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RESUMO

Alphitobius diaperinus é um inseto da ordem Coleoptera, conhecido popularmente
como cascudinho dos aviarios, que se adapta facilmente ao ambiente devido a
disponibilidade de alimento e umidade presentes na cama. Apresenta grande
capacidade de proliferacdo e de resisténcia aos tratamentos convencionais tanto os
guimicos quanto 0s mecanicos, causando prejuizos significativos a avicultura
nacional. Nesta perspectiva, métodos alternativos vém sendo estudados, dentre
estes se destaca o controle biolégico. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
patogenicidade de uma formulacdo comercial a base de Metarhizium anisopliae
sobre adultos de A. diaperinus em testes in vitro. Para a realizacdo dos ensaios
biologicos, os insetos foram coletados em um aviario localizado no municipio de
Governador Mangabeira — BA, em seguida foram levados ao Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, onde foi realizada a
sexagem dos adultos. No delineamento experimental foram formados seis grupos,
cada um contendo seis unidades experimentais, as quais continham cinco casais em
cada. Para preparo das formulacbes fangicas seguiu-se as recomendacdes do
fabricante, porém, na agua utilizada para suspender os conidios foi acrescida Tween
20. Esta suspensao foi preparada utilizando 100 mL de agua destilada estéril, 4uL
de Tween 20 e 5g da formulagdo comercial a base de M. anisopliae. Apds esta
etapa inicial, foram separadas duas aliquotas de 30 mL desta suspensao e nelas
adicionadas 6leo vegetal de soja nas concentracdes de 5 e 10%. Como controles
foram utilizados um grupo contendo apenas agua e dois contendo solucdo de agua
destilada e Tween 20 acrescidas de Oleo vegetal a 5 e 10%. ApGs o tratamento, as
placas foram mantidas em estufa climatizada tipo B.O.D. com temperatura e
umidade controladas (25°C + 1°C e 80% %= 5 % UR) e monitoradas a cada trés dias
por 12 dias consecutivos, para avaliar o percentual de mortalidade dos artrépodes.
Como resultados pode-se observar que todos os grupos que continham dleo,
inclusive os grupos controles oleosos, causaram mortalidade significativamente
maior do que o0s grupos aquosos. Diante disso, € possivel concluir que o dGleo
vegetal de soja apresenta letalidade para A. diaperinus e que a formulacéo
comercial de Metarril sem a adicdo de 6leo ndo apresenta acdo patogénica para
esse inseto.

Palavras-chave: Cascudinho, controle biolégico, avicultura, fungo
entomopatogénico.



ABSTRACT

Alphitobius diaperinus is an insect of the order Coleoptera, popularly known as
birdwatcher, which adapt easily to the environment due to the availability of food and
humidity present in the bed. They present great capacity for proliferation and
resistance to conventional treatments, both chemical and mechanical, causing
significant losses to the national poultry industry. Thus, the objective of this work was
to evaluate the pathogenicity of a commercial formulation based on Metarhizium
anisopliae on adults of A. diaperinus in vitro tests. For the biological tests, the insects
were collected in an aviary located in the Municipality of Governador Mangabeira -
BA, then were taken to the Laboratory of Parasitology of the Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia, where adult sexing was performed. In the experimental design,
six groups were formed, each containing six experimental units, which contained five
pairs each. For preparation of the fungal formulations the manufacturer's
recommendations were followed, however, in the water used to suspend the conidia
was added 0.01% Tween 20. This suspension was prepared using 100mL sterile
distilled water, 4uL of Tween 20 and 5g of commercial formulation based on M.
anisopliae. After this initial step, two aliquots of 30 mL this suspension were
separated and soybean oil added at 5 and 10% concentrations. As controls were
used a group containing only water and two containing solution of distilled water and
0.01% of Tween 20 added to vegetable oil at 5 and 10%. After the treatment, the
plates were kept in a climatized lab oven type B.O.D. with controlled temperature and
humidity (25°C + 1°C and 80% = 5% RH) and monitored every three days for 12
consecutive days in order to count for dead insects and fungal growth in arthropods.
As a result it can be observed that all the groups that contained oil caused mortality
in the insect right after the treatment, including the control groups with oil. Thus, it is
possible to conclude that soybean oil presents lethality to A. diaperinus and the
commercial formulation of Metarril without the addition of oil does not present a
pathogenic action for this insect.

