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INSETO ESTERIL COMO VETOR DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PARA
O CONTROLE DE Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae)

RESUMO

A moscas-das-frutas C. capitata é praga chave na fruticultura mundial e a Técnica do
Inseto Estéril (TIE) consiste na liberagdo de machos estéreis (ME) para acasalar com fémeas
selvagens reduzindo a populagdo. A TIE pode ser mais eficiente se combinada com fungos
entomopatogénicos. No entanto, os ME sdo hospedeiros suscetiveis. Assim, € necessario
estudar medidas que aumentem a sobrevida dos MEs e que reduzam o impacto do tratamento.
Para isso, testes in vitro avaliaram o efeito de metilparabeno (MPB), acido citrico e benzoato
de potéssio sobre o crescimento de B. bassiana LCB289 e M. anisopliae LCB255. In vivo,
MEs foram criados em dietas com MPB em quatro grupos: T1. adulto e larva com MPB na
dieta (L+A+); T2. MPB apenas na fase larval (L+A-); T3. Apenas adultos com MPB (L-A+);
T4. adulto e larva sem MPB (L-A-). Avaliou-se a sobrevida mediana (SM) de MEs com
LCB289 e LCB255 e sua eficiéncia no controle de fémeas. Machos foram tratados com
formulagdes com amido de milho, batata, mandioca, arroz, (SiO2) com os dois fungos.
Verificou-se que 0 MPB impediu o crescimento de LCB289 e LCB255 mesmo na menor dose
(0,75 g L"). Os MEs criados com MPB tiveram maior SM com (6 a 9 dias) comparado ao
controle (3 a 4 dias). A maior SM causada pelo MPB aumentou também, a mortalidade das
fémeas (p< 0,05). Os conidios e a silica causaram 100% de mortalidade dos MEs, enquanto
que a aplicagdo com amido de milho e mandioca resultou em maior SM, alta mortalidade de
fémeas e machos na recopula. O LCB289 apresentou a maior transferéncia com efeito
proporcional as doses e ligeira redugdo de conidios aderidos entre os periodos de
pareamentos. As curvas de mortalidade de fémeas foram diferentes (p< 0,05) entre as cepas,
com SM de 5,5 e 4,2 dias com LCB289 e 6,0 e 7,0 dias com LCB255. Em campo, a liberacdo
de MEs com LCB289 e amido de mandioca contendo 10° conidios g' causou 64% de
mortalidade e SM de 4,6 dias nas fémeas. A criagdo de MEs com fungicidas, principalmente
na fase larval, ¢ uma estratégia para aumentar a sobrevida dos MEs tratados com fungos.
Formulagdes com forgas de adesdo mediana, como em amido de milho ou mandioca podem

ser utilizadas com a TIE aumentando a eficiéncia.

Palavras-chave: C. capitata; Formulagdo, Metarhizium; Beauveria; Transferéncia horizontal;

Técnica do inseto estéril.



STERILE INSECT AS VECTOR OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI IN CONTROL
OF Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae)

ABSTRACT

The fruit fly C. capitata is a key pest in fruticulture worldwide and the Sterile Insect
Technique (SIT) it consists in liberation of sterile males (SM) to mating with wild females
reducing population. The SIT can be more efficient if associated with to entomopathogenic
fungi. However, the SM are susceptible host. Therefore, is required to study measures what
increasing the survival of SMs and reduce impact of treatment. For this, in vitro tests
avalueted the effect of methylparaben (MPB), citric acid and potassium of benzoate on
growth of B. bassiana 1LCB289 and M. anisopliae LCB255. In vivo, SMs, were criated in diet
with MPB in four groups: T1. Adult and larvae reared with MPB in the diet; T2. MPB only in
the larval phase; T3. Only adults with MPB; T4. Adult and larvae without MPB. Was
avaluated median survival (MS) of SMs with LCB289 and LCB255 and your efficiency at the
females control. Males were treated with starch of corn, potato, cassava, rice, (SiO2) with two
fungi. MPB entirely restricted the growth of LCB289 and LCB255 in culture medium, even
when added at the lowest dose (0.75 g L-1). The SM reared on a diet containing MPB had a
higher average survival (6 to 9 days) when compared to the control treatment (3 to 4 days).
The higher SM caused by MPB also increased, females mortality (p <0.05). The conidia and
silica caused 100% mortality from SMs, while corn and cassava starch application resulted in
higher MS, high mortality of females and males in the remating. LCB289 presented highest
transfer with effect proportional to the doses and slight reduction of conidia adhered between
the periods of mating. Females mortality curves were different (p <0.05) among strains, with
MS of 5.5 and 4.2 days with LCB289 and 6.0 and 7.0 days with LCB255. In the field, the
release of SM with LCB289 and cassava starch containing 10° conidia g' caused 64%
mortality and SM of 4.6 days in females. The rearing of SM with fungicides, mainly in the
larval phase, is a strategy to increase the survival of SMs treated with fungi. Formulations
with medium adhesion forces such as corn starch or cassava can be used with TIE increasing

you efficiency.

Key-words: Beauveria; C. capitata; Formulation; Horizontal transference; Metarhizium;

Sterile Insect Technique.
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INTRODUCAO

A fruticultura representa uma das principais atividades de importancia econdomica,
gerando emprego e renda (SANTOS et al., 2018). No entanto, a mosca-das-frutas Ceratitis
capitata (Wiedmann, 1824) ou mosca do mediterrdneo € praga chave e considerada a mais
destrutiva dentre os tefritideos (PARANHOS et al., 2008). E considerado um dos mais
importantes insetos do mundo, representando enorme ameaca devido aos danos diretos
causados aos frutos e indiretos na comercializagdo, em fungdo de implicagdes quarentenarias

(QUESADA-MORAGA et al., 2008).

Paises importadores como os Estados Unidos e o Japdo, que estdo entre os principais
consumidores de frutas in matura, impdem barreiras quarentenarias, visando impedir a
introdug@o de espécies exdticas de mosca-das-frutas em seu territdrio, obrigando, assim, os
paises exportadores a aprimorar suas técnicas de producdo e controle da praga
(MALACRIDA et al., 2007; PAPADOPOULOS et al., 2001; PARANHOS et al., 2008).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) ¢ a melhor maneira de controlar a populagdo
dessa praga. Algumas estratégias tém sido adotadas, como métodos meramente fisicos,
baseados no envoltorio ou ensacamento de frutos para evitar a oviposi¢do; métodos culturais
como saneamento de pomares; controle comportamental utilizando a técnica de aniquilacdo
de machos, pulverizacdo quimica; controle biologico com parasitoides (RENDON et al.,
2006), machos estéreis (TOLEDO et al., 2006) e mais recentemente o uso de fungos
entomopatogénicos (EKESI; MANIANIA; LUX, 2002, 2003; QUESADA-MORAGA et al.,
2008).

A utilizagdo de microorganismos para controlar pragas na agricultura representa um
avanco ecologico para solucionar problemas ocasionados pelo emprego indiscriminados de
inseticidas empregados nesse setor. Sendo que os agentes de controle mais importantes sao
fungos, bactérias, virus, protozodrios, nematoides, rickétsias e micoplasma. Dentre eles, os
fungos causam 80% das enfermidades nos insetos (ALVES, 1998). O controle biolégico com
os fungos  entomopatogénicos  Beauveria  bassiana (Balsamo)  Vuillemin e
(Metschnikoff) Sorokin representa uma forma de controle muito eficiente e pode ser integrado
ao manejo de moscas-das-frutas (DE LA ROSA; LOPEZ; LIEDO, 2002).

A penetragdo normal desses fungos € pelo tegumento, através de atividade

enzimatica ou pressdo mecanica exercida pelo tubo germinativo e apressorio. Os ciclos desta
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relagdo apresentam-se de modo geral pelas fases de: adesdo, germinacdo, formagdo de
apressorio, formagdo de grampo de penetragdo, penetrag@o, colonizagdo e ainda, reprodugéo e
disseminagdo do patégeno (ALVES, 1998).

A técnica do inseto estéril ¢ uma abordagem para suprimir ou erradicar pragas e €
amplamente utilizada nos programas integrados de controle de tefritideos.(SHELLY et al.,
2004). De acordo Hendrichs et al., (2002) a técnica envolve a producdo massal de machos da
espécie-alvo e a liberagdo de machos irradiados (esterilizados) no agroecossistema. A unido
entre machos estéreis e fémeas silvestres produz ovos inférteis, o que reduz o potencial
reprodutivo da populacdo selvagem. O sucesso da TIE depende, em grande parte, da
capacidade dos machos liberados e estéreis para atrair e obter acasalamentos com fémeas
selvagens (HENDRICHS J. et al., 2002). Os machos estéreis que sdo liberados em campo
devem apresentar boa capacidade de dispersdo, sobrevivéncia e desempenho sexual. Portanto,
a eficiéncia e eficacia da utilizacdo da TIE dependem do sucesso dos machos estéreis, na

competicdo com os machos selvagens pela copula das fémeas (PARANHOS, 2007).

Recentemente, tem sido proposta a utilizagdo da técnica do inseto estéril como vetores
de entomopatdgenos. A transmissdo horizontal de conidios para a populagio selvagem pode
ser alcancada através do acasalamento ou mesmo através de interacdes em leks. Como
vantagem adicional, as fémeas férteis infectadas sofrem uma diminui¢cdo gradual da sua
fecundidade e fertilidade (SANCHEZ-ROBLERO et al., 2012). Experimentos em gaiolas de
campo mostraram que os machos esterilizados da mosca-das-frutas mexicana (Anastrepha
ludens) (Diptera: Tephritidae) inoculados com B. bassiana foram capazes de transmitir o
patogeno para as fémeas ndo infectadas através do acasalamento ou tentativas de
acasalamento, reduzindo drasticamente a fertilidade e longevidade das fémeas (TOLEDO et
al., 2007).

No México, estudos de transferéncia horizontal com machos vetores tem mostrado alta
eficiéncia de produtos microbianos no controle de fémeas (TOLEDO et al., 2017). Esta
estratégia apresenta como vantagem a redugdo da quantidade de produto utilizado e diminui a
possibilidade de contaminagdo de organismos ndo-alvo (TOLEDO et al., 2007; TOLEDO;
LIEDO; FLORES, 2006) Além disso, os machos vetores podem otimizar o uso da TIE em
cendrios com alta infestagdo das pragas. No entanto, a sobrevivéncia dos machos estéreis ¢

um fator que pode determinar eficiéncia do uso da técnica no MIP.



14

No Brasil, ainda n@o ha estudos sobre transferéncia horizontal de fungos
entomopatogénicos em selvagens de C. capitata utilizando como vetor, machos estéreis tsl
Vienna-8. A possivel associag@o da técnica do inseto estéril com fungos entomopatogénicos
podera aumentar a eficiéncia de controle da TIE e potencializar o seu uso dentro do Manejo

Integrado de Pragas no contexto da fruticultura nacional.
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REVISAO DE LITERATURA

1.0 Moscas-das-frutas

1.1 Importancia econdomica e quarentenaria das moscas-das-frutas

A mosca do mediterraneo C. capitata é considerada a mais cosmopolita e invasora
dentre todos os tefritideos. E a praga mais destrutiva da fruticultura mundial, devido a
natureza do dano causado, ao grande numero de geragdes por ano e a sua grande
adaptabilidade a varios tipos de hospedeiros, sendo capaz de infestar mais de 350 espécies
vegetais, inclusive aquelas de importancia econdmica (METCALF, 1995). Segundo Gallo et
al. (2002), essa espécie de praga apresenta o que ¢ normalmente chamado de “sucessdo de
hospedeiros”, ou seja, ela passa de uma frutifera para outra, & medida que estas forem
frutificando em diferentes épocas do ano.

As espécies de moscas-das-frutas de importancia econdmica pertencem aos géneros,
Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Dacus, Rhagoletis e Toxotrypana. A maioria dos
tratamentos quarentenarios usados para garantir que um produto esteja livre dessas pragas sido
tratamentos diretos através de calor, frio e fumigantes. Das moscas que ocorrem no Brasil
destacam-se as espécies dos géneros Amastrepha, Bactrocera, Rhagoletis e Ceratitis
(ZUCCHLI, 2000), sendo os géneros Ceratitis € Anastrepha os de maior importancia neste
pais. Estima-se que os prejuizos causados pelas moscas-das-frutas chegam a um bilhdo de
dolares anuais em controle e monitoramento (GODOY et al., 2011).

Os danos diretos ocorrem devido a oviposi¢do realizada pelas fémeas no fruto em
amadurecimento. A fémea introduz seu ovipositor através da epiderme do fruto (punctura) e
deposita de um a dez ovos. Logo apds a postura ocorre a eclosdo das larvas, que se
desenvolvem no interior dos frutos, causando um disturbio hormonal e sua queda prematura
(SALLES, 1995).

Em diversas espécies de frutas, como nos citros, a epiderme fica marcada no local da
oviposi¢do e, com o desenvolvimento fisiolégico do fruto, forma-se uma concavidade ou
deformagdo, depreciando o mesmo. Em outras frutiferas, a infestagdo das larvas ndo ¢é
perceptivel, pois o visual externo permanece inalterado, porém, quando as larvas saem dos
frutos para o solo, pode-se perceber o orificio de sua saida na epiderme e constata-se a perda

de sua consisténcia (CARVALHO, 2005).
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Além destes danos diretos causados no fruto infestado, o local de oviposi¢do pode servir
como porta de entrada para microrganismos, causando a contaminag@o e apodrecimento. Em
frutos como a manga (Mangifera indica L.) aparece no local da punctura exsudatos de seiva,
por onde ocorre contaminagdo por bactérias e fungos, o que resulta no apodrecimento do
mesmo (CARVALHO, 2005).

Assim, além de causar reducdo na producdo, uma vez que os frutos infestados caem
precocemente da frutifera ou serem invidveis para comercializag@o, as infestagdes causam
aumento no custo da producdo, devido ao emprego de medidas de controle; menor valor da
produgdo, ja que os frutos de baixa qualidade t€ém menor valor comercial; e menor tempo de
prateleira, pois frutos infestados pela mosca apodrecem mais rapidamente (ROHDE, 2007).

As perdas indiretas referem-se as limitagdes existentes para a comercializagdo de frutas
frescas no mundo, causada pela ocorréncia de moscas-das-frutas. Isso por que os paises
importadores como Estados Unidos e Japdo, impdem barreiras fitossanitarias para espécies
exdticas na forma de regulamentos e normas técnicas, dificultando e, as vezes, impedindo as
exportacdes (SOUZA FILHO, 2003).

Entre as espécies que apresentam barreiras quarentendrias para a exportagdo de frutos
frescos para Europa, Estados Unidos e recentemente para o Japdo, estdo C. capitata, A.

obliqua, A. fraterculus (PARANHOS, 2005).

1.2 Comportamento e biologia de Ceratitis capitata

Em diversas espécies de frutas, como nos citros, a epiderme fica marcada no local da
oviposicdo e, com o desenvolvimento fisiolégico do fruto, forma-se uma concavidade ou
deformagdo, depreciando o mesmo. Em outras frutiferas, como a manga (Mangifera indica
L.), observa-se, no local da oviposi¢do, material exsudato de seiva. No entanto, em algumas
espécies de frutos, a infestag@o das larvas ndo € perceptivel, pois o visual externo permanece
inalterado, porém, quando as larvas saem dos frutos para o solo, pode-se perceber o orificio
de sua saida na epiderme e constata-se a perda de sua consisténcia (CARVALHO, 2005).

