sendo entdo excluido deste bioensaio.
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Figura 7 - Aplicagéo dos tratamentos em na racdo de aves. A — Aplicagdo de 10 mL de cada
tratamento em 20g de racdo de ave. B — Racgéo incorporada com os tratamentos e
acondicionada em céamara de fluxo laminar para a evaporacdo da agua e posterior

acondicionamento nas unidades experimentais para testes de controle de A. diaperinus.

Para a preparacao de cada tratamento foram misturados 10 mL de solucéo
em 20 g de racdo de frango, previamente esterilizada (ver item 3.2.1), sendo esta
mistura deixada em camara de fluxo laminar horizontal para secar. Posteriormente,
esta mistura foi separada em oito UEs, correspondente as repeticbes de cada
tratamento. O preparo das solucdes, a alocacdo dos insetos nas unidades
experimentais, as condicdes de acondicionamento das UEs e a mortalidade
confirmada, correspondem aos mesmos processos adotados no item 3.2.1.

Tabela 3 - Tratamentos com fungos entomopatogénicos e suas respectivas concentracoes

utilizados nos bioensaios para o controle de larvas e adultos de A. diaperinus.

Tratamentos Descri¢ao [ ] conidios viaveis.mL
T1 Agua -

T2 Agua +Tween 80° (0,01%) -

T3 B. bassiana (Bc2) 1x10°

T4 M. anisopliae (IBCB 425) 1x10°

T5 I. fumosorosea (If1) 1x10°
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3.3 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS SOBRE Alphitobius diaperinus EM
CONDICOES DE SEMICAMPO

Para a realizagcdo destes bioensaios foi estabelecido uma metodologia
adaptada de estudos com A. diaperinus em condi¢cdes de semicampo (GINDIN et al.,
2009; WOLF et al., 2014). Foram utilizadas como UEs, caixas plasticas, com tampa,
com capacidade para 19 L (30 cm de comprimento x 20 cm de altura x 20 cm de
largura), sendo as mesmas abastecidas com cama aviaria (Figura 8).

A cama foi obtida de aviario comercial de frangos de corte, no municipio de
Dois Vizinhos — PR, sendo uma cama composta de maravalha de Pinus de média
idade, com sete lotes, sendo que o recomendado é a troca do material apds o
alojamento de 12 lotes de frangos. Ap0s a mensuragao dos volumes, em funcdo do
numero de tratamentos e suas respectivas repeticdes, esta foi expurgada em saco
plastico hermeticamente fechado durante 15 dias, para so entdo servir de substratos

para o presente bioensaio.

As metodologias empregadas nas condi¢cdes de semicampo, sdo de contato
passivo e forcado. No bioensaio 1, com aplicagdes com o intuito de avaliar o potencial
patogénicos de isolados que potencialmente entraram em contato com o0s insetos, ou
seja, ndo ha como confirmar o contato de ambos. No bioensaio 2, aplicacbes de
isolados em meio a cama aviaria, meio a qual se desenvolve o inseto, e sobre o qual
€ utilizada como substrato da metodologia. Ou seja, 0s insetos entraram em contato
direto com a cama tratada. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente

casualizado (DIC) com cinco repeticoes.
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Figura 8 - Unidades experimentais adotadas em semicampo abastecidas com 0,003 m3 de
cama aviaria de sete lotes.

Na implantag&o dos bioensaios, cada unidade experimental recebeu o volume
de 0,003 m3 de cama de aviario, correspondente a 5 cm de espessura, simulando as
condicdes de aviarios comerciais. Foram adicionados as unidades experimentais 20
insetos adultos, de coloracdo escura com tamanhos similares, e 20 larvas, de 3° ao 7°
instar, de A. diaperinus (Figura 9), desprezando sexo e idade dos mesmos (WOLF et
al., 2014).

Figura 9 - Selecdo de A. diaperinus para realizacdo de bioensaio de semicampo,

acondicionamento em placas de acrilico (@ 5 cm). A) Larvas de 4° a 7° instar e B) Adultos.

3.3.1 Bioensaio em semicampo 1: efeito de fungos entomopatogénicos pulverizados

a superficie interna das unidades experimentais

Com auxilio de aerégrafo (Pneumatic Sagyma®) acoplado a um compressor

de ar (Fanem®) sob presséo constante de 1,2 Kgf cm™, foi aplicado 1,2 mL de solucéo
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por UE (200 L.ha') na superficie das mesmas (Figura 10). Os tratamentos, bem como

as suas respectivas concentracoes, estdo descritos na Tabela 3.