Keywords: Avian, lesser mealworm, biological treatment, poultry, Entomopathogenic
fungi.
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1. INTRODUCAO

A avicultura de corte brasileira tem se mostrado promissora e importante
no crescimento da economia nacional, segundo ABPA (2017), no ano de 2016
o Brasil foi responsavel pela producdo de 12,9 milhdes de toneladas de carne
de frango, ficando atras apenas dos EUA. Entretanto, ocupou o primeiro lugar
em exportacbes de carne de frango com 4,384 milhdes de toneladas
exportadas.

Por meio de analises do Centro de Estudos Avancados em Economia
Aplicada da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — Universidade de
Séo Paulo (CEPEA, da Esalg/USP (2018), a producao brasileira de carne de
frango deve crescer 3,34% no ano de 2018 quando comparada a producéo de
2017, com base no histérico nacional. Esse cenario evidencia a importancia do
mercado externo no crescimento do ramo e da economia nacional. Além disso,
reforca a necessidade de a avicultura nacional seguir cumprindo os requisitos

sanitarios exigidos por importantes demandantes internacionais.

Para a exportacdo da carne de frango assim como outros produtos de
origem animal € obrigatério o selo de inspecédo federal (SIF), obtido apos a
inspecdo realizada em estabelecimentos credenciados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2018). Diversos paises
importadores séo bastantes rigorosos ndo s6 com a inspecdo nos abatedouros,
mas também com os sistemas de criacao adotados pelos paises exportadores.
E sabido que importadores como a unido europeia, por exemplo, tem
demonstrado um maior interesse na compra de produtos organicos, para obter

este selo é necessario que o produtor se enquadre na legislacdo destes
produtos, estas normas sao disponibilizadas pelo MAPA.

Neste contexto, uma importante praga, o inseto Alphitobius diaperinus,
gue acomete os sistemas intensivos de producdo de frangos de corte no pais,
merece destaque, pois tem importancia sanitaria direta podendo causar
estresse, lesdes no trato gastrointestinal (TGI) das aves decorrente da ingestéo
dos insetos e indiretamente atuando como vetor de agentes patogénicos
causadores de doencas como a Doenca de Marek , Leucose Aviaria,
Coccidioses, Salmonelose, Clostridiose por Clostridium perfringens, Doenca de
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Newcastle, Influenza Aviaria, Doenca Bursal Infecciosa e algumas
verminoses.(AVANCINI & UETA, 1990; DESPINS et al., 1994; DESPINS &
AXTELL, 1995; VITTORI et al., 2007).

De acordo com Mendes e Povaluk (2017), a presenca de A. diaperinus
em aviarios € comum, pois fornecem um excelente habitat para esta espécie,
pois além de temperatura e umidade adequada, possuem uma grande
quantidade de alimentos, como as carcacas das aves em decomposi¢do, fezes
e restos de ragbes. Um outro fator que predispde a ocorréncia dos cascudinhos
nos aviarios € a reutiizacgdo da mesma cama para lotes diferentes
(MCALLISTER et al., 1995; PACHECO & PAULA, 1995).

Segundo Alves et al. (2005), os principais métodos de controle utilizados
atualmente sdo os métodos mecéanico e o quimico, entretanto, estes
apresentam inumeras dificuldades e até o momento ndo foi descoberto um

método de controle eficiente e seguro.