Além destes danos diretos causados no fruto infestado, o local de oviposi¢do pode
servir como porta de entrada para microrganismos, causando a contaminagdo e
apodrecimento. Em frutos como a manga aparece no local da punctura exsudatos de seiva, por

onde ocorre contaminacdo por bactérias e fungos, o que resulta no apodrecimento do mesmo
(CARVALHO, 2005).
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O ciclo biologico de moscas-das-frutas apresenta quatro estagios de desenvolvimento.
De acordo com Salles (2000) o ciclo de vida por ser entendido como o desenvolvimento de
um estagio a outro, na vida do inseto, até¢ completar o ciclo, possibilitando a reprodugio da
espécie. Os ovos, em geral, apresentam formato eliptico, cor branca-creme e com diferentes
tonalidades. As larvas sdo brancas-creme, apodas e com cabega retratil. As pupas possuem
diversas fases, podendo apresentar uma forma ovoide de cor branca-creme até assemelhar-se
com a mosca adulta, dentro do seu pupario (SALLES, 2000; GALLO et al, 2002).

A estratégia de copula em moscas-das-frutas consiste em: a) aglomera¢do dos machos
na parte inferior de folhagens de plantas hospedeiras ou ndo hospedeiras; b) emissdo do
feromonio sexual; ¢) chamada por meio do batimento das asas; d) chegada da fémea, que fica
frente a frente a0 macho; €) ambos se tocam com as antenas; f) machos pulam sobre as fémeas

e iniciam a copula, sendo que a fémea pode ou ndo aceitar o macho e g) fim da cépula
(PARANHOS et al., 2008).

1.3 Flutuagio populacional de moscas-das-frutas

O conhecimento da flutuagdo populacional e a época de maior ocorréncia de uma
determinada espécie de inseto de importancia econdmica é um requisito indispensavel, visto
que € o trabalho inicial para a determinagéo da sua época de ocorréncia e de inicio e picos
populacionais, auxiliando na definicdo das épocas de maior ou menor probabilidade de
infestagdes e danos econdmicos para o estabelecimento de um controle eficiente, pois permite
tracar estratégias de manejo mais eficazes (SANTOS, 2013), e tais conhecimentos s sdo
possiveis por meio do monitoramento da area.

As flutuagdes populacionais de moscas-das-frutas em pomares comerciais estdo
relacionadas, principalmente, a duas varidveis: disponibilidade de frutos hospedeiros e
condi¢des climaticas (SALLES, 2000).

Em pomares para exporta¢do de manga e uva, a supressdo da populagdo de C. capitata
deve ser realizada quando o indice MAD (mosca/armadilha/dia) estiver acima de 0,5. No
entanto, para liberagdo de machos estéreis, o indice MAD deve esta abaixo de 0,1. Acima
deste indice, a TIE torna-se ineficiente ¢ economicamente inviavel (PARANHOS et al.,
2008).

1.4 Técnica do Inseto Estéril — TIE
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A Técnica do Inseto Estéril consiste na criagdo, em grande escala, do inseto-praga
que se deseja controlar e na liberagdo semanal desses insetos esterilizados no campo. Os
insetos estéreis copulam com os selvagens, mas ndo geram descendentes (Knipling, 1955). As
premissas basicas para a utilizagdo da TIE no controle de insetos sdo: que a reprodugdo seja
sexuada através da copula, que as fémeas copulem de preferéncia apenas uma vez e que haja
facilidade de criacdo da praga em escala industrial em dieta artificial. A eficiéncia da TIE
pode ser maior quando se liberam apenas os machos no campo, pois aumenta a probabilidade
de eles copularem apenas com as fémeas selvagens, com redugdes no custo de produgéo e de
liberagdo (PARANHOS et al., 2008)

No caso de moscas-das-frutas, as fémeas estéreis continuam fazendo punctura nos
frutos, o que diminui a qualidade para a exportagd@o. Para ser possivel a liberagcdo de apenas
machos no campo, na década de 1980, foi desenvolvida uma linhagem mutante, cujas fémeas
emergem de pupas brancas, desta forma podendo-se descartar as brancas, mantendo-se as
pupas marrons para a liberacdo de machos estéreis. Dez anos apds, para economizar no
sistema de produg¢@o em escala industrial, foi obtido um mutante cujas fémeas possuem
sensibilidade letal a temperatura (tsl) de 34°C, ainda na fase de embriio (CACERES, 2002;
PARANHOS et al., 2008).

O método de esterilizagdo mais usual para insetos € através de radia¢do ionizante
proveniente de radiois6topos Cobalto-60, Césio-137 e equipamentos especiais com raio X de
elétrons acelerados. Cada espécie de inseto apresenta um estidgio de desenvolvimento
considerado mais apropriado para uso da radiagdo buscando a esteriliza¢do desses insetos. Ao
final da fase de pupa € o estagio de desenvolvimento do inseto o qual, geralmente, resulta em
insetos vigorosos, além da maior facilidade de manuseio (ZUCCHI, 2000).

Um dos meios de aumentar a eficiéncia da TIE € a libera¢do de uma populagdo nove
a cem vezes maiores de machos estéreis em relagdo a populagdo selvagem, presente no
campo, pois aumenta a probabilidade de fémeas selvagens serem copuladas pelos machos

estéreis (KNIPLING, 1955).
2.0 Dieta artificial e nutri¢cao dos insetos

Os seres vivos sd@o um reflexo daquilo que consomem, e este fator evidencia a
importancia do alimento para os organismos. No caso dos insetos, muitos aspectos da sua
biologia, incluindo o comportamento, a fisiologia e ecologia, estdo de uma ou outra maneira,

inseridos dentro de um determinado contexto alimentar. Além da quantidade, a qualidade € a



19

propor¢do desses nutrientes, presentes no alimento, a presenga de compostos secundarios ou
ndo-nutricionais (aleloquimicos) causam impacto varidvel na biologia dos insetos,
determinando a sua capacidade de contribuigdo reprodutiva para a geragdo seguinte
(PANIZZI; PARRA, 2009).

O desenvolvimento de dietas artificiais para insetos, principalmente a partir da
década de 1960, propiciou um refinamento das pesquisas sobre as exigéncias nutricionais,
existindo meios artificiais para criar mais de 1.300 espécies de insetos. Esse avanca nas
técnicas de criagdo permitiu descobrir que alguns grupos restritos de insetos exigem acidos
nucléicos e, mesmo, vitaminas lipossolveis. Técnicas sofisticadas de produgdo de produgdo
de parasitoides in vitro (excluindo-se o hospedeiro) t€ém sido desenvolvidas com sucesso.
Embora tenham ocorrido avangos nas dietas para parasitoides e predadores sdo para os
fitofagos, das ordens Lepdoptera, Coleoptera e Diptera, que se encontram 85% das dietas
artificiais. (PANIZZI; PARRA, 2009).

As dietas artificiais para criagdo de insetos permitiu grandes avangos em areas
basicas e aplicadas, e hoje essa atividade ¢ considerada uma das mais importantes na area da
entomologia, cobrindo desde a utilizagdo de insetos em pesquisas até na educagdo publica e
na alimentagdo de animais e humanos. Os adultos dos tefritideos alimentam-se desde,

exsudados dos frutos até as fezes de passaros, matéria organica em decomposicdo, néctares,

polens e outros. (PANIZZI; PARRA, 2009).

3.0 Insetos vetores de doenca

De modo geral, os insetos vetores sdo resistentes aos microrganismos que
transmitem. Todavia, ocorrem algumas excec¢des, representadas por vetores afetados
diretamente pelos microrganismos em varias partes do seu corpo, como no epitélio intersticial
e nos tubulos de Malpighi, e indiretamente, representadas por bloqueio mecanico do aparelho
digestivo e redugdo da longevidade do vetor (ALVES, 1998).

No estudo dos fatores que determinam o desenvolvimento de uma doenga em uma
populag¢do de insetos, a doenca pode ser entendida como um processo dindmico no qual o
hospedeiro e o patéogeno, em intima relagdo com o meio, se influenciam mutuamente, o que
resultam em modificagdes morfologicas e fisiologicas (GAUMANN, 1950).

A taxa de transmissdo € uma taxa que reflete a transmissdo do patdgeno de um
individuo para outro dentro da populagdo. E pode ser estabelecida em fungdo do tipo de

transmissdo do patdgeno e da biologia do inseto hospedeiro. A transmissdo da doenga pode
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ser horizontal entre insetos da mesma espécie sem relagdo parental e vertical quando ha

transferéncia do patdgeno para a progénie (ALVES, 1998).

4.0 Fungos entomopatogénicos

Os fungos s3o organismos com tamanho e forma varidveis. Eles podem ser
unicelulares, como as leveduras, ou constituidos por um conjunto filamentoso de micélio, por
sua vez composto de células denominadas hifas, com parede constituida quimicamente de
quitina e/ou celulose, além de outros agucares, como as glucanas (ALVES, 1998).

De acordo com Gallo et al. (2002) o controle com entomopatégenos trata-se da
utilizagdo racional de microrganismos visando a manutengdo da populacdo das pragas em
niveis ndo prejudiciais. Esse tipo de controle devera fazer parte de medidas, as quais, atuam
em harmonia com o ambiente, sejam capazes de reduzir a populagdo das pragas a niveis de
danos nd3o econdmicos. Sendo, portanto, o principal objetivo do controle microbiano o
estabelecimento enzootico do patdgeno.

Algumas doengas enzodticas ocorrem anualmente em uma populacdo de insetos e
contribui para o controle de insetos-praga. A doenga epizodtica ndo é regulada pelos mesmos
fatores que controlam as doencas enzoéticas. Nesse caso, a doenga aparece esporadicamente
provocando grandes variacdes na prevaléncia e incidéncia. Arrasam a poplagdo de insetos em
curto espago de tempo (ALVES, 1998).

A variabilidade genética dos fungos entomopatogénicos pode ser considerada umas
das principais vantagens no controle microbiano de insetos. Com técnicas apropriadas para o
bioensaio, € possivel selecionar isolados altamente virulentos, especificos ou ndo, com
caracteristicas adequadas para serem utilizados como inseticidas microbianos, visando o
controle de grande niimero de pragas das culturas econéomicas (LACEY, 2017; ALVES,
1998).

4.1 Fungos entomopatogénicos: Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana

Dentre os entomopatdgenos adotados no controle bioldgico de pragas destacam-se a
utilizagdo de microorganismos patogénicos como Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin e
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin que vém sendo utilizados com sucesso no

controle de pragas, tanto no Brasil como em outros paises, por serem capazes de infectar os
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diferentes estagios de desenvolvimento da praga, como seus ovos, larvas, pupas e adultos,
sendo esta caracteristica desejavel e peculiar desse grupo (LACEY, 2001).

Os fungos entomopatogénicos infectam seus hospedeiros através da cuticula, com isso
eles possuem maior potencial como agentes de controle bioldgico para controle de adultos de
mosca-das-frutas em relacdo aos virus e bactérias que devem ser ingeridos pela praga para
que possam ser eficazes. Além disso, uma nova estratégia esta sendo considerada para o uso
de fungos entomopatogénicos na protecdo de culturas. Essa nova abordagem consiste em
disseminar o patdégeno na populagdo praga, usando dispositivos que atraem os insetos para
estacdes de iscas infestadas com o patdgeno, permitindo escapar para potencialmente
disseminar a doenca para individuos ndo infectados (DIMBI et al., 2003).

Essas espécies de fungos, ocorrem frequentemente em insetos e amostras de solo, o
qual pode persistir sobrevivendo por um longo periodo de tempo através da colonizagdo
saprofitica no solo ou de forma epizodtica e enzootica na populagdo da praga ou hospedeiros
(ALVES, 1998). De acordo com TOLEDO et al., (2006) esses fungos sdo praticos agentes de
controle de mosca-das-frutas.

Os propagulos de fungos entomopatogé€nicos sdo responsaveis pela dispersdo e
infeccdo em condigdes naturais. Os conidios aéreos (esporos produzidos no ar ou conidios
secos). A maioria dos fungos hifomicetos entomopatogénicos produz grandes quantidades de
conidios hidrofébicos pequenos (<10 um) e em massas densas (WRAIGHT; JACKSON; DE
KOCK, 2001).

5.0 Ciclo das relagdes patogeno-hospedeiro

O ciclo das relagdes fungo-hospedeiro depende das condi¢cées ambientais, como
temperatura, umidade, luz, radiagdo ultravioleta assim como das condi¢Ges nutricionais e
susceptibilidade do hospedeiro. O ciclo apresenta as fases de adesdo, germinacdo, formagdo
de apressorios, formagdo de grampo de penetragdo, penetragdo, colonizagdo, reprodugdo do
patoégeno. A morte ocorre pela produgdo de micotoxinas, mudangas patologicas na hemocele,
acdo histologica, bloqueio mecanico do aparelho digestivo devido ao crescimento vegetativo e
outros danos fisicos em decorréncia do crescimento do micélio. A beuvaricina € uma toxina

produzida por B. bassiana e as destruxinas sdo encontradas em M. anisopliae (ALVES, 1998)

5.1 Mecanismos de defesa dos insetos
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Os mecanismos de defesa dos insetos que atuam contra entomopatégenos podem ser

divididos em  mecanicos: celulares, imunoldgicos, bioquimico-fisiologicos e
comportamentais. Ap6s vencer a barreira mecénica, representada pelo tegumento ou
membrana peritrofica, para iniciar a sua colonizagdo, os fungos podem sofrer a¢do de
hemdcitos e de mecanismos bioquimico-fisioldgicos que atuam contra a invasdo. Os insetos
também podem defender-se através de um mecanismo imunoldgico ou comportamental
(regurgitacdo e habito) (ALVES, 1998).

Ha organismos que resistem naturalmente ao ataque de certos patogenos. E tal
habilidade ¢ chamada de tolerdncia. Apos o rompimento da barreira fisica (tegumento), o
patdégeno penetra na cavidade geral, sofre acdo do sistema de defesa celular desencadeada
pelos hemocitos presentes na hemolinfa. Em um primeiro estdgio, os granuldcitos e os
coagulocitos reconhecem a particula estranha, liberando fatores de reconhecimentos. No
segundo, as opsoninas (fatores de reconhecimento) conduzem os plamotécitos em diregdo as

particulas invasoras ou as feridas (ALVES, 1998).

6.0 Formulacgoes

Formulag@o ¢ um termo usado em varios sentidos e seu significado fundamental € a
colocacdo conjunta de componentes em um relacionamento apropriado ou estruturas, de
acordo com uma formula. Os pesticidas estdo disponiveis em véarias formula¢des e uma
formulagdo ¢ simplesmente a forma de um produto especifico que é usado. A atividade
biologica de um pesticida baseia-se na sua natureza quimica ou bioldgica dependendo seu
ingrediente ativo. O ingrediente ativo ¢ geralmente formulado com outros materiais e este € o
produto vendido. A formulagdo melhora as propriedades de um produto quimico para
manuseio, armazenamento, aplicacdo, eficacia e a seguranca (BURGES, 1998).