Figura 10 - A) Pulverizacdo da solugdo contendo os tratamentos para controle de A.
diaperinus, com auxilio de Aerégrafo e bomba de presséao, e B) UEs submetidas a camara de

fluxo laminar horizontal para evaporacgéo da agua.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos, as UEs foram abastecidas com cama aviaria
(0,003 md), racdo comercial de frangos (20g) e 20 larvas e 20 adultos de A. diaperinus
(Figura 11). Estas foram acondicionadas em sala climatizada por 240 horas (10 dias),
com temperatura de 28 * 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14 horas (Figura 12A).
As avaliacbes foram realizadas com sete dias e 10 dias, conforme metodologia
adaptada WOLF et al., (2015). ApoOs a implantacdo do bioensaio foram realizadas
duas avaliacdes, sendo a mortalidade a variavel resposta (Figura 12B). Os insetos
mortos nos tratamentos com fungos, foram submetidos a camara Umida, assim como

nos bioensaios in vitro.

Figura 11 - Montagem das unidades experimentais em camara de fluxo. a - UE suprida com
0,003 m3 cama aviéria; b — 20g de ragcdo comercial de frangos; ¢ — 20 larvas e 20 adultos de
A. diaperinus.
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Figura 12 - Bioensaio de semicampo. A — Unidades experimentais acondicionadas em sala
climatizada. B — Avaliacdo de mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus.

3.3.2 Bioensaio em semicampo 2: efeito de fungos entomopatogénicos aplicados em

meio a cama aviaria

Em camara de fluxo horizontal, o volume de cama aviaria de cada UE (0,003
m3) foi submetido a aplicagdo de 10 mL de solucdo de cada tratamento nas
concentracfes descritas na Tabela 3, de acordo com metodologia adaptada de
GINDIN et al., (2009). Sendo entdo, mantidas por 2 horas para secagem em camara
de fluxo laminar horizontal (Figura 13). Posteriormente, a cama aviaria tratada foi
acondicionada em sua respectiva UE, juntamente com a racdo comercial de frangos
(209g) e 20 larvas e 20 adultos de A. diaperinus. As condi¢des de acondicionamento

das UEs, bem como as avalia¢des de mortalidade, s&o as descritas no item 3.3.1.

Figura 13 - A) Preparacédo do bioensaio com aplicacdo dos tratamentos em meio a cama
aviaria para controle de A. diaperinus e B) Acondicionamento do bioensaio em camara de

fluxo laminar para evaporacéo da agua.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos o0s bioensaios realizados receberam os mesmos tratamentos dos
dados para a analise estatistica. O delineamento experimental empregado foi o
inteiramente casualizado (DIC) com oito e cinco repeticdes, para os bioensaios “in
vitro” e semicampo, respectivamente. A variavel-resposta analisada foi a mortalidade.
Foram aplicados os testes de Bartlett e Shapiro-Wilk, para homogeneidade das
variancias e normalidade dos dados, respectivamente, afim de observar se o0s
conjuntos de dados atendem a estes pressupostos. Quando estes pressupostos nao
foram atendidos, usou-se analise de dados ndo-paramétrica (Kruskal-Wallis) e o teste
de médias de Duhn (p>0,05), com auxilio do software Bioestat 5.0 (AYRES et al.,
2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Bioensaio 1: avaliagdo da patogenicidade de fungos entomopatogénicos sobre A.
diaperinus — contato direto

Na avaliacdo de patogenicidade de isolados sobre larvas de A. diaperinus, 0s
tratamentos T3 e T6, B. bassiana (IBCB 66) e M. anisopliae (Ma2), respectivamente,
ndo diferiram das testemunhas Agua (T1) e Agua + Tween 80® 0,01% (T2). Os
tratamentos T4, T5 e T7, B. bassiana (Bb2), M. anisopliae (IBCB 425) e |. fumosorosea
(If1), respectivamente, provocaram médias de mortalidade sobre larvas de 40,0, 52,8
e 33,5%, as quais diferiram significativamente das testemunhas. O tratamento T8,
correspondente ao inseticida quimico (cipermetrina + clorpirifos + butoxido de
piperonila), provocou a maior média de mortalidade, 58,3%, sobre larvas de A.
diaperinus, diferindo dos demais tratamentos com excec¢ao T5, M. anisopliae (IBCB
425) (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem de mortalidade média (+ EP) de larvas e adultos de A. diaperinus,
apos imersao 1 mL dos tratamentos compostos por isolados de fungos entomopatogénicos
(1x10° conidios.mL™?) e inseticida quimico sintético, acondicionados em estufa incubadora em
temperatura de 28 + 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14 horas por 240 horas.