Desta forma, faz-se se necessario o desenvolvimento de métodos
alternativos de controle, onde se destaca o controle biol6gico utilizando fungos
entomopatogénicos como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, os
quais vém sendo testados sobre diversos artropodes pragas, inclusive o
cascudinho (GEDEN et al., 1998; ROHDE et al., 2006). Todavia, pelo fato dos
agentes biol6gicos necessitarem de um tempo maior para controle, a utilizacao
de formulagBes que contenham adjuvantes que possam acelerar o processo é
de extrema importancia e pode contribuir para o estabelecimento de um

protocolo com aplicabilidade a campo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade in vitro
do fungo M. anisopliae, como um método de controle biolégico, utilizando
diferentes formulagdes a base de um produto comercial sobre A. diaperinus.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito patogénico da formulagdo comercial de M. anisopliae em
suspensao aquosa sobre adultos de A. diaperinus em condigbes
laboratoriais.

e Avaliar o efeito patogénico da formulagdo comercial de M. anisopliae
com a adicdo de 5 e 10% de 6leo de soja sobre adultos de A. diaperinus

em condi¢cdes laboratoriais.

3. JUSTIFICATIVA

A presenca de populacdes elevadas do cascudinho, A. diaperinus, nos
aviarios € um dos principais problemas da avicultura brasileira, trazendo
prejuizos sanitarios, financeiros e a salude humana. Estes podem deixar
residuos nas carcacas e provocar resisténcia individual dos insetos aos
inseticidas comuns inviabilizando a reutilizacdo da mesma base quimica. Além
disso, o inseto que infesta os aviarios pode transmitir doencas e afetar o
desenvolvimento das aves. Neste sentido, torna-se importante um estudo

acerca de um método de controle biolégico alternativo.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Importancia da avicultura de corte no Brasil

A avicultura nacional tem alcancado progressos significativos desde a
década de 70. Este fato tem transformado o segmento em uma verdadeira
poténcia econbmica, representada por uma grande industria de producao de
proteina animal (TINOCO 2001; GIROTTO & AVILA, 2008).

Além da producgdo da carne de frango que hoje ocupa o segundo lugar
no ranking mundial de produtores, o Brasil se tornou o maior exportador da
proteina, alcancando ganhos iguais a US$ 7,236 bilhdes no ano de 2017
(ABPA, 2018). O setor também tem demonstrado grande importancia
socioeconfmica, pois emprega direta e indiretamente milhares de pessoas, 0
gue gera receita e contribui diretamente com o Produto Interno Bruto do Pais
(DAI PRA & ROLL, 2012).

Estas conquistas se devem as inUmeras inovacdes na area de genética,
nutricdo, sanidade e no processo produtivo de forma geral, possibilitando a
producdo de aves mais pesadas e precoces, 0 que torna a avicultura nacional
mais atraente para o mercado externo, contribuindo para que o setor
alcancasse o patamar atual. Destaca-se, também, as melhorias realizadas em
manejo, ambiéncia e sanidade, que proporcionaram um maior bem-estar para
as aves dentro dos aviarios, melhorando assim, seu desenvolvimento
(VOGADO et al., 2016).

Logo, considerando que a producdo nacional de carne de frango é
competitiva e estd em ascensdo, assim como O consumo interno e
exportacdes, € possivel que novos mercados sejam prospectados
(DELIBERALI et al., 2010)

Diante dos fatos, mesmo com o0 crescimento e organizacdo da cadeia
produtiva verificado na avicultura, ainda sdo necessarios constantes estudos
relacionados a ambiéncia, sanidade e bem-estar das aves, para que seja

elevada a produtividade e haja reduc&o dos custos (TINOCO, 2001).
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4.2 Aspectos taxondmicos e biolégicos de Alphitobius diaperinus

Alphitobius diaperinus € um artropode da classe Insecta pertencente a
ordem Coleoptera e a familia Tenebronidae, seu corpo possui formato ovalado,
coloracdo que varia do marrom escuro ao negro, brilhante, com comprimento
de 6,0 mm a 6,83 mm e com largura de 2,75 mm a 3,17 mm (CHERNAKI &
ALMEIDA, 2001). Originario da Africa e conhecido popularmente como
“‘cascudinho da cama das aves”, possui distribuicdo cosmopolita e sua
ocorréncia esta diretamente associada a criacdo intensiva de aves de corte ou
ao armazenamento de graos (PREISS & DAVIDSON, 1970; EVANS 1981).

