Formulacoes de Beauveria
bassiana e Metarhizium ani-
sopliae para aplicacao em
machos estéreis como veto-
res para fémeas de Ceratitis
capitata

Resumo

Este trabalho teve como objetivo selecionar adjuvantes para aplicagao de co-
nidios de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae para aplicagado em ma-
chos estéreis tsl Vienna-8 e transmissao horizontal para fémeas selvagens de
Ceratitis capitata. O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Controle Biol6-
gico da Embrapa Semiarido, utilizando-se dois isolados previamente selecio-
nados quanto a viruléncia a C. capitata, M. anisopliae LCB255 e B. bassiana
LCB289. As formulagdes continham 10" conidios g'. Utilizou-se arroz, ami-
do de mandioca, amido de milho, amido de batata e silica micronizada como
agentes dispersantes. Foi adotado um esquema fatorial de (4x2)+1, sendo
quatro adjuvantes, dois fungos e um controle com cinco repeticbes em deli-
neamento inteiramente casualizado. Todos os machos tratados com diéxido
de silica (SiO,) morreram 4 horas ap0s a aplicagéo dos tratamentos. O amido
de mandioca permite o voo do macho estéril com teor de inéculo capaz de
transmiti-lo para as fémeas durante a copula.
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Introducao

A mosca-das-frutas Ceratitis capitata é considerada praga-chave para a
maioria das fruteiras em todo o mundo, acarretando grandes prejuizos a
produgdo. Os danos sao causados diretamente nos frutos, onde as larvas
podem permanecer alojadas na fase de comercializagéo, implicando no esta-
belecimento de barreiras quarentenarias pelos paises importadores indenes.
Os métodos empregados para o controle desta praga s&o principalmente a
adocao de medidas de manejo cultural e profilatico, além da aplicagao de is-
cas toxica a base de inseticidas (Botton et al., 2014). No Submédio do Vale do
Sao Francisco, a adogao das medidas recomendadas é baixa e os resultados
tém sido insatisfatérios.

Uma das estratégias mais eficientes no controle das moscas-das-frutas é o
uso da técnica do inseto estéril (TIE). No entanto, sua aplicacdo é recomen-
dada apenas para campos com baixa infestagdo da praga, promovendo a
manutengdo dessas taxas ou a erradicagao da populagéo (Paranhos et al.,
2010). Nas condigbes atuais de infestacdo das areas de producdo no Sub-
médio do Vale do Sao Francisco, o uso da TIE n&o é recomendado. Contudo,
sua aplicagdo em conjunto com técnicas alternativas, como sua associagao
a entomopatdégenos, pode aumentar a sua eficiéncia e viabilizar a aplicacao.

O controle microbiano de insetos € uma alternativa viavel para ampliar os mé-
todos de controle de C. capitata, principalmente se utilizado de forma sinérgi-
ca com a TIE. No entanto, para melhorar a aplicagdo de conidios dos fungos
no controle biolégico nos machos estéreis, € necessario o desenvolvimento
de formulagdes mais adequadas para esta finalidade.

Este trabalho teve como objetivo selecionar adjuvantes para aplicagdo de
conidios de B. bassiana e M. anisopliae em machos estéreis tsl Vienna-8 de
forma a alcancgar a transmissao horizontal de indculo para fémeas selvagens
de C. capitata.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Controle Bioldgico da Embrapa
Semiarido, no periodo de 4 junho a 26 de julho de 2018, utilizando-se dois
isolados previamente selecionados quanto a viruléncia a C. capitata, M. ani-
sopliae LCB255 e B. bassiana LCB289).

Adotou-se um esquema fatorial de (4x2)+1, sendo quatro adjuvantes, dois
fungos e um controle com cinco repeticbes em delineamento inteiramente
casualizado. Para a obteng¢ao dos conidios, os isolados foram cultivados em
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meio de batata dextrose agar (BDA) a 28 + 0,5 °C durante 15 dias. Uma sus-
pensao de conidios foi obtida de placas densamente colonizadas, utilizando-
-se uma solugéo de Triton X-100 0,05% como dispersante. A suspenséo foi
padronizada a 10% conidios mL" e inoculadas em erlenmeyers contendo 200
mL de arroz parboilizado com 50% de umidade e autoclavado. Apds a ino-
culagao, foi incubado a 28 + 0,5 °C por 15 dias até a obtengdo da maxima
esporulacao aparente.

A biomassa fungica foi removida e transferida para estufa de desidratagéo
com circulagao forgada de ar a 35 °C até atingir teor de umidade em torno de
10%. Apods a desidratagao, os conidios foram separados dos graos utilizan-
do-se extrator de conidios Mycoharvester M5 (ACIS R&D, Devon, UK). Os
conidios foram utilizados na preparagao de cinco formulagdes utilizando-se
farinha de arroz, amido de mandioca, amido de milho, amido de batata e sili-
ca micronizada. As formulagdes continham 10 conidios g e foram mantidas
em refrigeracédo a 8 °C até seu uso.