Mortalidade média confirmada (%)

Tratamentos
Larvas Adultos
T1 Agua 8,3+27c 33+21c
T2 Agua+tween 80° (0,01%) 97+25¢c 50+27c
T3 B. bassiana — IBCB 66 140+26¢C 13,3+3,1c
T4 B. bassiana - Bb2 40,3+4,0Db 266 £3,3¢C
T5 M. anisopliae — IBCB 425 52,8 +3,7 ab 38,3+3,7b
T6 M. anisopliae - Ma2 11,0+4,2c 28,3+39¢c
T7 |. fumosorosea - Ifl 33,5+4,8bc 21,7+3,3¢
T8 Inseticida quimico 58,3+4,0a 100,0+ 0,0 a
P - valor 0,0001 0,0001

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferenciam entre si pela anélise ndo-paramétrica de
Kruskal-wallis e pelo teste de médias de Duhn (p < 0,05).
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Em relacdo a patogenicidade de isolados sobre adultos de A. diaperinus, 0s
tratamentos T3, T4, T6 e T7, B. bassiana (IBCB 66), B. bassiana (Bb2), M. anisopliae
(MA2) e I. fumosorosea (If1), respectivamente, provocaram médias de mortalidade
que variaram de 13 a 28 % e nao diferiram das testemunhas agua (T1) e Agua +
Tween 80® 0,01% (T2). O tratamento T5, M. anisopliae (IBCB 425) provocou
mortalidade média de 38,3%, diferindo dos tratamentos anteriormente, sendo o
isolado com melhor resultado obtido sobre adultos de A. diaperinus. Contudo, a maior
mortalidade média observada foi ocasionada pelo tratamento T8 (ciperermetrina +
clorpirifés + butdxido de piperonila), correspondente ao inseticida quimico sintético
(Tabela 4).

4.2 Bioensaio 2: efeito de fungos entomopatogénicos, incorporado a ragao, sobre A.

diaperinus

As larvas de A. diaperinus que foram alimentadas com rag&o incorporada com
os tratamentos apresentaram mortalidade média que variou de 3,2 a 9,8 %, para T5
[I. fumosorosea (IF1)] e T3 [B. bassiana (Bb2)], respectivamente. Enquanto que para
os adultos, a variacdo de mortalidade foi de 9,8 a 13,4%, T5 [l. fumosorosea (IF1)] e
T3 [B. bassiana (Bb2)], respectivamente. A mortalidade ocasionada pelos
tratamentos, tanto nas larvas quanto nos adultos de A. diaperinus, ndo apresentou

diferenca significativa quando os tratamentos foram comparados entre si (Tabela 5).

Tabela 5 - Porcentagem de mortalidade média (+ EP) de larvas e adultos de A. diaperinus,
depois de 240 horas de incorporacdo dos tratamentos compostos por isolados de fungos
entomopatogénicos (1x10° conidios.mL™?) a racédo, em temperatura de 28 + 2°C, UR de 70 *

10% e fotofase de 14 horas.

Tratamentos Larvas (%) ns* Adultos (%) ns*
T1 Agua 6,4+19 16+19
T2 Agua+tween (0,01%) 8,2+3,.2 0,0+0,0
T3 B. bassiana - Bb2 9,8+3,0 134+3,1
T4 M. anisopliae — IBCB 425 48+21 6,6 +2,7
T5 |. fumosorosea - If1 32+21 9,8+2,0
P - valor 0,8553 0,0600

Ns* Médias nédo diferem significativamente entre si pela analise ndo paramétrica de Kruskal-wallis (p <
0,05).
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4.3 Bioensaio em semicampo 1: efeito de fungos entomopatogénicos, pulverizados

em superficie de contato, sobre A. diaperinus

A mortalidade média de larvas de A. diaperinus avaliadas sete dias apés o
contato com superficie tratada, variou de 9 a 16%, com T5, I. fumosorosea (If1) e T4,
M. anisopliae (IBCB 425), respectivamente. Em relagédo a avaliagdo aos 10 dias a
média de mortalidade das larvas variou de 12 a 18%, com T5, |. fumosorosea (If1) e
T4, M. anisopliae (IBCB 425), respectivamente. Em ambas as avaliagfes sete e 10
dias apés a aplicagcédo dos tratamentos, a mortalidade provocada pelos isolados sobre

larvas de A. diaperinus nao diferiu das testemunhas (Tabela 6).