As formulagdes em pé sdo geralmente formuladas com particulas inertes de cinzas,
giz, talco quartzo, amido, argila, caulim, silica, carbonato de célcio ou barro (HELLWEGE et
al., 2018). Estes sdo projetados para serem polvilhados ou soprado nas superficies do alvo e o
p6 gruda no corpo dos insetos As poeiras nem sempre aderem bem a plantas ou animais ou
estruturas; e estes sdo extremamente sujeitos a deriva pelo vento, portanto, representando um
maior risco toxico para o aplicador e o meio ambiente do que muitos outros tipos de
formulagdes. Por estas razdes, as poeiras sdo geralmente recomendadas apenas para aplicagdo

localizada, programas de controle em casa e sistema de armazenamento. S@o usados
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principalmente como protetores de grdos, comumente usado para o vazio da parede interior e

perimetro tratamentos, bem como para o p6 de colheita (SARWAR, 2015).

6.1 Fungoes da formulacio

Formular um produto tem quatro fungdes bésicas: |- estabilizar o organismo durante a
produgdo e seu armazenamento; 2- auxiliar sua manipulagdo e favorecer a aplicag¢do do
produto para que seja facilmente entregue ao alvo de maneira mais apropriada; 3- proteger o
agente ativo de fatores ambientais prejudiciais aumentando sua persisténcia; 4- aumenta a

eficiéncia por meio da maior atividade do organismo através do maior contato com a praga

(BURGES, 1988).

7.0 Estrutura e granulo dos amidos

O amido encontra-se amplamente distribuido em diversas espécies vegetais como
um carboidrato de reserva, sendo abundante em graos de cereais (40% a 90% do peso seco),
leguminosas (30% a 50% do peso seco), tubérculos (65% a 85% do peso seco) e frutas
imaturas ou verdes (40% a 70% do peso seco) (LAJOLO & MENEZES, 2006).

O tamanho e a forma de granulos de amido estdo entre os fatores de importancia na
determinagdo de usos potenciais de amidos. Por exemplo, granulos pequenos (2,0 pm) podem
ser usados como substitutos de gordura devido ao tamanho ser semelhante ao dos lipideos.
Outras aplicagdes, nas quais o tamanho dos granulos € importante, ¢ a produgio de filmes
plasticos biodegradaveis e de papéis para fax (LEONEL, 2007).

Sendo formado nos plastideos das plantas superiores, o amido ¢ sintetizado nas
folhas, onde serve como carboidrato de reserva temporario, acumulando-se nos cloroplastos
durante o dia e servindo como fonte principal para a sintese de sacarose citosolica durante a
noite. Essa sacarose € entdo transportada para os 6rgdos de armazenamento das plantas, como
sementes, frutas, tubérculos e raizes (VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004)

O tamanho e a forma dos granulos de amido variam com a espécie, e a distribuig@o
de tamanho varia com o estadio de desenvolvimento da planta e entre as fontes botanicas
(SATIN, 2000). Estruturalmente, o amido é composto por cadeias de amilose e amilopectina.
A amilose é formada por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a (1—4),

originando uma cadeia linear. Ja a amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em
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o (1—4) e a (1—6), formando uma estrutura ramificada (ALCAZAR-ALAY; ANGELA;
MEIRELES, 2015).

Atualmente, diversas pesquisas sobre a avaliacdo da relagdo existente entre a
estrutura molecular do amido e seu comportamento em algumas propriedades fisico-quimicas
sugerem que diversas caracteristicas estruturais, como teor de amilose, distribuigdo de
comprimento das cadeias de amilopectina e grau de cristalinidade no granulo, poderiam estar
intimamente relacionadas aos eventos associados com a gelatinizagéo e retrogradagdo, tais
como inchamento do granulo, lixiviacdo de amilose e/ ou amilopectina, perda da estrutura
radial (birrefringéncia), supra-molecular (cristalinidade) e molecular e recristalizagdo. Com
isso, o presente artigo de revisdo tem por objetivo reunir tais estudos visando um maior
entendimento da estrutura e das caracteristicas dos componentes do amido e sua relagdo com

propriedades fisico-quimicas de grande importancia nutricional e tecnolégica (DENARDIN;
SILVA, 2009).
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CAPITULO 1
ADICAO DE COMPOSTOS ANTIFUNGICOS EM DIETA DE MACHOS ESTEREIS
UTILIZADOS COMO VETORES DE FUNGOS VIRULENTOS A Ceratitis capitata
(DIPTERA: TEPHRITIDAE)

RESUMO

Machos estéreis de C. capitata podem ser vetores de fungos entomopatogénicos, aumentando
a eficiéncia da técnica do inseto estéril. No entanto, eles também sdo suscetiveis aos
patégenos e o uso de cepas de baixa viruléncia, tem pouca eficiéncia no controle das fémeas.
Este trabalho teve o objetivo de selecionar compostos que, adicionados a dieta de larvas e
adultos, aumentam a tolerdncia dos machos estéreis da linhagem tsl Vienna-8. Em
experimentos in vitro e in vivo o metilparabeno (MPB) e benzoato de potéssio foram os que
reduziram significativamente o crescimento em meio de cultura e a mortalidade de C. capitata
pelos fungos M. anisopliae LCB255 e B. bassiana 1.CB289. No experimento in vivo, MPB
0,2% em dieta de larvas e adultos reduziu significativamente a mortalidade total de machos
estéreis adultos tratados com as duas cepas (p< 0,05), que causou alta mortalidade corrigida,
maior que 80%, em adultos selvagens e a linhagem Vienna-8 ndo tratados. Em dois
experimentos, a adicdo de MPB a dieta de larvas e adultos ou apenas em larvas, reduziu
significativamente a mortalidade de machos tsl Vienna-8 (p< 0,05). Houve também alteragéo
significativa da curva de mortalidade dos insetos obtida pelo método de Kaplan-Meyer.
Machos estéreis criados em dieta contendo MPB apresentaram maior sobrevida média (6 a 9
dias) comparados ao tratamento controle (3 a 4 dias) pelo teste de Mantel-Cox (p< 0,05). O
maior tempo de vida dos machos tratados com os fungos causou aumento significativo na
mortalidade e reduziu a sobrevida média de fémeas de C. capitata. Em conclusdo, a criagdo
massal de machos estéreis em dieta contendo MPB, aumentou a eficiéncia de transferéncia

horizontal de propagulos infectivos de duas cepas virulentas de fungo entomopatogénicos.

Keywords: composto antiflingico; transferéncia horizontal; macho estéril.
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ADDITION OF ANTIFUNGAL COMPOUNDS IN THE DIET OF STERILE MALES USED
AS VECTORS OF VIRULENT FUNGI TO Ceratitis capitata (DIPTERA: TEPHRITIDAE)

ABSTRACT

Sterile males of C. capitata can be vector of fungi entomopathogenic, increasing the efficiency
of the technique of the sterile insect. However, they are also susceptible to the pathogens and
the use of strains of low virulence, it has low efficiency in the control of the females. This work
had as deal to select composed that, added the diet of larvae and adults, they increase the
tolerance of the sterile males of the strain tsl Vienna-8. In experiments in vitro and in vivo the
metilparabeno (MPB) and potassium benzoate were the ones that they reduced the growth
significantly in middle of culture and the mortality of C. capitata for the fungi M. anisopliae
LCB255 and B. bassiana L.CB289. In the experiment in vivo, MPB 0,2% in diet of larvae and
adults and it reduced the total mortality of males sterile treated adults significantly with the two
strains (p <0,05), who caused high corrected mortality, larger than 80%, in wild adults and the
strain Vienna-8 non agreements. In two experiments, the addition of MPB the diet of larvae and
adults or just in larvae, it reduced the mortality of males significantly Vienna-8 (p <0,05).
There was significant alteration of the curve of mortality of the insects also obtained by the
method of Kaplan-Meyer. Males sterile bred in diet containing MPB presented larger median
survival (6 to 9 days) compared to the control treatment (3 to 4 days) by the test of Mantel-Cox
(p <0,05). The survival of the males increased the mortality significantly and it reduced the
median survival of females of C. capitata paired to the treated males. In conclusion, the
creation in large scale of sterile males in diet containing MPB, it increased the efficiency of
horizontal transfer of invectives propagules of two virulent stumps of fungi entomopathogenic.

Key-word: composed antifungal; horizontal transfer; sterile male.
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INTRODUCAO

A mosca-das-frutas Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) ¢ uma praga
chave da fruticultura de importancia econdmica mundial, devido a rapida reproducéo,
versatilidade e ampla variedade de hospedeiros (SARWAR, 2015). C. capitata causa dano
direto aos frutos pela oviposi¢do e desenvolvimento larval dentro dos frutos, com perdas
superiores a 40%, mas também indiretos ja que sua presenga na area de produgdo enfrenta
barreiras quarentenarias dos importadores (DHAMI et al., 2016). O acesso a mercados com
restricdes quarentendrias requer tratamentos pos-colheita que incluem tratamento hidrotérmico
e irradiacdo, aumentando o custo de producdo (SARWAR, 2015). O manejo integrado de C.
capitata baseia-se no controle cultural, com recolhimento de frutos infestados, colheita
antecipada e coleta massal, controle bioldgico utilizando inimigos naturais e entomopatdgenos
(DIAS et al., 2018). No entanto, a pratica mais utilizada € a pulverizacdo de inseticidas de

amplo espectro ou como isca toxica (EKESI, 2016).

Embora os inseticidas sejam eficazes, seu uso indiscriminado tem causado preocupacio
pelos riscos que representam a saide humana, as populagdes de organismos benéficos e
poluigio ambiental e o surgimento de populagdes resistentes (MAGANA et al., 2007;
RWOMUSHANA; TANGA, 2016). Outras formas de controle de C. capitata incluem o
controle comportamental utilizando a técnica de aniquilagdo de machos ou a técnica do inseto
estéril (DIAS et al., 2018; LIEDO, 2016). A Técnica do Inseto Estéril (TIE) € utilizada para
suprimir ou erradicar populagdes de moscas-das-frutas de forma eficiente e ambientalmente
segura em ambientes agricolas e naturais. No entanto, a TIE tem maior eficiéncia e viabilidade
econdmica em dareas com baixa densidade populacional, ou em ambientes naturais onde ha
impedimentos para aplicacdes de outras técnicas de controle (Hendrichs et al., 1995; Hendrichs
et al., 2002). Por outro lado, os fungos entomopatogénicos tém demonstrado potencial para
aplicacdo como isca toxica para o controle de adultos (BEDINI et al., 2018; MANIANIA;
EKESI, 2016; YOUSEF; ARANDA-VALERA; QUESADA-MORAGA, 2018). Combinando
as duas estratégias, Toledo et al., (2006) propuseram o uso de machos estéreis como vetores de

propagulos infectivos de fungos entomopatogénicos a moscas-das-frutas.

A transmiss@o horizontal de propagulos infectivos é um dos principais mecanismos de
disseminac¢do de doengas dentro das populagdes em condi¢des naturais € seu uso tem sido
proposto para o controle de pragas agricolas e urbanas (AVERY et al., 2009; DIMBI;
MANIANIA; EKESI, 2013; FORLANI et al., 2011). Duas abordagens tém sido exploradas
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para o controle de moscas-das-frutas: liberagc@o de insetos previamente tratados ou substitui¢do
de inseticidas por agentes de controle biolégico em armadilhas toxicas com atrativo alimentar
ou sexual (BAXTER, 2008). Na abordagem adotada por Toledo et al. (2006), machos estéreis
sdo tratados com entomopatogenos apos atingir a maturidade sexual e, quando liberados em
campo, fazem a dispersdo do indculo através da transmissdo horizontal do indculo em
interagdes sociais na populacgio selvagem (TOLEDO et al., 2017). Em seus estudos, os autores
mostraram que € possivel aumentar a eficiéncia de controle e reduzir o nimero de libragdes de
machos na TIE.

No entanto, os machos estéreis sdo altamente suscetiveis a infec¢do flingica. Assim, a
redug¢do da quantidade de conidios, distribuicdo uniforme sobre o corpo do inseto e o uso de
estirpes fungicas de baixa viruléncia, pode aumentar a sua sobrevivéncia e a eficiéncia de
transferéncia dos conidios para as fémeas (TOLEDO et al., 2007, 2017). No entanto, estas
praticas, principalmente a baixa densidade de conidios e a aplicagdo de cepas de baixa
viruléncia, podem aumentar o tempo de vida das fémeas e a oviposi¢do. Neste trabalho,
avaliamos a hipdtese de que a adigdo de compostos antifiingicos a dieta de criagdo massal dos
insetos pode aumentar a eficiéncia da transmissdo horizontal de propagulos infectivos de

estirpes altamente virulentas a C. capitata aumentando a sobrevida dos machos estéreis apos a

liberagdo em campo.
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MATERIAL E METODOS

Criagdo e manipulacgdo dos insetos

Uma colonia de C. capitata foi criada em dieta artificial no Laboratério de Entomologia da
Embrapa Semiarido de acordo com os procedimentos descritos por Silva Neto et al. (2012).
Apds a emergéncia, as fémeas foram separadas dos machos e inseridas em gaiolas de
laboratério com dieta e agua ad libitum até atingir a maturidade sexual. Os insetos foram
mantidos em condi¢cdes ambientais controladas com temperatura de 20-25 + 1°C, umidade
relativa de 65 = 10%, e fotofase de 14 horas.

Os machos estéreis de C. capitata linhagem mutante tsl Vienna-8 foram produzidos pela
Biofabrica Moscamed Brasil (Juazeiro-BA), em dieta artificial, em condi¢cdes ambientais
controladas (T=18-23 + 1°C; UR=65 + 10%, e fotofase de 14 horas), seguindo os protocolos de
criacdo e controle de qualidade estabelecido pela Agéncia Internacional de Energia Atomica
(FAO/IAEA/USDA, 2014). Os machos estéreis foram criados em quatro grupos: 1. Larvas e
adultos alimentados com dieta contendo metilparabeno (MPB) 0.2% (L+A+); 2. Solugédo de
MPB 0.2% somente na fase adulta por quatro dias (L-A+); 3. Larva alimentada com dieta
contendo MPB 0.2% (L+A-); 4. Adulto e larva sem MPB, tratamento controle (L-A-). Nos
tratamentos L+A+ e L-A+, os insetos adultos receberam o composto por quatro dias, durante a
maturagdo sexual.

Os insetos foram irradiados em condigdes de hipdxia na fase de pupa, 24 a 48 horas
antes da emergéncia com dose de 115 Gy utilizando equipamento de raios X, modelo
Radsource RS 2400. Concluido o processo de esterilizagdo, as pupas foram transferidas para
gaiolas de laboratdrio (30x30x30cm) sendo mantidas em salas com temperatura, umidade e
fotofase controladas (23+ 2°C, 65 + 10%; 14 horas de fotofase). ApoOs a emergéncia, os
machos estéreis tiveram livre acesso a dieta artificial e dgua até atingir a maturidade sexual

para iniciar aos experimentos.