O ciclo biolégico de A. diaperinus em temperatura de 27 °C e umidade
relativa do ar de 80% se completa em 55 dias (SILVA et al., 2005). Apés cinco
dias da postura, dos ovos eclodem larvas esbranquicadas, medindo 1,5mm de
comprimento. A fase larval pode passar por até 11 instares de desenvolvimento
e se completa com 38 dias, quando estas chegam a medir 13,8mm de
comprimento e sua coloracdo primariamente branca se torna marrom escura
(VERGARA & GAZANI, 1996).

Apbs esta fase, de acordo com Silva et al. (2005), as larvas passam por
ecdise e permanecem em forma de pupa por cinco dias, de onde emergem 0s
insetos adultos, inicialmente com coloracdo branca e, ap6s quatro dias,
adquirem coloragcdo caracteristica. Os adultos, por sua vez, iniciam a vida

reprodutiva apds 20 dias de emergirem da fase de pupa.

O cascudinho, que inicialmente era considerado uma praga associada a
estocagem de graos (LEGNER & OLTON, 1970), tem despertado a atencao de
avicultores do mundo inteiro, se tornando uma das principais pragas da
avicultura moderna (ARENDS, 1987; STEELMAN, 1996; PAIVA, 2000). Com a
expansdo da avicultura industrial, este parasita encontrou junto aos aviarios
habitat ideal para seu desenvolvimento na cama e nos residuos dos aviarios,
pois estes se alimentam da propria cama, dejetos, excretas, racéo, aves mortas
e outros insetos, incluindo a propria espécie (LESCHEN & STEELMAN, 1988).
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4.3 Influéncia de A. diaperinus na avicultura

Atualmente, os avicultores se deparam com inumeros problemas
desencadeados por pragas, tais como A. diaperinus. O cascudinho possui
particularidades que dificultam o seu controle, devido aos seus habitos
biolégicos e caracteristicas comportamentais, que sdo escavar tuneis no piso e
na cama dos aviarios e habitar essas galerias, sendo assim considerado um
importante vetor de patégenos causadores de doencas nas aves (MENDES &
POVALUK, 2017).

Com o crescimento da avicultura, resultado da alta demanda do
mercado interno e externo, desencadeou-se um aumento da criacdo de aves
em confinamento, levando alguns produtores elevar a quantidade de aves por
metro quadrado dentro do galpdo. Além disso, 0 aumento do nimero de lotes
com o reaproveitamento da cama e intervalo entre lotes reduzido, também tem
contribuido com a multiplicagcdo de micro-organismos patogénicos e 0 aumento
populacional de insetos, uma vez que encontram habitat ideal devido a
temperatura e ao incremento da umidade da cama aviaria, proveniente tanto
das excretas das aves, como da agua dos bebedouros (REZENDE, 2009;
MENDES & POVALUK, 2017).

Outro fator importante é que estes insetos possuem uma grande
qguantidade de alimento disponivel, tendo em vista que se alimentam de restos
de racdes, excretas e eventualmente carcacas das aves em decomposicao
(MCALLISTER et al.1995; PACHECO & PAULA 1995). Quando inseridos no
galpdo aviario, trazem consigo diversos prejuizos para o sistema sejam eles
pela queda de desempenho das aves por estresse, por lesdes no TGl das aves
devido a ingestdo de larvas ou insetos adultos que pode transmitir verminoses
e também pode interferir no consumo de racéo balanceada ou agir como vetor
de agentes causadores de doencas, onde se destacam a Doenca de Marek,
Leucose Aviaria, Coccidioses, Salmonelose, Clostridiose por Clostridium
perfringens, Newcastle, Influenza Aviaria e Doenca Bursal Infecciosa
(AVANCINI & UETA, 1990; DESPINS et al., 1994; DESPINS & AXTELL, 1995;
MATIAS, 2005; VITTORI et al., 2007).
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Além disso, quando a umidade da cama do aviério esta muito baixa e ha
infestacdo de cascudinho, estes tendem a se alojar nas penas das aves,
provocando estresse e lesfes na pele, resultando também na condenacao das
carcacas no abate (OUROFINO, 2011). Outro fato que pode levar ao descarte
das carcacas nos abatedouros citado por Chernaki-Leffer et al. (2001) é a

contaminacgdo quando os insetos sdo extraidos do papo e da moela.