Em relagéo a analise de mortalidade sobre adultos de A. diaperinus sete dias
apos o contato com superficie tratada as médias de mortalidade variaram de 8 a 10
%, com T5, I. fumosorosea (If1) e T4, B. bassiana (Bb2), respectivamente e, na
avaliagédo aos 10 dias, variaram de 11 a 15 %, com T5, B. bassiana (Bb2) e T4, M.
anisopliae (IBCB 425), respectivamente. Em ambas as avaliacdes sete e 10 dias apds
a aplicacao dos tratamentos, as médias de mortalidade que os isolados provocaram
sobre adultos de A. diaperinus nao diferiu das médias das testemunhas, T1 (dgua) e
T2 (dgua+tween 80® 0,01%) (Tabela 6).

Tabela 6 - Porcentagem de mortalidade média (+ EP) de larvas e adultos de A. diaperinus,
em avaliacbes de sete e 10 dias apds a pulverizacdo dos tratamentos compostos por isolados
de fungos entomopatogénicos (1x10° conidios.mL?) sobre a superficie das UEs, em
temperatura de 28 + 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14 horas.

Média mortalidade larvas (%) Média mortalidade adultos (%)

Tratamentos

7 dias ns 10 dias ns 7 dias ns 10 dias ns
T1 Agua 40+1)9 6,0+1,9 10+14 20+1,6
T2 Agua+tween (0,01%) 6,024 8,0+2,0 40+£19 50+£21
T3  B. bassiana - Bb2 130+2,9 150+2,9 8,0+23 11,0+19
T4 M. anisopliae — scea2s 16,0+ 3,4 18,0 £ 3,6 10,0+ 3,4 15,0+ 3,6
T5 I. fumosorosea - If1 90+26 12,0+2,3 9,0+3,1 12,0 + 3,3

P - valor 0,3072 0,2404 0,3907 0,0792

Ns* nédo significativo pela analise fi paramétrica de Kruskal-wallis (p<0,05).



49

4.4 Bioensaio em semicampo 2: efeito de fungos entomopatogénicos sobre A.

diaperinus aplicados em meio a cama aviaria

As médias de mortalidades ocasionadas pelos isolados para larvas e adultos
de A. diaperinus, avaliados sete e 10 dias apds o contato destes com a cama aviaria
tratada, ndo diferiram das médias obtidas quando em contato com as testemunhas.
Na avaliacdo da mortalidade de larvas de A. diaperinus aos sete dias apds o contato
com a cama aviaria tratada, verificou-se que os tratamentos causaram mortalidade
média acumulada que variou entre 8,8 e 13,8%, para T4, M. anisopliae (IBCB 425) e
T3, B. bassiana (Bb2), respectivamente. Em relacéo a mortalidade larval avaliada aos
10 dias, apos o contato com a cama aviaria tratada, a média acumulada variou entre
15,0 e 18,8 %, para T4, M. anisopliae (IBCB 425) e T3, B. bassiana (Bb2),
respectivamente (Tabela 7).

Para os adultos de A. diaperinus, os tratamentos incorporados na cama aviaria
provocaram baixa mortalidade, tanto quando avaliados ap0s sete dias (8,8; 8,8 € 6,8%
de mortalidade provocada por T3, B. bassiana (Bb2), T4, M. anisopliae (IBCB 425) e
T5, I. fumosorosea (If1), respectivamente, quanto quando avaliados depois de 10 dias
(13,8, 12,5 e 13,8% de mortalidade provocada por T3, B. bassiana (Bb2), T4, M.

anisopliae (IBCB 425) e T5, I. fumosorosea (Ifl), respectivamente) (Tabela 7).

Tabela 7 - Porcentagem de mortalidade média (+ EP) de larvas e adultos de A. diaperinus,
em avaliacdes de sete e 10 dias apds a incorporacdo dos tratamentos compostos por isolados
de fungos entomopatogénicos (1x10° conidios.mL™?) na cama aviaria, em temperatura de 28
+ 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14 horas.