Cepas fungicas, produgdo de conidios de grau técnico e formulagées

Neste estudo foi utilizada a cepa de Beauveria bassiana LCB289 e Metarhizium anisopliae
LCB255 previamente selecionadas quanto a viruléncia a C. capitata em condigdes de

laboratorio. Estes fungos foram isolados a partir de amostras de solo agricola coletadas em
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estagdes experimentais da Embrapa Semiarido (Petrolina-PE). Antes de iniciar os
experimentos, os isolados ficaram armazenados em &gua destilada estéril e mantidos em
refrigerador doméstico (5°C) pelo método de Castellani (Aparecido, 2007) no Laboratdrio de
Controle Bioldgico da Embrapa Semidrido. Para sua multiplicacdo, foram transferidos para
placas de Petri contendo meio Saboureaud (HiMedia Labs, Mumbai-India) adicionado de 1,0%
de extrato de levedura (SDA+Y) e incubados em BOD a 28 (+ 1,0) °C por 15 dias.

Concentrados técnicos de conidios das estirpes LCB255 e LCB289 foram obtidos
utilizando o procedimento descrito em (SANTOS et al., 2012). Resumidamente, apos
crescimento em meio SDA+Y, um indculo foi transferido para frascos contendo arroz
parboilizado com 50% de umidade (p/p). Apds o maximo crescimento e esporulagdo, 10g
foram transferidas para sacos plasticos contendo 200g de arroz. Apos atingir maxima
esporulagdo, foi parcialmente desidratado em estufa de circulagdo forgada (35 °C) até atingir
umidade constante (10-12%). Apos a desidratagdo os conidios foram separados dos gréos
utilizando-se extrator de conidios Mycoharvester M5 (ACIS R&D, Devon, UK).

Formulagdes de conidios de LCB289 e LCB255 foram preparadas no laboratdrio tendo
amido de milho como adjuvante com concentragio de 10° conidios g”'. O controle de qualidade
dos conidios e das formulagdes foi realizada avaliando-se o vigor e viabilidade total dos
conidios suspendendo 0,1 g das preparacdes em 10 ml de Triton X-100 a 0,01%, seguido de
inoculagdo em placa contendo SDA+Y e contagem de 300 conidios em microscopio Otico
(100x) a 16 e 40 horas ap0s a inoculagdo (OLIVEIRA et al., 2015). A viabilidade dos conidios
de Beauveria bassiana 1L.CB289 e Metarhizium anisopliae 1. CB255 foram superiores 70% e a

95% a 16 e 40 horas, respectivamente, em todas as preparagoes.

Tolerdncia a compostos antimicrobianos
Os isolados foram avaliados in vitro e in vivo quanto a tolerancia aos conservantes utilizados
em dietas de machos estéreis. No teste in vitro, discos de micélio (0,5 cm) tomados da
extremidade de col6nias em crescimento ativo, foram transferidos para o centro de placas
contendo meio de cultivo SDA+Y acrescido de concentragdes crescentes (0; 0,75; 1,5; 3,0 e 4,5
g.L’I) de acido citrico (Vetec, Sdo Paulo - Brasil), benzoato de potassio (Vetec, Sdo Paulo -
Brasil) e metilparabeno (Nipagin®, LabSynth, Sdo Paulo — Brasil). O crescimento das colonias
foi medido diariamente até que o tratamento controle atingisse a borda das placas.

No experimento para avaliagdo da influéncia dos conservantes in vivo, ovos de C.

capitata foram introduzidos em dietas contendo acido citrico 4,0 g.kg”, benzoato de potassio
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2,0 gkg' e MPB 2,0 g.kg'. Cem insetos adultos foram tratados com 100 mg de formulagio em
amido de milho contendo 10° conidios g™ e transferidos para gaiolas em grupos de 20 insetos
por gaiola. Um tratamento controle para cada dieta recebeu apenas aplica¢do de amido e os
dados de mortalidade foram utilizados para corre¢do da mortalidade natural pela formula de
Abbot (FLEMING; RETNAKARAN, 1985). A mortalidade dos insetos foi registrada entre os
periodos de 2 a 7 dias apds a aplicagdo dos tratamentos. Insetos mortos no primeiro dia do
experimento (24 h) foram descartados em todos os tratamentos. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des. Os dados coletados em
ambos os experimentos foram submetidos a analise da variancia (Teste de F, p< 0,05) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Testando o efeito de metilparabeno na sobrevivéncia do macho estéril de C. capitata
Avaliou-se o efeito da oferta de MPB em dieta para criacdo de C. capitata tsl Viena8 em quatro
combinagdes: T1: L+A+ - larvas e adultos receberam a adi¢do de metilparabeno 2,0 g kg™ de
dieta; T2: L+A- apenas as larvas receberam dieta com MPB; T3: L-A+ apenas os adultos
receberam dieta contendo de 2,0 g L™ de MPB durante quatro dias até a maturagio sexual; T4:
L-A- tratamento controle. Quatro dias ap6s a emergéncia, os insetos oriundos dos diferentes
tratamentos foram tratados com uma formulagdo em pé seco contendo 10° conidios g de B.
bassiana LCB289 ou M. anisopliae 1.CB255. Um tratamento contendo apenas o formulante
(amido de milho) foi aplicado a cada tratamento com MPB e utilizado como controle para
corre¢do da mortalidade natural. O experimento foi repetido por duas vezes.

Para aplicagdo da formulagdo, os insetos foram submetidos a knock down (-10°C por
30s) em freezer doméstico. Cento e cinquenta insetos foram cuidadosamente transferidos para
potes de 250 mL contendo 100 mg das formulagdes e delicadamente agitados em movimento
circular por 10s. A seguir, os potes foram abertos e inseridos em gaiolas de laboratério
(30x30x30cm), onde os insetos permaneceram em repouso sob monitoramento por 4h. Os
insetos foram transferidos em grupos de 30 para cinco novas gaiolas de laboratério e mantidos
a 27 °C e 60-70% de UR e fotofase de 12 horas. A mortalidade dos insetos foi avaliada
diariamente, descartando-se os insetos mortos nas primeiras 24 horas e registrando-se o efeito
da adi¢do de MPB sobre a mortalidade acumulada no periodo de 8 dias. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com duas formula¢des (LCB255,
LCB289), quatro combinagdes de dietas e cinco repetigdes. Os dados foram submetidos a

analise da variancia (p<0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Transferéncia horizontal de inoculo e mortalidade de fémeas

Machos adultos de C. capitata tsl Vienna-8 foram criados conforme descrito anteriormente,
aplicando-se os mesmos tratamentos com adi¢do de MPB a dietas de larvas e adultos para
avaliacdo da eficiéncia de transferéncia horizontal para fémeas de C. capitata. Apos alcangar a
maturidade sexual, os insetos foram tratados com formulag@o contendo conidios de LCB289 ou
LCB255 de forma similar ao descrito anteriormente.

Ap0s a recuperagdo (4 horas em repouso), os machos saudaveis foram transferidos para
gaiolas esterilizadas nas quais foram inseridas fémeas selvagens, limpas, virgens e sexualmente
maduras. Os insetos foram avaliados quanto a mortalidade ao longo do tempo por 8 dias e os
cadaveres, apos sexagem, foram esterilizados superficialmente utilizando o protocolo de etanol
70% hipoclorito de sédio e, apos 3 lavagens sucessivas em agua destilada estéril, depositados
em placas de petri estéreis com papel de filtro autoclavados e umedecidos para avaliagdo da
conidiogénese.

O experimento foi repetido por duas vezes, com grupos independentes de insetos,
registrando-se a mortalidade diaria a partir do segundo dia. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, ¢ dados os submetidos a analise
da variancia (p<0,05) e as médias da mortalidade acumulada comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Os dados de mortalidade corrigida ao longo do tempo para as repeti¢des de um mesmo
experimento foram reunidos e analisados pelo método de Kaplan-Meyer. Inicialmente, todos os
tratamentos foram comparados entre si e, quando houve efeito significativo, as curvas de
mortalidade dos tratamentos foram comparadas com o controle (L-A-) pelo teste de Mantel-
Cox (ANDERSEN; VAETH, 2014), estimando-se a sobrevida média (tempo até a morte de

50% dos insetos).
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RESULTADOS

Efeito da adi¢do de antimicrobianos sobre o crescimento dos fungos in vitro

A adi¢do de metilparabeno (MPB) ao meio de cultivo impediu completamente o
desenvolvimento dos isolados, mesmo na menor concentragdo. Ambos os fungos apresentaram
alta sensibilidade a benzoato de potassio, com redugio no didmetro de coldnias maior que 50%
nas doses superiores a 1,5 g L™ (Figura 1A). Contudo, a adi¢do de acido citrico a0 meio de
cultivo ndo afetou o crescimento micelial dos fungos.

No experimento in vivo, a adi¢do MPB, benzoato ¢ sua combinac¢do a dieta larval
reduziu significativamente a mortalidade corrigida quando as pupas foram tratadas com
LCB255 (F3,6= 8,62; p< 0,05) e LCB289 (F3.16= 9,39; p< 0,05). A mortalidade corrigida de
pupas confirmada pela conidiogénese foi inferior a 60%, mesmo no tratamento controle, e
significativamente menor nos tratamentos nos quais as dietas receberam adigdo dos compostos

antimicrobianos, pelo teste de Tukey (p< 0,05) (Figura 1B).
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Figura 1 — Efeito da adi¢@o de acido citrico e benzoato de potassio sobre o crescimento micelial (A) dos
fungos e da adigdo de 4.0 g L' de benzoato (Bnz) e metilparabeno (MPB) a dieta larval sobre a
mortalidade de pupas (B) e adultos (C) de C. capitata com aplicagio de suspensio contendo 10’
conidios mL™" de M. anisopliae LCB255 B. bassiana LCB289. Todas as dietas receberam a adigdo de
dcido citrico 4,0 g kg''. Letras diferentes no topo das colunas indicam tratamentos diferentes entre si
pelo teste de Tukey (p< 0,05) para cada fungo.
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Neste trabalho, a mortalidade total nos diferentes experimentos foi corrigida pela mortalidade
natural obtida no tratamento controle. Cadaveres de insetos mortos apos 24 horas foram descartados e
ndo computados pelo risco de sua morte ter sido causada pela manipulagdo dos insetos. A andlise de
varidncia mostrou haver efeito significativo das dietas sobre a mortalidade de insetos adultos infestados
com LCB255 (F5.6= 12,77; p< 0,05) e LCB289 (F3.6= 11,26; p< 0,05). A mortalidade corrigida dos
adultos do tratamento controle foi de 77,7 e 83,1% para LCB255 e LCB289, respectivamente. A adigdo
de MPB puro ou sua mistura com benzoato promoveu a menor mortalidade em adultos de C. capitata
em ambas as cepas, sendo significativamente diferentes do tratamento controle pelo teste de Tukey (p<
0,05). O tratamento com adigdo apenas de benzoato nio diferiu significativamente do controle para as

duas cepas (Figura 1C).

Efeito de MPB na dieta de C. capitata sobre a mortalidade de macho estéril e na transferéncia
horizontal de inoculo

A adig@o de MPB a dieta de pupas e/ou adultos de C. capitata teve efeito significativo
sobre a mortalidade de adultos de machos mutantes tsl Vienna-8 tratados com uma formulagdo
contendo conidios de B. bassiana LCB289 (Figura 4B) ¢ M. anisopliae LCB255 (F5.3,= 6,86;
P=0,042) (Figura 2). No entanto, ndo houve diferenga significativa entre os agentes de controle
biologico pelo teste de F (p> 0,05). Neste experimento, a adigdo de MPB as dietas na fase
larval e adulta dos insetos resultou em mortalidade acumulada corrigida significativamente
menor do que nos tratamentos com adicdo de MPB em apenas uma das fases de
desenvolvimento que, por sua vez, apresentaram resultado similar ao controle (teste de Tukey
p<0,05).

Dois experimentos avaliaram a influéncia de dieta de larvas e adultos ou ambas
contendo MPB sobre a sobrevida média e eficiéncia de transferéncia horizontal de indculo em
machos tsl Vienna-8 de C. capitata. No primeiro experimento, o tratamento com MPB em dieta
larval e de adultos (L+A+) resultou em mortalidade significativamente diferente do controle
oito dias apds a aplicagdo de LCB289 pelo teste de Tukey (p< 0,05), enquanto os demais
tratamentos ndo diferiram entre si (Figura 3A). As curvas de mortalidade dos tratamentos
L+A+ e L+A-, com sobrevida média (SM) de 6,5 e 5,0 dias respectivamente, diferiram
significativamente do controle que apresentou SM de 3,0 dias pelo teste de Mantel-Cox (Tabela
1). Quando os machos estéreis foram tratados com o isolado LCB255 (Figura 4C), a
mortalidade corrigida de todos os tratamentos diferiu do controle pelo teste de Tukey (p<0,05)

(Figura 3E) e também pelo teste de Kaplan-Meyer (Tabela 1). O tratamento controle apresentou
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SM de 3.0 dias, enquanto a adigdo de MPB a dieta de larvas e em ambas as fases aumentou

para 6,0 e 6,5 dias.

60 -

2]

50 4
ab ab

40 - 25 ab

30 A

Mortality (%)

20 A

L+ A+ L+A- L-A+ L-A-
Treatments
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Tratamentos - L+A+ - Adulto e larva alimentados com dieta adicionada de metilparabeno - MPB (Nipagin®)
0,2%; L+A- dieta contendo MPB 0,2% somente na fase larval; L-A+ dieta contendo MPB 0,2% somente na fase
adulta; 4. L-A- -controle.

Figura 2 - Mortalidade confirmada ao final de 9 dias de avaliagdo de machos estéreis tsl Vienna 8,
criados em dieta contendo fungicida em diferentes estdgios de desenvolvimento e tratados com B.
bassiana e M. anisopliae ao nivel de significancia de 5% pelo teste de tukey. As letras minusculas
comparam a mortalidade acumulada entre os tratamentos para cada fungo pelo teste de Tukei (P< 0,05).

Os resultados do segundo experimento com machos estéreis foram similares ao primeiro
quando tratados com LCB289 (Figura 3B) (Figura 4A). No entanto, apenas o tratamento L+A+
mostrou em curva de sobrevivéncia diferente do controle pelo teste de Kaplan-Meyer com SM
8 dias, enquanto o controle apresentou SM de 4 dias. Os resultados obtidos para o isolado
LCB255 também foram semelhantes ao primeiro experimento (Figura 3F), todos os tratamentos
com MPB mostraram mortalidade acumulada estatisticamente similar entre si e menor do que o
controle pelo teste de Tukey (p> 0,05). Neste experimento, o tratamento com oferta de MPB
aos adultos foi estatisticamente similar ao controle. Os tratamentos L+A+ e L+A - apresentaram
curva de mortalidade significativamente diferente do controle, com SM de 7 e 8 dias,
respectivamente.

Em geral, os tratamentos com adi¢do de MPB a dietas dos machos mostraram maior

mortalidade acumulada de fémeas do que o controle para ambos os fungos (figura 4D). Embora
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com diferengas entre o numero de total de fémeas mortas, os resultados repetiram-se em ambos
os experimentos e os tratamentos com adicdo de MPB a dieta larvas e adultos mostrou os
resultados mais consistentes, com mortalidade e curva de sobrevivéncia significativamente
diferentes do controle (Tabela 1).