Japp et al. (2010) apontam também os danos provocados nas
instalagfes avicolas quando o cascudinho se encontra na fase larval, uma vez
gque estes escavam taneis no material isolante para realizar ecdise e acabam
danificando a protecdo de poliuretano utilizada no isolamento térmico dos
aviarios em paises de clima frio, tornando necessaria sua troca a cada dois ou

trés anos.

4.4 Métodos de controle

Medidas de controle tornam-se necessarias, no entanto, os habitos do
inseto e o intervalo entre os lotes nos galpdes cada vez mais reduzido
dificultam as préaticas de medidas de controle, principalmente aquelas que se

baseiam no uso de produtos quimicos, fisicos e mecanicos.

4.4.1 Controle Quimico
O controle tradicional dessa praga consiste na utilizagcdo de produtos
quimicos, como, por exemplo, os piretroides e organofosforados. Porém, estes
apresentam diversas desvantagens, tais como resisténcia individual de insetos,
contaminacdo do ambiente das aves, exposicdo dos avicultores a produtos
nocivos a saude e a contaminacdo das carcacas com residuos quimicos
provenientes dos tratamentos. Chernaki-Leffer et al. (2011) observaram baixa
eficacia dos inseticidas sintéticos cipermetrina e diclorvés no controle do
cascudinho. Além disso, existe uma grande barreira comercial para exportacao
da carne, uma vez que varios paises nao permitem o uso de determinados
produtos quimicos na cadeia de producao, pois estes podem deixar residuo na

carcaca (JAPP et al., 2010).
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4.4.2 Controle Fisico e Mecanico

O ciclo biolégico do cascudinho esta diretamente relacionado a
temperatura e umidade da cama nos aviarios. Chernaki e Almeida (2001)
observaram que o tempo de desenvolvimento das suas fases aumenta a uma
temperatura de 22°C, porém, a sobrevivéncia € baixa. E seus estudos
revelaram também que a temperatura de 31°C foi considerada a mais propicia
para o desenvolvimento das fases larvais, com altos indices de sobrevivéncia.
Além disso, temperaturas inferiores a 16,5°C podem contribuir eficientemente
no controle do cascudinho, uma vez que a esta temperatura ndo ocorre o
desenvolvimento das fases larvais e eclosdo dos ovos, o que leva a uma

reducado na populacéao.

Com relagéo ao controle mecanico, este consiste no manejo do galpao
apos a retirada dos lotes. Em regides de clima temperado, utiliza se no inverno
a abertura das cortinas que matam as larvas pelo frio. Outro modo importante e
largamente utilizado, principalmente no Brasil, € o amontoamento e cobertura
da cama com uma lona apos a saida do lote e sua manutencdo durante todo o
vazio sanitario, isso ocasiona o aumento da temperatura e a liberacdo de
amonia, o que também desencadeia a morte das larvas e dos insetos adultos
(MENDES & POVALUK, 2017).

Ainda segundo os autores Mendes e Povaluk (2017), este procedimento
€ utilizado também no controle dos coccideos e auxilia na reducdo da
populacdo dos cascudinhos, porém, de forma isolada ndo tem produzido
resultados satisfatérios, sendo comum a associacdo dos tratamentos quimicos
e mecanicos visando maximizar sua eficiéncia, mas devido a grande
qguantidade de matéria organica e as caracteristicas estruturais dos galpdes

aviarios, estes métodos ainda assim sao ineficientes no controle desta praga.