Tratamentos Larvas (ns) Adultos (ns)

7 dias 10 dias 7 dias 10 dias

T1 Agua 8,8+34 10,0 £ 3,3 1,3+1,6 1,3+1,6
T2 Agua+tween (0,01%) 11,3+2,2 138+2,9 3,8+2.2 8,8+29
T3 B. bassiana - Bb2 138+3,3 188+2,9 8,8+3,3 13,8 +2,7
T4 M. anisopliae — IBCB 425 8,8+22 15,0+3,3 88+25 125+1,7
T5 |. fumosorosea - If1 125+3,1 16,3 +3,6 6,8+3,1 13,8 +2,9

P valor 0,8762 0,7048 0,5017 0,0614

Ns* ndo significativo pela andlise i paramétrica de Kruskal-wallis (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Observou-se que o percentual de controle de A. diaperinus variou de acordo
com cada isolado dos fungos entomopatogénicos utilizados e com o estagio de
desenvolvimento do inseto (larva ou adulto). Dos cinco isolados de fungos utilizados
apenas trés apresentaram patogenicidade sobre larvas e apenas um apresentou

patogenicidade sobre adultos.

Em relac@o aos isolados da espécie B. bassiana, o isolado IBCB 66 n&o
apresentou patogenicidade sobre larvas e adultos, enquanto que o Bb2, apresentou-
se patogénico apenas para larvas. Em bioensaio de patogenicidade similar ao
realizado no presente trabalho, Rohde et al., (2006) avaliaram o potencial patogénico
de 58 isolados de B. bassiana sobre larvas e adultos de A. diaperinus na concentracéo
de 10° conidios.mL™*. Os resultados de mortalidade confirmada sobre larvas variaram
de 6,7 a 100%, e para adultos, de 0 a 86,7%. Ao avaliar o isolado de B. bassiana,
IBCB 66 obtiveram resultados de mortalidade sobre larvas e adultos de A. diaperinus,
de 50 e 0%, respectivamente. Enquanto que ao avaliar o isolado IBCB 425, de M.
anisopliae obtiveram resultados de mortalidade sobre larvas e adultos de A.
diaperinus, de 45 e 6,7%, respectivamente. Contudo, apesar de outros isolados de B.
bassiana e M. anisopliae apresentarem percentuais de mortalidades que atingiram
100%, estes ainda ndo foram explorados de forma comercial. Resultados similares
foram obtidos por Santoro et al., (2008) que ao avaliarem a patogenicidade de 30
isolados de B. bassiana sobre adultos de A. diaperinus, verificaram indices de
mortalidade de 0 a 67,2%.

A ampla variacdo de patogenicidade entre os isolados testados nos estudos
citados corroboram com os resultados obtidos no presente trabalho para os isolados
de B. basssiana testados. O mesmo também foi verificado em outros estudos que
avaliaram a patogenicidade de isolados de B. bassiana sobre A. diaperinus (GINDIN
et al., 2009; PRADO-REBOLLEDO et al., 2014; SANTORO et al., 2015b). Selecao de
isolados com alta viruléncia foram obtidos em estudos realizados por Prado-Rebolledo
et al., (2014); Rezende et al., (2009); Rohde et al., (2006); Santoro et al., (2015b);

Santos et al., (2006) em condi¢des de laboratério e semicampo sobre estagios de
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larvas e adultos,inferindo que a obtencao de controle eficiente de A. diaperinus com

B. bassiana, depende da selecdo de um isolado adequado a este inseto-praga.

Em relacdo aos isolados da espécie M. anisopliae, o isolado IBCB 425
apresentou patogenicidade sobre larvas e adultos, enquanto que o Ma2 nao
apresentou patogenicidade a A. diaperinus, independente dos estagios avaliados.
Resultados similares foram obtidos por Gindin et al., (2009) ao avaliar a
patogenicidade de 18 isolados sobre larvas de A. diaperinus na densidade de 2,5 x
10° conidios.cm™. Estes autores verificaram mortalidade confirmada entre 5 a 97,5%
das larvas e destes apenas nove isolados provocaram mortalidade acima de 40%.
Outros estudos de avaliagdo de patogenicidade de isolados de M. anisopliae
demonstram variabilidade na patogenicidade e viruléncia de isolados sobre larvas e
adultos de A. diaperinus (CHERNAKI-LEFFER; SOSA-GOMEZ; ALMEIDA, 2007;
SANTOS et al., 2006).