Os resultados mostraram que a adi¢do de um produto com atividade antifiingica a dieta
de machos da linhagem tsl Vienna-8 permitiu aumentar a sua sobrevida e, com isso, a
transferéncia horizontal dos propagulos, resultando em mortalidade corrigida das fémeas entre
60 e 90% entre os experimentos e cepas utilizadas (Figura 4E).

O tratamento resultou também em redugé@o da sobrevida média das fémeas (Figura 4F).
Em contrapartida, fémeas reunidas ao grupo de machos que nédo receberam suplementagdo com
MPB, no periodo larval, tiveram baixa mortalidade, mesmo nas condi¢des experimentais de

confinamento em gaiolas.
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Tratamentos aplicados aos machos - L+A+ - Adulto e larva alimentados com dieta adicionada de metilparabeno - MPB (Nipagin®) 0,2%; L+A- dieta contendo
MPB 0,2% somente na fase larval; L-A+ dieta contendo MPB 0,2% somente na fase adulta; L-A- -controle.
Figura 3 — Curva de mortalidade de machos de C. capitata tsl Viena8 criados com oferta de dietas contendo ou ndo metilparabeno em diferentes estagios de
desenvolvimento e tratamento de formulagdo em po-seco em amido soluvel e conidios de B. bassiana LCB289 e M. anisopliae LCB255. Os niimeros ap6s a
identificagdo dos fungos indicam a repetigdo dos experimentos com diferentes grupos de machos tsl Viena8 (M) e fémeas selvagens (F). A- LCB289 M 1; B
LCB289M 2; C~LCB289F 1;D-LCB289F 2; E~LCB255M |; F-~LCB255M2; G-LCB255F 1; H-LCB255 F2.
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Tabela 4 — Andlise da curva de mortalidade de machos e fémeas de C. capitata em experimento em
gaiola no qual os machos da linhagem mutante tsl Vienna 8 foram criados em dietas contendo

metilparabeno em diferentes fases do desenvolvimento e tratados com conidios de B. bassiana LCB289
ou M. anisopliae LCB255.

Experimento 1 J Experimento 2
Testes LCB289 Machos
Total L-A+ L+A- L+A+ Total L-A+ L+A- L+A+
Mantel-Cox 5,295 1,489 3958 4,923 6,71 04167 3222 5,213
GL 3 1 1 1 3 1 1 1
P 0,0214° 02224 10,0467 0,0265 | 0,0219° 0,518 00727 0,0224
Sobrevida mediana 3,0 4,0 5,0 6,5 3,0 4,0 7,0 9,0
LCB255 Machos
Mantel-Cox 14,18 6,976 6,188 9,063 6,487 0,73 3,984 5,106
GL 3 1 1 1 3 1 1 1
P 0,0027"  0,0183" 10,0129 0,00267| 0,0109° 03929 0,0459" 0,0238"
Sobrevida mediana 3,0 5,0 6,5 6,0 4,0 4,0 7,0 8,0
LCB289 Fémeas
Mantel-Cox 4,155 1,653 43155 5247] 7,073 2,049 5472 4913
GL 3 1 1 1 3 1 1 1
P 0,036*  0,1986  0,0547 0,0338*| 0,0412° 0,1523 0,0193" 0,0425
Sobrevida mediana 7,5 7,0 7.5 7,5 Ind. 11 8,0 9,0
LCB255 Fémeas
Mantel-Cox 6,16 1,959 4,733 5,601 4,742 0,2975 2339 4971
GL 3 1 1 1 3 1 1 1
P 0,01317  0,1616 0,0296 0,018 | 0,0290° 0,5855 0,1262 0,0438"
Sobrevida mediana 10,0 7,0 7,0 7,0 Ind. Ind. 9,0 9,0

*Geral - comparagdo entre todas as curvas de sobrevivéncia pelo teste Loghank. Tratamentos aplicados aos
machos - L+A+ - Adulto e larva alimentados com dieta adicionada de metilparabeno - MPB (Nipagin®) 0,2%;

L+A- dieta contendo MPB 0,2% somente na fase larval; L-A+ dieta contendo MPB 0,2% somente na fase adulta;
4. L-A- -controle.
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Figura 4- Mortalidade confirmada de fémeas pela conidiogénese de B. bassiana L.CB289 apods
o acasalamento com macho com MPB na fase larval e de adulto (L+A+) (4A) e M. anisopliae
LCB255 (4C) em fémeas de C. capitata acasaladas com macho estéril tsl Vienna-8 alimentado
com MPB (L+A+), previamente tratado com 1x10° conidiosg™ tendo amido de milho como
adjuvante; mortalidade confirmada de machos estéreis tsl tratados com formulagdo de B.
bassiana ¢ amido de milho (4B); mortalidade acumulada de fémeas acasaladas com macho
estéril que foram alimentados com dieta contendo metilparabeno (MPB) na fase de adulto e na
fase larval (L+A+) (direita) e mortalidade acumulada de fémeas acasaladas com machos sem
MPB (esquerda) (4D); mortalidade pelo tratamento controle (esquerda) (L-A-) e confirmagio
da mortalidade pelo fungo B. bassiana LCB289 (centro) (L+A+) e M. anisopliae
LCB255(direita) (L+A+) (4E); crescimento do fungo B. bassiana em fémea de C. capitata apds
copular com machos estéril tsl alimentado com MPB (L+A-)(4F).
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos no primeiro experimento in vivo mostraram a viruléncia dos
fungos B. bassiana 1L.CB289 e M. anisopliae L.CB255 a C. capitata, com mortalidade corrigida
para o tratamento sem antimicrobianos maior que 80% entre os adultos. Contudo, a mortalidade
de pupas foi inferior a 60% em média. Os puparios de moscas-das-frutas sdo esclerotizados e
melanizados, tornando-os altamente resistentes a infeccdo por fungos entomopatogénicos
(ANDERSEN, 2010). No estudo de Beris et al. (2013), por exemplo, a mortalidade de pupas de
C. capitata com a aplicac@o de B. bassiana, M. anisopliae e Isaria fumosorosea foi inferior a
24%. Contudo, a mortalidade de pupas de tefritideos obtida por Ekesi et al. (2002) com a
aplicacdo de M. anisopliae também variaram em torno de 50 a 60%, corroborando os resultados
obtidos neste trabalho.

As estirpes apresentaram alta sensibilidade a adi¢do de MPB ao meio de cultivo, ndo
havendo crescimento micelial mesmo na menor dose testada. Por outro lado, ndo houve efeito
da adi¢do do acido citrico ao meio de cultivo e tolerancia moderada ao benzoato de potassio.
Estes resultados com antimicrobianos, utilizados em dietas para criagdo de C. capitata, em
varios estudos levou a hipdtese de que poderiam ser utilizados na combinagdo da TIE com
fungos entomopatogénicos. No entanto, a infestagdo de machos de C. capitata com conidios de
fungos entomopatogénicos afeta significativamente a sua sobrevivéncia e possivelmente, seu
desempenho reprodutivo (NOVELO-RINCON et al., 2009; THAOCHAN; NGAMPONGSALI,
2015). Portanto, o efeito sobre linhagens industriais dos insetos pode ser severo. Desde os
estudos iniciais desenvolvidos por Dimbi et al. (2003) e Toledo et al. (2006) foi verificada
elevada mortalidade de machos adultos da linhagem tsl Vienna-8 de C. capitata tratados com
diferentes estirpes de M. anisopliae e B. bassiana.

A sensibilidade dos fungos aos antimicrobianos se confirmou no experimento com
larvas de C. capitata criadas em dietas contendo benzoato, MPB e sua mistura, no qual houve
redugdo significativa da mortalidade dos insetos. O efeito do MPB foi o mais forte, como
mostrado pela auséncia de efeito aditivo da dieta contendo mistura com benzoato. Este
resultado reforcou a hipdtese de que a adicdo de MPB a dieta poderia resultar em maior
tolerancia de machos estéreis tsl Vienna-8 a infecgdo flingica, aumentando sua sobrevivéncia
quando tratados com estirpes virulentas de fungos e tornando-os vetores de doengas e
resultando em possivel efeito aditivo ao efeito da TIE, como proposto por Toledo et al. (2006).

Apesar de altamente suscetivel as duas estirpes fingicas, a adicdo de MPB a dieta em

ambas as fases de desenvolvimento do tsl reduziu a mortalidade total de machos adultos e
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aumentou a sobrevida média, mas seu efeito foi mais forte quando os insetos receberam MPB
na fase larval e adulta. A sobrevida mediana do tratamento sem adi¢do de antimicrobianos nos
experimentos utilizando os dois isolados variou entre 3 e 4 dias. Resultados similares foram
obtidos por Dimbi et al. (2013) e Toledo et al. (2006) que mostraram que o tratamento do
mutante tsl Vienna-8 com fungos entomopatogénicos resultou em sobrevida média de 2,6 e 4,2
dias, respectivamente. De forma geral, a adi¢do de MPB a dieta de larvas aumentou a sobrevida
mediana de machos estéreis para 6,5 ¢ 9 dias para LCB289 e 6 e 8 dias para LCB255, similares
aos valores obtidos por Quesada-Moraga et al. (2008) para machos de C. capitata criados em
dieta contendo metilparabeno e propilparabeno e tratados com uma cepa de M. anisopliae.

As diferengas nas curvas de sobrevivéncia, sobrevida mediana e na mortalidade total
observada para as fémeas, mostram que o consumo de dieta contendo compostos
antimicrobianos pelos machos, interferiu no processo infeccioso de estirpes virulentas. Mesmo
quando a ingestdo ocorreu apenas na fase larval houve acumulo suficiente destes compostos,
retardando a mortalidade dos machos e aumentando a transferéncia do indculo no cortejo,
copula ou tentativa de copula. E provavel que, apds a ingestdo mais prolongada e em maior
quantidade na fase larval, tenha havido acimulo de MPB na hemolinfa e principalmente, no
corpo gorduroso com posterior liberacdo aumentando a resisténcia dos insetos (KERKUT;
GILBERT, 1985; YANG et al., 2014).

Poucos trabalhos estudaram os detalhes que influenciam a transmissdo horizontal de
patogenos durante o acasalamento de moscas-das-frutas, e seus resultados sdo de dificil
comparagdo por utilizarem diferentes métodos de inoculagdo. No entanto, o tempo limitado de
vida do inseto vetor € um fator importante na eficiéncia de transferéncia do indculo. Desde seus
estudos iniciais, Toledo et al. (2006) indicaram que fungos menos virulentos, principalmente
com tempos letais mais longos, sdo preferiveis aquelas com tempos letais curtos. No entanto, o
uso de isolados de baixa viruléncia pode causar também uma menor mortalidade das fémeas ou
permitir que realize a oviposi¢@o nos frutos.

A infec¢do dos machos pode resultar em alteracdo do seu padrdo comportamental,
interferindo no acasalamento e eficiéncia da TIE e na transferéncia horizontal do in6culo
(EKESI; MOHAMED; DE MEYER, 2016). Embora, como apontado por Quesada-Moraga et
al., (2008), existam poucos estudos relativos ao comportamento sexual de moscas-das-frutas
infectadas ou infestadas com fungos entomopatogénicos, sabe-se que a infestagdo ndo alterou o
cortejo das moscas (DIMBI et al., 2003). De fato, a transmissdo de inéculo pode ocorrer no
contato entre insetos durante o cortejo e tentativa de copula, mesmo sem a sua efetivagdo

(TOLEDO et al., 2007). Portanto, é possivel que haja transferéncia para fémeas virgens que
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ainda realizariam copulas com machos néo tratados, ampliando a dispersdo do indculo dentro
da populagdo. Isto ainda pode se dar em interagdes sociais entre machos, como nos leks e

montas homossexuais, e em caso de recopulas (LEFTWICH et al., 2012).
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CAPITULO II
FORMULACAO DE CONIDIOS PARA A APLICACAO DE ESTIRPES VIRULENTAS DE
Metarhizium anisopliae E Beauveria bassiana UTILIZANDO MACHOS ESTEREIS COMO
VETORES
RESUMO

Ceratitis capitata (Wiedeman) causa elevados danos econdmicos diretos e indiretos a produgao
de frutos no mundo. A Técnica do Inseto Estéril (TIE) é um método de controle autocida no
controle dessas pragas e associadas aos fungos entomopatogénicos pode apresentar maior
eficiéncia. O objetivo deste trabalho foi selecionar formulagdes contendo estirpes virulentas de
fungos para o uso de machos estéreis como vetores dos patdgenos em populagdes de Ceratitis
capitata. Os machos tsl Vienna-8 foram criados em dieta contendo composto antifiingico e
tratados com diferentes formulagdes contendo conidios de Beauveria bassiana L.LCB289 em
amido de milho, batata e mandioca, farinha de arroz, didxido de silica. A aplicagdo foi
realizada apos o nocaute dos machos no frio (-10°C/30s) aos 4 dias de idade, avaliando-se a
recuperacdo, a mortalidade acumulada e a sobrevida média da linhagem tsl. Em seguida, os
insetos tratados foram pareados com fémeas virgens por 24 h que, por sua vez, foram
transferidas para gaiolas contendo machos da linhagem de laboratorio, avaliando-se a
mortalidade nos diferentes grupos de insetos. Em experimento simiiar, os machos foram
tratados com formulagdes de 107, 10® e 107 conidios g" de LCB289, avaliando-se o numero de
conidios aderidos ao tegumento dos machos e das fémeas até a terceira copula. Nao houve
diferenga significativa na recuperagdo dos machos tratados com LCB289. A aplicacdo de
conidios ndo formulados e de formulagdo em silica causou mortalidade de 100% dos machos
mutante tsl, enquanto a aplicagdo de formulagdo com amido de milho e mandioca resultou em
maior sobrevida dos machos tsl e alta mortalidade de fémeas e de machos ndo tratados com os
quais foram pareadas a seguir. O LCB289 apresentou eficiente na transferéncia horizontal, com
efeito proporcional as doses utilizadas e ligeira redu¢do do nimero de conidios aderidos entre

as copulas. A sobrevida mediana de machos tsl tratados com LCB289 e fémeas foi de 5,5 ¢ 4,2



52

dias, respectivamente. A liberagdo de machos estéreis tratados com formulagio de B. bassiana
LCB289 em amido de mandioca contendo 10° conidios g”' resultou em mortalidade média de
64% de fémeas em gaiola de campo, com 4,6 dias de sobrevida mediana para as fémeas,
reduzindo a eficiéncia reprodutiva da populagdo. Em conclusdo, a formulagdo em amido de
milho ou mandioca pode ser eficientemente utilizada para o tratamento prévio de machos
estéreis tsl Vienna-8 para exploracdo da transferéncia horizontal de propagulos infectivos

dentro da populacdo selvagem de C. capitata, aumentando a eficiéncia da TIE.