4.4.3 Controle Bioldgico
Estudos tém sido desenvolvidos com intuito de estabelecer um método
alternativo e que possa integrar os métodos convencionais de tratamento nas
diversas areas da parasitologia. Entre eles se destacam os tratamentos
biolégicos. Entre estes a utilizacdo de nematoides (ALVES et al. 2005) e fungos
entomopatogénicos (ROHDE et al., 2006; LUCKMANN et al., 2010) no controle
do cascudinho.
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Além dos trabalhos realizados com o cascudinho, existem estudos
utiizando o fungo entomopatogénico M. anisopliae, como alternativa de
controle biologico sobre diversos artropodes de interesses agricolas e
pecuarios destacando-se 0s percevejos das pastagens do género Deois
(PEREIRA et al., 2008), da cigarrinha da cana-de-acucar, Mahanarva posticata
(ALVES, 1998), da broca da cana-de-acgucar, Diatraea saccharalis, (OLIVEIRA
et al., 2008) e carrapatos de impacto na pecuaria, como Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (SILVA et al., 2010).

4.5 Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae € um fungo filamentoso, entomopatogénico, que
tem capacidade de infectar e matar cerca de 300 diferentes espécies de
insetos e artropodes (ROBERTS & ST. LEGER, 2004).

O seu desenvolvimento ocorre de maneira vegetativa, normalmente em
temperaturas entre 15 e 32°C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento
varia de 24 a 30°C e pH 6,9, com tolerancia a um intervalo relativamente alto
do pH de 2,0 a 8,5 (ARRUDA et al., 2005).

A infeccdo pelo fungo M. anisopliae € complexa e ocorre através da
penetracdo direta da cuticula dos artropodes. Isto depende de fatores
ambientais e do metabolismo da célula, esquematicamente pode ser dividido
em adesao, germinacdo, formacdo de apressorio, formacdo de grampo de
penetracdo, penetracdo propriamente dita, colonizacdo, reproducdo do

patdgeno e disseminacdo (ARRUDA et al., 2005).

A adesédo do fungo depende diretamente da topologia e da constituicdo
quimica da cuticula do artrépode (LORD & HOWARD, 2004; SOSA-GOMEZ
et al.,1997). Os conidios possuem proteinas apolares em sua superficie, as
hidrofobinas, que sdo responsaveis por fazer a comunicagcédo entre eles e a
camada lipidica presentes na superficie dos hospedeiros, desta forma
permitindo a adeséo (FAN et al., 2007; ST. LEGER et al.,1992).

Assim, a utilizacdo das formulagbes comerciais a base de conidios de M.

anisopliae, usualmente comercializadas em forma de p6 e diluidas em solucdes
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aquosas, podem ser otimizadas com o incremento de 0leo vegetal, com intuito
de aumentar a camada lipidica presente na cuticula dos artrépodes facilitando

a adesdao dos conidios, uma vez que estes sao lipofilicos.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéo e sexagem de A. diaperinus

Os insetos utilizados na pesquisa foram obtidos através de coleta
manual, em um galpdo aviario, localizado na zona rural do municipio de
Governador Mangabeira, Bahia, Brasil localizada a 12°3546.2” SUL
39°04°09.4” OESTE. Posteriormente, foram levados ao LPDP — HUMV, onde
foram separados da cama e selecionados 360 insetos adultos, com mesmo
tamanho e visivelmente saudaveis, sendo estes 180 machos e 180 fémeas. A
sexagem foi realizada com o auxilio de um microscépio estereoscépio e teve
como critério a coloracdo do tegumento, marrom nos machos e preto nas
fémeas (Figura 1) e exposicao do aparelho reprodutivo dos insetos (Figura 2)
(CHERNAKI & ALMEIDA, 2001).

Figura 1 - Diferenciagdo sexual através da coloracao do tegumento.