Isolados de M. anisopliae apresentam potencial no controle de A. diaperinus,
com indices de controle de até 98% (CASSIANO et al., 2008). Entretanto, ha uma
variabilidade genética conhecida entre diferentes isolados, como verificado no
presente trabalho. Neste sentido, outros estudos também verificaram baixa viruléncia
de isolados de M. anisopliae sobre A. diaperinus (POPOWSKA-NOWAK; TUMIALIS;
PEZOWICZ, 2017).

Trabalhos ja realizados demonstram o baixo potencial inseticida de |.
fumosorosea sobre A. diaperinus, conforme destacado por Chernaki-Leffer; Sosa-
Gomez; Almeida, (2007) que avaliaram a patogenicidade de trés isolados de |.
fumosorosea (CNPSo0-Pf79, CNPSo0-Pf81 e CNPSo0-Pf83) sobre adultos de A.
diaperinus em condicbes de laboratério. Resultados similares foram obtidos por
Popowska-Nowak; Tumialis; Pezowicz, (2017), em condi¢cdes de laboratorio.
Entretanto, estudos que avaliaram efeito de I. fumosorosea sobre outros coledpteros
foram conduzidos por Montemayor; Avery; Cave (2016) e Sevim et al., (2010), os quais
verificaram patogenicidade de I. fumosorosea sobre os referidos insetos. Montemayor;
Avery; Cave (2016) verificaram que um isolado de I. fumosorosea na concentracao de
10° conidios.mL! foi avaliado quanto a sua patogenicidade em relagéo aos diferentes
estagios de Microtheca ochroloma (Stal) (Coleoptera: Chrysomelidae), verificando 31
e 39% de mortalidade em larvas de 1° e 3° instar, respectivamente. Estes resultados

obtidos em relacdo ao efeito entomopatogénico entre |. fumosorosea e insetos da
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ordem coleoptera, corroboram com os obtidos no presente trabalho, onde o isolado
de I. fumosorosea promoveu mortalidade de 33,5% sobre larvas e ndo apresentou
patogenicidade sobre adultos para A. diaperinus.

A literatura traz relatos de |. fumosorosea controlando espécies de insetos de
diferentes familias da ordem Coleoptera, tais como: Anobiidae, Carabidae,
Cerambycidae, Chrysomelidae, Coccinellidae e Curculionidae (ZIMMERMANN,
2008). Dessa forma, pode-se inferir que a identificacdo e a selecdo de isolados de I.
fumosorosea patogénicos e mais virulentos para o controle de A. diaperinus é viavel

para uma possivel utilizacdo em programas de controle biolégico de A. diaperinus.

No que diz respeito a patogenicidade de isolados das espécies B. bassiana, M.
anisopliae e I. fumosorosea sobre larvas e adultos de A. diaperinus infere-se que ela
€ variavel. A patogenicidade é variavel entre espécies de fungos entomopatogénicos,
entre os isolados dentro da mesma espécie, entre as espécies de insetos e dentre as
fases de desenvolvimento do inseto no qual é aplicado. Alves (1998); Alves; Lopes
(2008); Barros et al., (2010); Zimmermann (2008) descrevem a ampla variabilidade
genética dos fungos entomopatogénicos e as relacionam com seus respectivos
hospedeiros. Pedrini (2018); Qu; Wang (2018) descrevem que o ciclo das relacbes
patogeno-hospedeiro pode influenciar em maior ou menor suscetibilidade do inseto-
praga ao fungo, no qual mecanismos do sistema imune do inseto, celular e humoral,
atuam para suprimir as infeccdes. Ainda, os insetos podem produzir sobre a cuticula
substancias antimicrobianas que visam reduzir a atividade fangica, podendo reduzir a
germinacao de conidios. No entanto, mesmo que a infec¢cdo de um isolado ocorra o
sistema imune pode suprimir a colonizacdo da hemocele do inseto, através de
processos de fagocitose, encapsulacdo, melanizacdo e producdo de substancias
antimicrobianas (QU; WANG, 2018). Ou seja, 0 inseto ndo é um organismo passivo,
ele responde a estimulos de agressao, e esta resposta pode acarretar na tolerancia

ou resisténcia de um inseto a determinados isolados.