Os machos estéreis utilizados foram obtidos da colénia de C. capitata linha-
gem mutante tsl Vienna-8 da Biofabrica Moscamed Brasil, Juazeiro, BA. Os
insetos foram nocauteados por exposigcéo a frio (-10 °C por 30s) e, ainda
letargicos, receberam tratamento de 100 mg de cada formulagéo para 100
machos nocauteados. Em seguida, os insetos foram transferidos para gaiolas
em grupos de 15, nas quais foram introduzidas fémeas saudaveis e sexual-
mente maduras, 4 horas apds o tratamento inicial. Cinco machos estéreis
tratados de cada tratamento foram recuperados e o numero de conidios ade-
ridos foi avaliado pela extracdo em Triton X-100 0,1% e contagem em camara
de Neubauer.

O experimento foi conduzido por duas vezes, utilizando-se lotes de insetos
independentes, avaliando-se o numero de conidios aderidos ao corpo dos
insetos, a recuperagao dos machos estéreis tsl Vienna-8, 2 horas apds o tra-
tamento, e a mortalidade causada pela transferéncia horizontal para fémeas
saudaveis de C. capitata. Todos os adjuvantes foram aplicados isoladamente
para a corregdo da mortalidade dos machos tsl Vienna-8. Os dados obtidos
foram submetidos a analise da variancia e teste de Tukey a 5% de significan-
cia para a mortalidade corrigida acumulada de fémeas em 8 dias.

Resultados e Discussao

Todos os insetos tratados com a formulag&o utilizando didxido de silica (SiO,)
morreram 4 horas apos a aplicagdo dos tratamentos e os dados foram des-
cartados. Houve interacdo significativa entre os adjuvantes e os isolados na
recuperacado dos machos estéreis pelo teste de F.
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Nao houve diferenga significativa na recuperagdo dos insetos tratados apenas
com os adjuvantes (Figura 1). No entanto, os machos tratados com formulagéo
de LCB255 em amido de arroz, seguido de amido de milho, tiveram a menor
recuperagao entre os tratamentos (P<0,05). A maior taxa de recuperagéo para
LCB255 foi obtida com amido de mandioca e batata. A recuperagédo dos machos
tratados com B. bassiana LCB289 nao diferiu significativamente (P>0,05) do
controle, independentemente do tipo de adjuvante (Figura 1).

De modo geral, obteve-se maior aderéncia de conidios nos machos tratados
com o isolado B. bassiana LCB289. Contudo, a maior carga de conidios no cor-
po dos insetos foi obtida quando se utilizou formulagées contendo amido de
arroz para os dois fungos, enquanto a menor foi obtida com o amido de batata. A
maior adesao dos conidios, observada com formulagdes de LCB289, pode estar
relacionada com suas menores dimensoes. As formulagcdées com amido de arroz,
por sua vez, possuem maior granulometria, provavelmente, permitindo maior
superficie de contato com os conidios.
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Figura 1. Sobrevivéncia de machos estéreis de Ceratitis capitata mutante tsl Vienna-8 (A) e nimero
de conidios aderidos ao corpo dos insetos (B) apos tratamento com formulagdes de Beauveria bas-
siana e Metarhizium anisopliae contendo amido de diferentes fontes como adjuvantes 4 horas apds
a aplicacao.

Houve interagao significativa entre os adjuvantes e os isolados na mortalidade
de fémeas, com valores significativamente maiores com a aplicacao de B. bas-
siana LCB289 utilizando amido de batata como adjuvante (Figura 2). Contudo,

nao houve diferenca significativa entre os adjuvantes usando o M. anisopliae
LCB 255.
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Figura 2. Mortalidade de fémeas de Ceratitis capitata 8 dias
apos a liberagdo em gaiolas com machos estéreis tsl Vien-
na-8 previamente tratados com formulagbes de Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae anisopliae contendo ami-
do de diferentes fontes como adjuvantes.

Poucos estudos foram realizados com o objetivo de selecionar formulagdes
para uma maior eficiéncia na transferéncia horizontal de propagulos infec-
tivos. No estudo de Ugine et al. (2005), por exemplo, o objetivo foi a com-
paragao entre formulagdes em 6leo e p6 molhavel (WP) para a adesao ao
tegumento de tripes, concluindo-se que a formulagdo WP foi a mais eficiente.
Neste estudo, buscou-se um adjuvante que permitisse a adesdo de numero
adequado de conidios ao corpo dos machos estéreis, mas que permita a ra-
pida recuperagao e dispersao dos insetos. O amido de mandioca apresentou
a melhor recuperagao dos machos apds o tratamento, tanto para B. bassiana
LCB289, M. anisopliae LCB255 e no controle. Isso sugere que este adjuvante
permitiu menor aderéncia dos conidios aos machos, mas suficiente para rea-
lizar a transmissao horizontal e causar elevada mortalidade entre as fémeas.
Resultados similares foram alcangados por Ment et al. (2010) que, em seus
estudos com carrapatos aplicando uma formulagdo aquosa, obteveram nu-
mero de conidios aderidos similar ao obtida neste experimento, variando em
torno de 2 a 3 x10* conidios por individuo.
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Conclusao

O uso de amido de mandioca nas formulagdes resultou em recuperagéo de
maior nimero de machos com teor de indculo capaz de transmitir quantidade
suficiente de in6culo para as fémeas durante a coépula, causando elevada
mortalidade.
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