Palavras-chave: técnica do inseto estéril, transferéncia horizontal, moscas-das-frutas.
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FORMULATION OF VIRULENT STRAINS OF Metarhizium anisopliae AND Beauveria
bassiana BY USING STERILE MALES OF C. capitata (WIEDEMAN) AS VECTORS

ABSTRACT
Ceratitis capitata causes direct and indirect economic damages to fruit production in the world.
The Sterile Insect Technique (SIT) is a autocide method control for the control these pests and
associated entomopathogenic fungi can to present greater efficiency. The goal of this work was
to select formulations containing virulent strains of fungi for the application using sterile males
as vectors. Sterile male (SM) tsl Vienna-8 males were raised in a diet containing antifungal
compound and treated with different formulations containing conidia of Beauveria bassiana
LCB289 and Metarhizium anisopliae 1L.CB255 in corn, potato, and cassava starch, rice flour,
silica dioxide. The application was performed after the knockout of the SM, evaluating the
recovery, the accumulated mortality and the median survival of the insects. The treated insects
were paired with virgin females for 24 h, which were then transferred to cages with males of a
laboratory colony. Corrected insect mortality in the different groups was monitored. In a
similar experiment, the males were treated with formulations containing 107, 10 and 10°
conidia g of the two fungi. It was evaluated the number of conidia adhered to the integument
of males and in a different group of females for three subsequent days. There was no significant
difference in the recovery of LCB289-treated males. The application of unformulated conidia
and silica formulation resulted in 100% mortality of SM, while application of formulation in
maize and cassava starch resulted in higher SM survival and high mortality of females and
males not treated. There was a significant effect of the strains on conidia adhesion and
subsequent horizontal transfer. LCB289 showed the highest horizontal transfer, with
proportional effect to the doses used and a slight reduction in the number of conidia adhered
between the copula. Females mortality curves were statistically different between strains, with
a median survival of 5.5 and 4.2 days for LCB289 and 6.0 and 7.0 days for LCB255. The
release of sterile males treated with B. bassiana L.CB289 formulation in cassava starch
containing 109 g-1 conidia resulted in average mortality of 64% of females in a field cage, with
a median survival of 4.6 days for females. In conclusion, the starch formulation of maize or
cassava can be efficiently used for the pretreatment of sterile males tsl Vienna-8 for exploration
of the horizontal transfer of infective propagules within the wild population of C. capitata,

increasing the efficiency of the TIE.

Key-words: Biological control; Horizontal transference; Fungi formulati
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1. INTRODUCAO

A mosca-das-frutas Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) &
considerada a praga de maior importancia economica para a fruticultura em regides tropicais e
subtropicais, apresentando alta prolificidade e ampla gama de hospedeiros (FOLLETT et al.,
2019; MALACRIDA et al., 2007). Os danos econdomicos decorrem da oviposi¢do nos frutos,
causando danos diretos pelo desenvolvimento das larvas ou pela infec¢do por microrganismos
oportunistas, tornando-os improprios para consumo in natura. A ocorréncia de moscas-das-
frutas também tem implicagdes quarentendrias. Paises importadores indenes impdem barreiras
fitossanitarias que aumentam os custos de produgdo e colocam em risco a exportagdo de frutas
frescas (MANIANIA; EKESI, 2009).

O manejo integrado (MIP) de moscas-das-frutas envolve um conjunto de praticas
culturais e fitossanitarias. No MIP, o controle dos adultos de C. capitata tem sido baseado no
uso de inseticidas organofosforados, piretroides e spinosina, aplicados na forma de iscas
toxicas misturados a um atrativo alimentar (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).
Contudo, o uso de produtos quimicos tem causado grande preocupacdo tanto pelo risco de
contaminagdo dos frutos por residuos quanto pelo risco de desenvolvimento de populacdes
resistentes das pragas (MICHAUD, 2003). Assim, formas de controle ambientalmente
amigaveis tém sido abordadas com o uso de parasitoides (DE PEDRO et al., 2019), aniquilacido
de machos (MANOUKIS et al., 2019), controle microbiano (BERIS et al., 2013) e a Técnica
do Inseto Estéril — TIE (BADII et al., 2015).

No controle com a TIE, machos estéreis sdo liberados em campo para copular com
fémeas férteis selvagens interferindo na reprodugdo da praga. A TIE é considerada a técnica
mais eficaz e ambientalmente segura para o controle de C. capitata, interferindo diretamente na
taxa de natalidade da sua populacdo (LANDETA-ESCAMILLA et al., 2016). Seu emprego tem

sido restrito a alguns programas, mas novos estudos tém buscado aumentar eficiéncia da TIE na
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supressdo ou erradicagdo de moscas-das-frutas (PARANHOS et al., 2006). Uma nova
abordagem foi proposta inicialmente por Toledo et al., (2006a, 2007) e preconiza o uso dos
machos estéreis como vetores de propagulos infecciosos de fungos entomopatogénicos.
Segundo esta abordagem, os machos tratados com conidios dos fungos seriam capazes de
transmiti-los para as fémeas selvagens durante a copula. Depois destes estudos iniciais, outros
trabalhos também mostraram a viabilidade do uso da transmissdo horizontal de propagulos
infectivos de fungo por machos estéreis em moscas-das-frutas. O estudo de Sanchez-Roblero et
al. (2012), por exemplo, mostrou que a transmissao horizontal reduziu a fertilidade das fémeas.
Na Guatemala, a liberagdo de machos estéreis infestados reduziu significativamente a
populagdo de moscas-das-frutas em condi¢des de campo, sem causar efeito deletério sobre
populagdes de insetos ndo-alvo (FLORES et al., 2013). Além disso, a transmissdo horizontal de
patégenos dentro da espécie-alvo tem se mostrado eficiente no controle de pragas agricolas e
urbanas de vérias ordens como Diptera (CARCAMO et al., 2015; REYES-VILLANUEVA et
al., 2011; TOLEDO et al., 2017), Blattodea (QUESADA-MORAGA et al., 2004) e Lepidoptera
(FURLONG; PELL, 2001).

Os fungos entomopatogénicos, principalmente Beauveria bassiana (Balsamo) e
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff), t€m sido os agentes de controle mais utilizados nos
estudos com transferéncia horizontal devido a capacidade de infectarem o hospedeiro pela
cuticula e por possuirem estirpes altamente virulentas contra C. capitata (DIMBI et al., 2003b;
QUESADA-MORAGA, MARTIN-CARBALLO, GARRIDO-JURADO, 2008). O processo de
infec¢do desses fungos comega com a adesdo dos conidios a cuticula do inseto, germinagdo e
penetragdo no tegumento por meio de producdo e secre¢do enzimas hidroliticas (proteases,
lipases e quitinases) (CHANDLER, 2016).

A mistura dos propagulos fungicos com outros materiais, os adjuvantes, aumenta a

sua sobrevivéncia e a eficiéncia de aplicagdo e controle (SARWAR, 2015). Alguns dos
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adjuvantes mais comumente encontrados nas formulagdes em pé molhavel (WP) sdo amidos,
silica, terra diatomacea, talco, caulim e atalpugita (BURGES, 1998; HELLWEGE et al., 2018).
Neste estudo, considerou-se que uma formulagdo WP seja a abordagem mais viavel para a
exploracdo da transferéncia horizontal, no entanto ndo ha relatos sobre formulagdes especificas
para o tratamento de insetos a serem utilizados como vetores. A aplicagdo de formulagdes
inadequadas no tratamento dos machos estéreis pode afetar o seu comportamento sexual,
diminuindo a eficiéncia da TIE. Ou seja, pode haver componentes nas formulagdes que podem
interagir com o tegumento do macho e interferir no cortejo da fémea. A intensidade dessa
interagdo, principalmente as hidrofobicas, promove adesao excessiva das particulas nos machos
e isso dificulta a transferéncia horizontal. Além disso, os tamanhos dessas particulas exercem
influéncia sobre o peso dos machos tratados limitando o seu voo e diminuindo o alcance de
fémeas em campo.

Em estudo anterior, Leal (2019) demonstrou que o uso de machos tsl Vienna-8
previamente tratados com conidios de B. bassiana ou M. anisolpliae foi eficiente na
transferéncia horizontal dos propagulos resultando em elevada mortalidade das fémeas. Além
disso, o estudo mostrou que a adi¢io de compostos antimicrobianos a dieta de larvas e adultos
aumentou a sobrevivéncia dos machos apds a aplicagdo dos fungos, aumentando a eficiéncia de
controle. Considerando que a adesdo dos conidios ¢ uma fase importante tanto para o inicio do
processo infectivo quanto para a transferéncia horizontal, a sele¢do de formulagdes adequadas
pode interferir na eficiéncia de controle. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
selecionar fontes de amido para a formulagdo de B. bassiana para aplicagdo em machos estéreis
tsl Vienna-8, de forma a obter maxima eficiéncia na transmissdo horizontal de propagulos

infecciosos para fémeas de Ceratitis capitata em condigdes de laboratério e campo.



57

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Producdo de machos estéreis tsl Vienna-8 e de adultos de C. capitata

Os machos estéreis de C. capitata linhagem mutante tsl Vienna-8 foram produzidos pela
Biofabrica Moscamed Brasil (Juazeiro-BA), em dieta artificial com adicdo de metilparabeno
(Nipagin®), em condi¢cdes ambientais controladas (T=18-23 + 1°C; UR=65 + 10%, e fotofase
de 14 horas), seguindo os protocolos de criagdo e controle de qualidade estabelecido pela
Agéncia Internacional de Energia Atomica (FAO/IAEA/USDA, 2014). A esterilizagdo dos
machos foi realizada utilizando-se equipamento de raios X modelo RS 2400 (Radsource,
Buford-GA, USA). Os insetos foram irradiados em condi¢des de hipoxia na fase de pupa, 24 a
48 horas antes da emergéncia com dose de 115 Gy. Concluido o processo de esterilizagdo, as
pupas foram transferidas para gaiolas de laboratério (30x30x30cm) sendo mantidas em salas
com temperatura, umidade e fotofase controladas (23+ 2 °C, 65 + 10%; 14 horas de fotofase).
Apds a emergéncia, os machos estéreis tiveram livre acesso a dieta artificial (3 agticar: 1 Biones
®) e agua até atingir a maturidade sexual (4 dias).

Machos e fémeas da linhagem de laboratdrio foram obtidos da colonia de C. capitata
criada em dieta artificial no Laboratério de Entomologia da Embrapa Semiarido de acordo com
os procedimentos descritos por Silva Neto et al. (2012). Os insetos foram mantidos em
condi¢des ambientais controladas com temperatura de 20-25 + 1 °C, umidade relativa de 65 +

10% e fotofase de 14 horas.

2.2 Obtencao das formulacédes a partir de duas estirpes virulentas

Os fungos Beauveria bassiana L.CB289 e Metarhizium anisopliae 1.CB255 previamente
selecionados quanto a viruléncia a C. capitata foram isolados a partir de amostras de solo
agricola coletadas nas estacdes experimentais da Embrapa Semiarido (Petrolina-PE). As cepas

foram armazenadas em agua destilada estéril, em refrigerador doméstico (5 °C) (APARECIDO
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et al., 2007) no Laboratério de Controle Biologico da Embrapa Semiarido. Para sua
multiplicagdo, foram transferidos para placas de Petri contendo meio Saboureaud agar
(HiMedia Labs, Mumbai-India) adicionado de 1,0% de extrato de levedura (SDA+Y) e
incubados em BOD a 28 (+ 1,0) °C durante 15 dias.

Os concentrados técnicos de conidios das estirpes LCB255 e LCB289 foram obtidos
utilizando o procedimento descrito em Santos et al. (2012). Resumidamente, apos crescimento
em meio SDA+Y, uma suspensio de conidios (10° mL™") obtida pela raspagem de placa
densamente colonizada em Triton X-100 0,01% foi transferida para frascos contendo arroz
parboilizado com 50% de umidade (p/p). Apds o maximo crescimento e esporulagdo, 10g
foram transferidas para sacos plasticos contendo 200g de arroz com 50% de umidade (p/p).
Apés atingir maxima esporulagdo, a mistura de arroz e biomassa fungica foi parcialmente
desidratada em estufa de circulagdo forcada (35 °C) até atingir umidade constante (10 - 12%) e
os conidios foram separados dos grdos utilizando-se o extrator de conidios Mycoharvester M5
(ACIS R&D, Devon, UK).

As formulagdes foram preparadas utilizando como adjuvante diferentes fontes de amido
de grau alimenticio: farinha de arroz e amido de milho (Oetker, Sao Paulo, Brasil), amido de
mandioca e de batata (Yoki, Sdo Paulo, Brasil), e dioxido de silica micronizada (SiO2) (Vetec
Quimica, Sdo Paulo, Brasil). Os adjuvantes foram submetidos ao método de peneiramento
fracionado para determinacdo da granulometria média ponderada, utilizando-se 10 g das
amostras (OLIVEIRA; BRITO; CEREDA, 2018). A partir desta andlise verificou-se que a
farinha de arroz apresentou granulometria média ponderada (GMP) de 107,23 pm, amido de
batata GMP = 32,80 um, amido de mandioca com GMP = 0,14 um e amido de milho GMP =
0,92 pm.

As formulagdes foram preparadas com a adi¢do de uma massa de conidios para alcancgar

uma concentragio final de 10’ conidios g'. O controle de qualidade dos conidios e das
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formulagdes foi realizado avaliando-se o vigor e viabilidade total dos conidios, suspendendo-se
0,1 g das preparagdes em 10 ml de Triton X-100 a 0,01%, seguido de inocula¢do em placa
contendo SDA+Y e contagem de 300 conidios em microscéopio otico (100x) a 16 e 40 horas

apos a inoculagdo (OLIVEIRA et al., 2015).

2.3 Avaliagdo da transferéncia horizontal durante a copula e recopula.

2.3.1 Tratamento dos machos e determinacio da adesao de conidios

As diferentes formulagdes foram aplicados nos machos tsl Vienna-8 submetidos a
knock down (-10°C/30s) em freezer doméstico. A seguir, cento e cinquenta insetos foram
cuidadosamente transferidos para potes de 250 mL contendo 100 mg de cada formulagdo e
foram delicadamente agitados em movimento circular por 10s. Os potes foram abertos e
inseridos em gaiolas de laboratério (30x30x30cm) onde os insetos permaneceram em
observagdo, avaliando-se a retomada de v6o e alimentagdo por 4 horas.