Outro aspecto observado no presente trabalho e que deve ser destacado, é a
maior suscetibilidade de larvas em relacdo aos adultos. Varios estudos destacam
maior suscetibilidade de larvas aos isolados de B. bassiana e M. anisopliae quando
comparado aos adultos desta mesma espécie (ALVES et al., 2015; CHERNAKI-
LEFFER; SOSA-GOMEZ; ALMEIDA, 2007; GINDIN et al., 2009; ROHDE et al., 2006).

Tal fato pode ser atribuido a cuticula dos insetos adultos ser mais espessa, a qual
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confere maior resisténcia e protecao a agentes externos em relagédo a cuticula da fase
larval. Além disso, o fungo devera gastar mais energia para penetrar infectar um inseto
adulto (QU; WANG, 2018), em especial insetos com cuticula espessa, como é o caso
de A. diaperinus. Sendo o estégio larval, um periodo critico ao ciclo de vida do inseto,
sendo um momento oportuno para o uso de fungos entomopatogénicos. Um fator que
pode aumentar a viruléncia de isolados de B. bassiana, de acordo com Santoro et al.,
(2015b), sdo as sucessivas passagens dos isolados pelo cadaver de A. diaperinus,
sendo este aspecto bioldgico dos isolados uma oportunidade para estudos futuros,

inclusive com os mesmos isolados testados no presente trabalho.

As condi¢cdes ambientais sdo preponderantes para o desencadeamento das
fases do ciclo das relacbes patdégeno-hospedeiro, principalmente temperatura e
umidade (ALVES, 1998; BARROS et al., 2010; QU; WANG, 2018). Em estudo
conduzido por Santos et al., (2006) ao avaliarem o efeito patogénico de um isolado de
B. bassiana sobre larvas e adultos de A. diaperinus em temperaturas de 26 °C,
obtiveram mortalidade acima de 80% para ambos. Sendo 26 °C de temperatura
considerada ideal para esta espécie. No presente trabalho, as condicbes de
temperaturas impostas aos tratamentos foi de 28 + 2 °C, nas metodologias de
laboratoério e semicampo, permitindo inferir que o fator temperatura néo teve influéncia

sobre os resultados dos isolados.

Em relacdo ao tratamento com inseticida quimico sintético, este promoveu 0s
maiores percentuais de controle, tanto para larvas quanto para adultos de A.
diaperinus, em relacdo aos tratamentos com fungos entomopatogénicos. Resultados
similares foram obtidos por Wolf et al., (2015) ao submeter larvas e adultos a inseticida
guimico (cipermetrina + clorpirifés + citronelal) na proporcédo de 1:400 (1L de produto
comercial em 400L de agua) o qual provocou percentuais de mortalidade de 68 e
100%, para larvas e adultos, respectivamente, em condicdes de semicampo.
Resultados similares foram obtidos no presente trabalho. A temperatura, bem como a
presenca da cama aviaria pode ter interferido na eficiéncia de controle das larvas.
Contudo, estes fatores nao interferiram nos resultados obtidos por este trabalho, ja

gue ndo eram objetos de interesse nos bioensaios de laboratério.

Chernaki-Leffer et al., (2011) relataram variacdo na suscetibilidade de
populagbes distintas de A. diaperinus a cipermetrina, diclorvos e triflumurom, e

enfatizaram a importancia do manejo de inseticidas quimicos para minimizar a
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pressao de selecdo e consequentemente, o surgimento de populacdes resistentes.
Efeito este, que ndo pode ser relacionado no presente trabalho, uma vez que o inseto

se mostrou suscetivel ao inseticida quimico sintético utilizado.

A metodologia de inoculacdo dos isolados entomopatogénicos em meio a racao
nao obteve resultados sobre a mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus em
condicdes de laboratério. Cassiano et al., (2008) testou metodologia similar ao avaliar
o efeito da adesé&o de conidios de M. anisopliae ao submeter os insetos a caminhada
por tempo determinado sobre uma superficie tratada com fungos. Esta metodologia
pode ser considerada similar a usada no presente trabalho, por avaliar o efeito do
contato entre os isolados e os insetos. O ensaio demonstrou uma interacdo entre
tempo exposto e adesédo de conidios que resultou em um percentual de 74% de
mortalidade sobre larvas apos 48 horas, e 50% de mortalidade sobre adultos apos 15
dias de exposicéo ao fungo. A ndo mortalidade observada no presente trabalho pode
estar atribuida aos isolados e ndo a metodologia de emprego, uma vez que Gindin et
al., (2009) verificaram, com metodologia similar, percentuais de mortalidade que

variaram de 60 a 97%, sobre larvas de A. diaperinus.

De acordo com Alves (1998); Pedrini (2018); Qu; Wang (2018) a adesao,
germinacao e penetracdo sao fases importantes e complexas dentre as fases do ciclo
patogeno-hospedeiro. Estas, precedem a colonizacéo e aparecimento dos sintomas e
sao responsaveis pela patogenicidade de um isolado. Submeter insetos ao contato
com os fungos proporciona a adesao dos conidios dos isolados a cuticula do inseto.
Logo, o fato de ndo haver patogenicidade pode ser resposta dos insetos aos estimulos

dos fungos entomopatogénicos.

Em relacéo a aplicacao de fungos sobre as superficies a qual o inseto entra em
contato em condi¢cdes em que ha a presenca de cama aviaria, ndo provocaram a
mortalidade de A. diaperinus. Alves et al., (2015) avaliaram o efeito de um isolado de
B. bassiana (4,2 x 10° conidios.m?) aplicado sobre as superficies de um aviario
comercial (muretas, chdo e vigas) sem a presenca da cama, sendo esta introduzida
apos 48 horas. Estes verificaram que houve reducdo na populacdo de insetos de 56
e 73%, quando avaliados 96 e 146 dias ap0s a aplicacédo dos tratamentos. No entanto,
a populacao de insetos voltou a niveis préximos aos iniciais apos 216 dias. Contudo
deve-se destacar que o isolado empregado, UNIOESTE 04, de B. bassiana, possuia

viruléncia comprovada em testes preliminares, sendo um dos requisitos
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imprescindiveis para o sucesso desta préatica. Assim averigua-se que ndo ocorrer a
mortalidade de A. diaperinus na metodologia de aplicacdo em superficies de contato
€ em decorréncia dos isolados inadequados ao controle deste inseto e ndo a
metodologia em si. Resultados similares foram averiguados por Geden; Steinkraus
(2003); Gindin et al.,, (2009) com metodologia de aplicacdo de isolados de M.
anisopliae e B. bassiana para a supresséo de larvas de A. diaperinus. Observacgéao de
isolados das espécies B. bassiana e M. anisopliae ocorrendo naturalmente no interior
de aviarios comerciais controlando A. diaperinus (ALVES et al., 2004, 2005).
Permitindo inferir que a cama aviaria e seus constituintes ndo afetam a viabilidade de

conidios das espécies de M. anisopliae e B. bassiana.

No que diz respeito as metodologias de aplicacdo de fungos, forcadas ou
passivas, elas sdo dependentes primeiramente dos parametros biolégicos dos
isolados. Germinacédo, producdo de conidios, patogenicidade e viruléncias sao
aspectos que devem ser considerados para um isolado eficiente (ALVES, 1998;
BARROS et al., 2010; QU; WANG, 2018). Ou seja, ao trabalhar com isolados com
baixa patogenicidade reduz-se o potencial de qualquer metodologia de aplicacao
expressar percentuais de controle satisfatérios para A. diaperinus. Ou seja, com base
nos resultados de baixa viruléncia observados nos resultados de laboratorio
(aplicacao forcada), infere-se que a baixa eficiéncia dos métodos de aplicacdo € em

decorréncia dos isolados e ndo da metodologia empregada.

Apesar dos resultados de mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus
obtidos pelo presente trabalho apresentarem-se abaixo do que é considerado viavel
para o controle de A. diaperinus com fungos entomopatogénicos, novos estudos
devem ser conduzidos para investigar outras possibilidades. Dentre essas
possibilidades destacam-se ensaios com outros isolados de fungos
entomopatogénicos, determinacédo de concentracdes mais adequadas, estimativa de
DLso para os isolados empregados, bem como, o uso de outras espécies sdo pontos
gue podem ser explorados em estudos futuros. Investigar a influéncia das
propriedades da cama aviaria sobre os parametros biolégicos dos isolados e a
possivel interferéncia destas sobre o ciclo das relacbes patégeno-hospedeiro € um

fator que também poderé ser considerado.
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6 CONCLUSOES

Os fungos entomopatogénicos das espécies B. bassiana (Bb2), M. anisopliae
(IBCB 425) e I. fumosorosea (Ifl) apresentam potencial para o controle de A.

diaperinus, conforme metodologia de contato direto “in vitro” de insetos.

Os demais isolados n&do apresentaram patogenicidade a este inseto nas

diferentes metodologias avaliadas.
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