Em seguida, cinco dos machos tratados e que apresentavam comportamento
aparentemente normal foram selecionados ao acaso e removidos da gaiola para a avaliacdo da
quantidade de conidios aderidos ao corpo. Para isso, os insetos foram transferidos
individualmente para microtubos contendol mL de Triton X-100 0,01%, seguida de agitacdo
por 20s em agitador mecanico tipo vortex. Uma aliquota de 100 [1L da suspensio foi inoculada
em triplicata em placas de Petri com meio de cultura semi-seletivo (0,2 g de MgSO, 7H,0; 0,9
g de KyHPOg4; 0,5 g de KNOs; 0,5 de NH4Cl; 10 g de glicose; 20 g de agar; 1 mL de
cloranfenicol; I mL de estreptomicina). O numero de coldnias foi registrado apos crescimento e
inicio da esporulagdo dos fungos. Nesta fase do experimento avaliou-se a recuperacdo da
atividade dos insetos e o nimero de conidios aderidos ao tegumento dos insetos apos 4 horas.
Os dados para os tratamentos contendo silica ou conidios puros ndo foram utilizados para

analise de variancia por apresentarem 100% de insetos incapacitados.
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2.3.2 Avaliacio da transferéncia horizontal

Os machos tsl Vienna-8 tratados foram transferidos para novas gaiolas de laboratdrio
nas quais foram introduzidas fémeas saudaveis e sexualmente maduras. Apos 24 horas, as
fémeas foram transferidas para gaiolas onde estavam machos saudaveis e ndo tratados da
linhagem de laboratorio. Todos os insetos receberam dieta artificial e agua ad libitum e a
mortalidade de todos os machos e fémeas foi registrada diariamente até o final do experimento.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial com 4 adjuvantes e 2 fungos, com 5 repeticdes e o experimento foi repetido por duas
vezes com grupos independentes de insetos. Um controle contendo apenas os adjuvantes foi
utilizado para cada tratamento para a correcdo da mortalidade. A mortalidade de insetos no
primeiro dia apés a aplicagdo dos tratamentos ndo foi computada para a analise dos
experimentos. Os dados coletados foram corrigidos pela mortalidade natural dos tratamentos
controle pela formula de Schneider-Orelli (PUNTENER, 1981).

A recuperagdo dos insetos, o nimero de conidios aderidos ao tegumento e a mortalidade
acumulada foram submetidos a analise de varidncia e teste de Tukey (p< 0,05%). Avaliou-se a
curva de mortalidade de machos e fémeas pelo método de Kaplan-Meyer. Para esta analise, as
repeti¢des foram agrupadas e as curvas de mortalidade foram comparadas com o controle, pelo

teste de Mantel-Cox (p< 0,05).

2.4 Efeito da concentracdo da formulacdo na transferéncia horizontal de conidios

Os machos tsl foram tratados com formulagdo de amido de mandioca com trés
concentragdes de conidios: 107,10° e 10° conidios g"' de LCB289 e de LCB255. Os tratamentos
foram aplicados conforme descrito anteriormente. Apds o repouso de 4 horas, 10 machos tsl de

cada tratamento foram individualizados em gaiolas e pareados com 10 fémeas, virgens e
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sexualmente maduras, com livre acesso a dieta e a agua. No dia seguinte, as fémeas foram
removidas e trés machos e cinco fémeas, de cada tratamento foram selecionados para contagem
dos conidios.

Em seguida, cinco machos restantes, foram pareados com cinco fémeas, virgens e
sexualmente maduras. No segundo e no terceiro dia, um novo grupo de fémeas foi novamente
pareado com os mesmos machos. Em todos os tratamentos as fémeas passaram 24 horas em
contato com os machos. A quantificagdo dos conidios aderidos ao tegumento dos insetos foi
realizada conforme descrito anteriormente, com remog¢ao de conidios em Triton X-100 0,01%,
diluicdo seriada e plaqueamento em meio seletivo. O experimento foi repetido por duas vezes

com lotes independentes de insetos.

2.5 Eficiéncia do macho estéril tsl Vienna-8 como vetor de conidios

Os machos tsl foram tratados com formulag¢io contendo amido de mandioca com 10’
conidios g de LCB289 e LCB25. Para isso, cem machos foram submetidos a letargia (-
10°C/30s) e suavemente agitados em movimento circular por 30s em potes de 250 mL contendo
100mg da formulagdo. Apo6s repouso de 4h em condigdes de laboratério (25°C) foram
transferidos grupos de 20 para gaiolas com 20 fémeas virgens e sexualmente maduras. Apos 24
horas, as fémeas foram transferidas para gaiolas contendo 20 machos da linhagem de
laboratorio saudaveis e ndo tratados, com alimento e agua ad libitum. A mortalidade foi
monitorada diariamente até o final do experimento e os cadaveres foram removidos das gaiolas
e processados para confirmacdo da infecgdo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco
repetigdes e os dados de mortalidade corrigida de machos tsl e de machos e fémeas da linhagem
de laboratorio ao longo do tempo, foram analisados pelo método de Kaplan-Meyer. As curvas

de mortalidade foram comparadas entre si pelo teste de Mantel-Cox (p< 0,05).
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2.6 Eficiéncia de controle de fémeas em condicdes de campo

Cem machos da linhagem de laboratdrio foram tratados com 100mg da formulacdo
contendo 10’ conidios g' de LCB289 conforme descrito na metodologia anterior. Apds o
tratamento, 30 machos foram selecionados e liberados em gaiolas de campo (2m x 2m)
revestidas por voil junto com 30 fémeas virgens e sexualmente maduras. Para o tratamento
controle, foram liberados machos tratados apenas com amido de mandioca. No centro de cada
gaiola foi colocado no centro um vaso com uma mangueira Mangifera indica L. de 1,5 m de
altura. As gaiolas permaneceram a sombra de Nim Azadirachta indica.

A liberagdo ocorreu pela manha e as fémeas foram recolhidas individualmente no final
do dia, utilizando-se tubos de ensaio aos quais foram adicionados dieta artificial e agua. Os
insetos foram levados para o laboratorio onde a mortalidade foi registrada diariamente e os
cadaveres das fémeas foram esterilizados superficialmente utilizando o protocolo de etanol
70% hipoclorito de sédio e, apos trés lavagens sucessivas em agua destilada estéril, depositados
em placas de Petri com papel de filtro autoclavado e umedecido para avaliagdo da
conidiogénese.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com duas repetigdes contendo 30
fémeas e 30 machos em cada gaiola e os dados da mortalidade foram analisados pelo método
de Kaplan-Meyer comparando as curvas entre si pelo teste de Mantel — Cox (p< 0,05). O

experimento foi repetido por duas vezes consecutivas.
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3. RESULTADOS
1. Efeito da formulacio sobre a adesdo de conidios ao tegumento de machos e transferéncia
horizontal de inéculo infectivo.

Houve interagdo significativa entre os adjuvantes e os isolados na retomada de voo e
alimentagdo dos machos estéreis (Fs33= 10,825; p= 0,008). Todos os machos tratados com
conidios puros ou com formulagdes com dioxido de silica (SiO,) ficaram inabilitados 4 horas
apos a aplicagdo dos tratamentos e seus dados foram descartados da anélise estatistica por ndo
apresentarem varidancia. Ndo houve diferenca significativa na taxa de recuperagio dos insetos
tratados com formulagdes contendo LCB289 (Figura 1A). Contudo, os machos tratados com
amido de mandioca e batata obtiveram o maior percentual de recuperagdo quando os insetos
foram tratados com M. anisopliae LCB255 pelo teste de Tukey (p< 0,05).

De forma geral, houve maior adesdo dos conidios de LCB289 (Tukey; p< 0,05) ao
tegumento de machos de C. capitata do que de LCB255, exceto para o tratamento utilizando
amido de batata como adjuvante (Figura 1B). As formulagdes com LCB255 em amido de arroz
mostrou a maior ades@o de conidios, ndo havendo diferenga entre as demais pelo teste de Tukey
(p< 0,05). Neste estudo, também houve interagdo significativa entre os fungos e os adjuvantes
quando se avaliou a mortalidade dos machos tratados com as diferentes formuiagdes (F3.33=
4,28; p= 0,012). A formulagdo em farinha de arroz apresentou a maior mortalidade acumulada
quando os machos foram tratados com LCB289 e a formulagdo em amido de batata apresentou
a menor mortalidade para este fungo (Figura 2). As formulagdes com LCB255 resultaram em
mortalidades estatisticamente similares entre si, exceto quando preparadas com amido de
batata, e apenas na formulagdo em arroz houve diferenga significativa entre os fungos (p< 0,05)

pelo teste de Tukey.
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Figura 1 — Recupera¢do de machos de Ceratitis capitata (A) e nimero médio de conidios
aderidos ao seu corpo (B) 4 horas apés o tratamento com formulagdes contendo 10” conidios g
" de B. bassiana LCB289 e M. anisopliae LCB255. A recuperacio dos insetos foi considerada a
habilidade em retomar voo 4 horas apds nocaute (-10 °C/30 s) e aplicag@o das formulagdes e os
valores obtidos foram corrigidos utilizando os tratamentos contendo apenas os adjuvantes como
referéncia. Letras mintsculas comparam o efeito de diferentes adjuvantes para o mesmo fungo,
enquanto as letras maiusculas comparam o efeito entre diferentes fungos para um mesmo
adjuvante pelo teste de Tukey (p< 0,05). Os resultados sdo a média de dois experimentos
conduzidos com grupos independentes de insetos.

As diferengas observadas para a transferéncia de conidios entre as formulagdes afetaram
a mortalidade das fémeas pareadas com os machos tratados, resultando em efeito significativo
da interacdo dos adjuvantes e cepas na formulagdo sobre a mortalidade corrigida de machos
pareados com fémeas previamente infectadas (Fs.33= 15,89; p< 0,01). Apenas as formulagdes
contendo LCB289 mostraram mortalidade de fémeas significativamente diferentes entre si, e a
formulagdo em amido de batata apresentou valores significativamente menores em rela¢do ao

amido de mandioca (teste de Tukey; p< 0,05). As demais apresentaram mortalidades

intermediaria e estatisticamente similares entre si (Figura 3A).
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Figura 2 - Mortalidade acumulada de machos estéreis tsl Vienna-8 apds o tratamento com
formulagdes contendo 10° conidios g de B. bassiana LCB289 e M. anisopliae LCB255. O eixo
horizontal corresponde aos diferentes amidos utilizados na formulagdo. Os insetos foram
mantidos em gaiolas com de agua e dieta ad libitum por cindo dias. Letras mindsculas
comparam o efeito de diferentes adjuvantes para o0 mesmo fungo, enquanto as letras maidsculas
comparam o efeito entre diferentes fungos para um mesmo adjuvante pelo teste de Tukey (p<
0,05). Os resultados sdo a média de dois experimentos conduzidos com grupos independentes
de insetos.

Resultado similar foi observado na transferéncia horizontal de conidios das fémeas para
machos saudaveis ao serem pareados em novas gaiolas. O uso das formulagdes em amido de
milho, batata e mandioca resultaram em mortalidade estatisticamente similar entre si e
significativamente maior que a farinha de arroz (p< 0,05) resultante da transferéncia horizontal
secundaria, grupo de machos posteriormente expostos as fémeas, quando estas foram
previamente pareadas com LCB2898. Nos tratamentos com LCB255, a formulagdo em amido
de milho apresentou a maior mortalidade de machos (p< 0,05), resultante da transferéncia
horizontal secundaria, enquanto amido de mandioca resultou na menor mortalidade. Para

ambos os fungos estudados, a formulagdo em amido de milho apresentou elevada eficacia na
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mortalidade das fémeas acasaladas com machos tsl Vienna-8 previamente tratados e dos

machos que realizaram posteriormente copulas com as fémeas.
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Figura 3 — Mortalidade de fémeas (A) e machos (B) de linhagem de laboratério de C. capitata
apos o pareamento das fémeas com machos tratados com diferentes formulagdes contendo 10°
conidios g de B. bassiana LCB289 ou M. anisopliae LCB255. As fémeas permaneceram em
contato com tsl Vienna-8 tratados por 24h, em seguida, foram levadas para o contato com
machos nfo tratados. As letras sobre as colunas comparam a mortalidade para os formulantes
em cada fungo e colunas com letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05). Os resultados sdo a média de dois experimentos conduzidos com grupos
independentes de insetos.

2. Transferéncia horizontal de propdgulos infectivos utilizando machos estéreis de C.

capitata tsl Vienna-8 como vetor de estirpes virulentas
2.1. Eficiéncia da transferéncia horizontal utilizando formulag¢des com diferentes doses do
produto técnico

Para avaliar o efeito da concentragdo de conidios na formulagdo contendo amido de
mandioca na transferéncia horizontal de conidios de LCB289 e LCB255 utilizando macho
como vetor, os machos foram tratados com trés concentracdes diferentes e pareados

individualmente com diferentes grupos fémeas substituidas em intervalos de 24h por 3 dias.
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Como esperado, a concentracido de conidios na formulacdo aumentou linearmente a carga de
esporos aderida ao tegumento dos machos, mas principalmente a quantidade transferida para as
fémeas ao longo do tempo. O efeito foi mais forte na menor dose aplicada, principalmente em
machos tratados com a formulagdo com LCB255 (Figura 4A).

Em geral obteve-se maior transferéncia de esporos para as fémeas quando foram
pareadas com machos tratados com LCB 289 (Figura 4C). Para ambas as formulagdes testadas,
as fémeas na primeira copula obtiveram o maior nimero de conidios aderidos ao tegumento e
houve transferéncia horizontal nos trés periodos de copula avaliados. Apos a segunda rodada de
pareamentos (24 horas), ndo se detectou a presenga de conidios de LCB255 no corpo das

= . ~ ~ ;2 s 7 .
fémeas no tratamento com aplicagdo da menor concentragdo de conidios utilizada (10° conidios

gh).

2.1. Efeito da transferéncia horizontal de conidios na sobrevivéncia de C. capitata

Nesta parte do trabalho, os machos tsl Vienna-8 foram tratados com formulagio
contendo 10° conidios g e inseridos em gaiolas contendo fémeas de linhagem de laboratorio
de C. capitata, seguido de transferéncia das fémeas apos 24 horas para gaiolas contendo
machos da mesma linhagem sexualmente maduros. O experimento foi realizado por duas vezes
com grupos independentes de insetos, e teve por objetivo avaliar a possibilidade de que as
fémeas possam transferir indculo infectivos a outros machos em caso de recopula ou tentativa

de recopula e outras interagdes sociais.
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Figura 4 — NGmero de conidios de B. bassiana LCB289 e M. anisopliae 1L.CB255 aderidos ao
tegumento de machos estéreis tsl Vienna-8 (A) apos a aplicagdo de formulagdo em amido de
mandioca contendo trés niveis de concentracdes de conidios e a transferéncia horizontal para
fémeas pareadas com os machos tratados em gaiolas individuais a 1, 2 e 3 dias apds o
tratamento dos machos. B — Fémeas pareadas com machos tratados com LCB255; C - Fémeas
pareadas com machos tratados com LCB289. Nos graficos B e C, as indicacdes 6, 7 e 8 sdo a
concentra¢do de conidios nas formulagdes dos machos; D1, D2 e D3 referem ao pareamento
das fémeas com os machos a 1, 2 e 3 dias apds a aplica¢do da formulagdo, respectivamente. Os
resultados sdo a média de dois experimentos conduzidos com grupos independentes de insetos.

A mortalidade confirmada pela conidiogénese e acumulada ao final do experimento foi
de 72,4% (£8,3) e 70,1 (£9,12) para machos tratados com LCB289 e fémeas, respectivamente,
enquanto que os machos ndo tratados diretamente, mas expostos a interagdo com fémeas
previamente acasaladas apresentaram mortalidade de 35,3%. Quando os machos tsl foram
tratados com LCB255, a mortalidade confirmada de machos foi de 81,5% (7.4) e de 81,0%
(+8.8) para fémeas, e de 40,7% (£9.4) para os machos. Embora tenham apresentado menor
mortalidade confirmada ao final do experimento, os machos tsl e fémeas tratados com LCB289
apresentaram a menor sobrevida mediana, com 5.5 e 4,2 dias respectivamente (Figura 5A), e
6,0 dias para o tsl e 7,0 dias de sobrevida mediana para LCB255 (Figura 5B). Os insetos
tratados com LCB289 também apresentaram a maxima mortalidade em 7 dias, periodo mais

curto do que aqueles tratados com LCB255 que foi aos 10 dias.
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Figura 5 — Curva de mortalidade de machos estéreis tsl Viena 8, fémeas e machos de linhagem
de laboratorio de C. capitata apds tratamento dos machos estéreis com formulagdo em amido
de mandioca contendo 10° conidios g de B. bassiana LCB289 (A) ou M. anisopliae LCB255
(B). As fémeas permaneceram em contato com machos tsl Vienna-8 tratados por 24h, em
seguida, foram inseridas em gaiolas com machos de linhagem de laboratério.

3. Mortalidade de fémeas pareadas com machos tsl Vienna-8 previamente tratados em

gaiolas de campo

O tratamento de machos estéreis com a formulag¢do contendo amido de mandioca com
10° conidios g" de B. bassiana LCB289, resultou em alta mortalidade de fémeas de C. capitata
em condi¢des de gaiola de campo. Houve diferenga estatistica altamente significativa entre as

curvas de mortalidade com o tratamento controle pela analise de Kaplan-Meyer (y’= 44,83;

GL=1; p< 0,001). A mortalidade acumulada de fémeas ao final do experimento foi de 64% em
as gaiolas de campo ap0s a liberagdo de machos tratados, com sobrevida mediana de 4,6 dias

enquanto que no tratamento controle a mortalidade acumulada foi de 14% (Figura 6).



70

100
90
80
70

60

50
—o— LCB289

40- ~™ Controle

Mortalidade (%)

Tempo (dias)

Figura 6 - Curva de mortalidade de fémeas de linhagem de laboratério de C. capitata apos
liberagdo em gaiola de campo com machos tratados com formulagdo em amido contendo 10°
conidios g' de B. bassiana LCB289. As fémeas permaneceram em contato com machos tsl
Vienna-8 por 8h, em seguida foram coletadas em tubos de ensaio e a sobrevivéncia foi

acompanhada diariamente, além da coleta dos cadaveres para confirmagdo da causa da
mortalidade.
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Figura 7: Conidiogénese em fémeas infectadas por machos tratados com B. bassiana LCB289
e amido de mandioca(7A); conidiogénese em fémeas infectadas por machos tratados com A
anisopliae LCB255 e amido de milho (7B); mortalidade confirmada de fémeas liberadas junto
com machos tratados com formulagdo contendo 1x10° conidios g de B. bassiana LCB289 em
gaiola de campo (placas superiores fémeas copuladas com macho tratado com LCB289 e
inferiores tratamento controle) (7C); mortalidade confirmada de machos da linhagem de
laboratorio pareados com fémeas que estiveram em contato por 24 h com machos estéreis
tratados com formulagdo de LCB255 e amido de milho (7D) e LCB289 (7E); macho tratado
com formulagdo contendo 1x10° conidios g B. bassiana com fémea nio tratada em condigdes
de gaiola de campo (7F); Recuperagdo dos machos 4h apods o tratamento com formulagdes
virulentas de B. bassiana LCB289 (esquerda) e M. anmisopliae LCB255 (direita) (7G);
acasalamento sob folha de magueira (Mangifera indica) entre macho tratado e fémea ndo
tratada em gaiola de campo (7H).
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4. DISCUSSAO

O wuso de machos estéreis de moscas-das-frutas como vetores de fungos
entomopatogénicos tem sido estudado como estratégia para o aumento da eficiéncia da TIE,
tornando-a mais viavel para aplicagdo em grandes territérios ou com elevadas densidades
populacionais das moscas-das-frutas. Os resultados tém mostrado diferentes niveis de sucesso
na transferéncia horizontal e, consequentemente, na mortalidade de fémeas. De la Rosa et al.
(2002), por exemplo, avaliando vérias cepas de B. bassiana para controle da mosca mexicana
Anastrepha ludens registrou 100% de mortalidade. Quesada-Moraga et al (2008) também
reportaram elevada eficiéncia, com 90% de mortalidade confirmada em fémeas de C. capitata.
Nos primeiros estudos que propuseram esta abordagem, Toledo et al. (2007) relataram
mortalidade confirmada de 80% em fémeas da mosca mexicana Anastrepha ludens com
produtos comerciais. No entanto, em estudos similares Beris et al. (2013) encontraram apenas
48% de mortalidade em fémeas para cepas de B. bassiana e 17% para M. anisopliae. Em um
trabalho anterior, Leal et al (2019) mostraram que a adi¢do de aditivos antifiingicos as dietas de
C. capitata aumentou a viabilidade de machos de uma linhagem local e em tsl Vienna 8,
ampliando o periodo viavel para a realizagdo de coOpulas ou outras interagdes sociais que
permitiram a transferéncia de propagulo infectivos de B. bassiana 1.CB289 e M. anisopliae
LCB255. Os resultados deste trabalho corroboram estas informagdes, mostrando que diferentes
formulagdes com B. bassiana LCB289 e M. anisopliae LCB255 causaram elevada mortalidade
de fémeas de C. capitata em todos os experimentos em que foram pareadas com machos tsl
Vienna-8 previamente tratados.

Na abordagem de uso de TIE como vetor de patdgenos, a adesdo de quantidade
suficiente de propagulos ao corpo do inseto € importante para permitir a transmissdo efetiva de
inoculo (MANIANIA; EKESI, 2013). No entanto, a adesdo excessiva dos adjuvantes ao
tegumento tem efeito deletério sobre a sobrevivéncia, dispersdo e acasalamento de machos

tratados e liberados no campo. No trabalho conduzido por Dimbi et al. (2009), o uso de
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formulagdes convencionais aumentou o tempo de limpeza corporal, retardando o inicio da
interagdo sexual em machos de moscas-das-frutas e, consequentemente, diminuindo a
eficiéncia da transmissdo e do controle das fémeas.

A aplicag@o de conidios puros ou formulados em silica micronizada resultou em taxa de
recuperacdo dos machos, logo apds o tratamento préximo a zero e foram descartadas. A forte
intera¢do hidrofobica dos conidios ndo formulados com o tegumento dos insetos (HAJEK; ST.
LEGER, 2003) causou adesdo de quantidade excessiva de conidios, impedindo o deslocamento
e voo e resultando na morte dos insetos. Por outro lado, a elevada higroscopicidade da silica
(Si0,) também causou execessiva adesdo, provavelmente causando danos ao tegumento dos
insetos por abrasao (LORD, 2001).

A dimensdo das particulas das formulagdes ¢ um dos mais importantes fatores que
podem interferir na adesdo dos conidios e na eficiéncia de transferéncia horizontal. A analise
granulométrica dos adjuvantes mostrou que farinha de arroz e de batata apresentaram
granulometria média elevada (107,23 e 32,8 um, respectivamente), enquanto o amido de
mandioca e de milho apresentaram granulometria inferior a 1,0 um. Geralmente, formulagdes
em p6 com menor tamanho de particula tém maior aderéncia ao tegumento (BURGES, 1998),
podendo causar efeitos deletérios ao inseto, como a silica e o conidio ndo formulado.

Além da granulometria, as caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas do adjuvante
podem definir a taxa de adesdo/adsorg@o aos conidios e destes com o tegumento dos insetos. De
acordo com Alcazar-Alay et al (2015), a concentracdo das ligagdes glicosidicas a 1-4 (amilose)
e o 1-6 (amilopectina) dos amidos variam com a fonte botanica e afetam suas caracteristicas
fisico-quimicas. Por exemplo, o amido de arroz quando comparado com batata e milho
apresenta 0 maior teor de amilose, enquanto que o amido de mandioca apresenta a menor
concentragdo entre as fontes estudadas (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Provavelmente, as relagdes nos teores de amilose/amilopectina dos diferentes amidos utilizados
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como adjuvante reduziram a taxa e a forca de adesdo. Uma menor for¢a de adesdo teria
reduzido a massa de formulagdo aderida ao corpo dos insetos, melhorando o desempenho dos
machos tratados e a eficiéncia de transferéncia dos conidios. Como resultado, a mortalidade de
fémeas foi proporcionalmente inversa ao tamanho das particulas, com aumento da transferéncia
de indculo para as fémeas e, até mesmo, destas para outros machos.

Neste trabalho, a formulagdo em amido de milho e mandioca permitiu adequada
recuperagdo dos insetos e adesdo de elevado niimero de conidios ao tegumento dos machos tsl.
O menor tempo de recuperagdo e a menor incidéncia de possiveis danos ao tegumento dos
machos podem ter aumentado a eficiéncia da corte e o tempo de contato com as fémeas,
causando as maiores mortalidade de fémeas entre os adjuvantes estudados. Assim, é provavel
que a menor atracdo do amido pelo tegumento dos insetos, combinado a uma menor for¢a
adesiva, tenha tornado a transferéncia de propagulos entre insetos durante as intera¢des sociais
mais eficiente.

Quando se avaliou a influéncia da dose inicial de conidios na formulagdo sobre a
eficiéncia de transmissdo horizontal, verificou-se que mesmo na menor dose houve uma
recuperacdo de numero superior a 10° conidios por macho tratado. Contudo, o niimero de
conidios recuperados em machos tratados com M. anisopliae LCB255 foi menor que em B.
bassiana 1LCB289, nas dosagens mais baixas utilizadas no experimento. Os resultados
mostraram que houve transmissdo de propagulos nas interagdes entre os machos e fémeas até o
terceiro dia apds tratamento, com recuperag@o de conidios viaveis da ordem de 3,2 x 10'a 1,8 x
10 conidios por fémea avaliada. Contudo, é necessario considerar que as interagdes
hidrofobicas que ocorrem entre os conidios e o tegumento sdo fortes e reduziram a eficiéncia da
metodologia de remogdo dos conidios (para contagem) utilizando uma solugdo de surfactante.

Os resultados obtidos nos dois experimentos mostraram ter havido transferéncia

horizontal a partir de fémeas pareadas com machos tsl Vienna-8 previamente tratados para



75

machos ndo tratados, causando uma mortalidade adicional de 28 a 40%. A recopula em
moscas-das-frutas é um comportamento conhecido em grande nimero de espécies e que ha
uma maior probabilidade de ocorréncia quando se utiliza a TIE devido a baixa competitividade
do macho estéril uma vez que eles liberam menos feromoénio do que os machos selvagens
(ALUJA; LIEDO, 2013). Os estudos realizados no Vale do Sdo Francisco por Morelli et al.
(2013), por exemplo, mostraram que houve 31% de recopula quando fémeas selvagens de C.
capitata foram pareadas com machos estéreis. Além disso, em varias ocasides as montas
realizadas pelo mutante tsl ndo resultam em copula e as fémeas continuam ativamente em busca
de novo acasalamento (MORELLI et al., 2013). No entanto, tém duracdo suficiente para a
ocorréncia de transferéncia de indculo infectivo. Assim, a introdugdo de machos tsl tratados na
populagdo pode ser uma forma de controle em areas infestadas, tanto pela copula direta como
por tentativas, € por outras interagdes como em leks entre machos tsl tratados e os machos
selvagens (FLORES et al., 2013; TOLEDO et al., 2007).

Os resultados obtidos em laboratorio foram confirmados quando os machos tratados
foram liberados em gaiolas de campo, havendo elevada mortalidade confirmada de fémeas. A
curva de mortalidade das fémeas foi significativamente diferente do tratamento controle e as
moscas apresentaram crescimento tipico de B. bassiana ap6s a morte e desinfec¢do superficial.
Os altos niveis de mortalidade de fémeas deste estudo corroboram os resultados de Toledo et al.
(2017), mostrando a viabilidade do uso do tsl Vienna-8 previamente tratados para o manejo de
C. capitata, uma vez que os fungos podem compensar o baixo desempenho sexual do macho
estéril, aumentando a eficiéncia da tecnologia. Se o sucesso de copula dos machos estéreis de
C. capitata tsl Vienna-8 com machos selvagens alcangam uma média de 24% (PARANHOS et
al., 2010) o uso destes machos como vetores de fungos entomopatogénicos, causando a morte
mesmo em fémeas que ndo obtiveram sucesso na copula, apenas pelo contato de monta, pode

aumentar a eficiéncia da TIE com sinergismo entre ambos métodos de controle. Os
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experimentos foram conduzidos com elevado rigor técnico e estatistico, descartando-se a
mortalidade em periodo inferior a 24 horas e realizando-se a corre¢do da mortalidade natural
em todos os experimentos, assim os dados ndo mostram 100% de mortalidade em nenhum dos
experimentos. Exceto em gaiola de campo, no qual, todos os individuos morreram ao final do
experimento.

Além da elevada mortalidade das fémeas, e de machos em caso de tentativa de recopula,
a reducdo significativa na sobrevida mediana das fémeas € muito importante do ponto de vista
da dindmica de crescimento populacional. Nos experimentos em que foi realizada a anélise da
curva de sobrevivéncia pelo método de Kaplan-Meyer, a sobrevida mediana de fémeas
pareadas com machos tratados com B. bassiana L.LCB289 foi de 4,2 e 4,6 dias apds o
pareamento em condigdes de laboratdrio e campo, respectivamente. Além disso, ha um periodo
anterior a mortalidade no qual os insetos infectados sofrem redugdo da ingestdo de alimentos e
da mobilidade (TOLEDO-HERNANDEZ; TOLEDO; SANCHEZ, 201 8). No caso das moscas-
das-frutas, a infec¢do resultou em reducio da fertilidade das fémeas (SANCHEZ-ROBLERO et
al., 2012). Assim, € esperado que o periodo de atividade normal de oviposi¢do seja muito curto
apos a ocorréncia de infec¢do, reduzindo os danos causados € o crescimento da préxima
geragio.

Outros estudos tém verificado a viabilidade do uso de machos estéreis como vetores de
fungos entomopatogénicos e sugerido sua utilizagio com a TIE (SANCHEZ-ROBLERO et al.,
2012; TOLEDO et al., 2006). Entretanto, é imprescindivel garantir a sobrevivéncia dos machos
tratados e comprovar que a aplicagdo da formulacdo ndo afetaria sua eficiéncia reprodutiva.
Nos estudos de Dimbi et al. (2003b), os autores ndo relataram alteragdo no comportamento de
copula dos machos tratados em curto periodo, enquanto que Leal et al (2019) mostrou que a
adi¢do de composto antifingico a dieta de C. capitata pode estender a sobrevivéncia e

atividade desses machos. Neste trabalho, conclui-se que amido de milho ou mandioca, e
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provavelmente também outras particulas micronizadas de média forga de adesdo ao tegumento
dos insetos, podem ser adjuvantes eficientemente utilizados em formulagdes para o tratamento
prévio de machos estéreis tsl Vienna-8 para exploracdo da transferéncia horizontal de

propagulos infectivos dentro da populagdo selvagem, ampliando o potencial de controle da TIE.
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