Fonte: Acervo Pessoal (2018)
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Figura 2 - Exposicéo da genitalia de Alphitobius diaperinus para diferenciacéo
sexual

A) Viséo ventral do inseto; B) Genitalia da fémea; C) Genitalia do macho
Fonte: Acervo Pessoal (2018)

Inicialmente, as placas de Petri foram devidamente higienizadas com
detergente neutro e secas com o auxilio de papel toalha, em seguida cada
placa foi montada com papel filtro e 4g de racdo comercial para frangos. Estas
foram fechadas, embaladas em sacos de autoclave e autoclavadas a 121°C/30

minutos.

5.2 Preparo das formulacdes aquosas e oleosas

Para preparar as formulagfes utilizadas nos ensaios, inicialmente foi
produzida em capela de fluxo continuo esterilizada com luz ultravioleta por 15
minutos, uma solucao inicial que foi preparada com 100mL de agua destilada
estéril, 4uL de Tween 20 e 5g de Metarril E9 WP Organic® (Figura 3), esta
solucéo foi preparada afim de padronizar os tratamentos contendo o fungo. Em
seguida uma aliquota foi quantificada em camara de Neubauer e microscopio
Optico, cuja concentracdo encontrada foi de 1,18 x 10® conidios/ml. A partir
desta solugéo inicial, obteve-se as formula¢cdes aquosa e oleosas contendo

Oleo vegetal (Figura 4).
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Figura 3 —Preparo da solugao inicial da formulagéo de Metarril E9 WP
Organic®

A) Visdo externa da capela de fluxo; B) Vis&o interna da capela de fluxo

Fonte: Acervo Pessoal (2018)

Figura 4 - Formulag¢des aquosas e oleosas dos grupos controle e com Metarril
E9 WP Organic®

Fonte: Acervo Pessoal (2018)

Foram utilizados seis baldes de vidro estéreis de 50 ml, proveta
graduada estéril e micropipetadores com ponteiras estéreis. As solugbes foram
preparadas de acordo com a Tabela 1 a sequir.
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Tabela 1 - Descricao dos grupos de tratamento e suas composi¢coes

T2 T3 T4 T5 T6
T1 CTROLEO CTROLEO METARRIL METARRIL  METARRIL
CTR H20 9,09% 4.76% E9 E9+ OLEO E9+ OLEO
9,09% 4,76%
30ml de 30ml de 30ml de 30mL de 30mL de 30mL de
H,0 H,0 H,0 solucao solucéo solucao
destilada. destilada. destilada. inicial. inicial. inicial
1,2uL 1,2uL 3mL de 6leo 1,5mL de
tween 20 tween 20 6leo
3ml de 6leo 1,5ml de
6leo

Fonte: Autor, 2018.

5.3 Delineamento experimental e ensaio bioloégico

Apbés a sexagem, os insetos foram separados em trés grupos de
tratamento e trés grupos de controle. Cada grupo contendo seis placas com

cinco casais de adultos em cada, totalizando 60 insetos por grupo.

O tratamento foi realizado através da imersdo dos casais em tubos de
ensaio contendo cinco mL das solugdes respectivas de cada grupo, sendo seis
tubos por grupo, estes permaneceram imersos por cinco minutos em agitacao
manual, apds esse processo 0s insetos foram retirados com o auxilio de uma
peneira e colocados em suas respectivas placas montadas e identificadas. Esta
metodologia foi adaptada do trabalho de Camargo et al. (2014)

ApoOs o0 acondicionamento dos casais em suas respectivas placas e
grupos, as mesmas foram acondicionadas em estufa BOD climatizada com
temperatura e umidade controlada (25°C £ 1°C e 80% + 5 % UR) (Figura 5), e
monitoradas a cada trés dias até o 12° dia. O parametro observado foi o

percentual de mortalidade.
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Figura 5 - Placas contendo os insetos apds o tratamento na estufa BOD
climatizada 25°C + 1°C e 80% £ 5 % UR.

Fonte: Acervo Pessoal (2018)

5.4 Analise estatistica

As médias dos tratamentos foram comparadas pela anélise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Os dados foram analisados usando o
software Instat 3.0.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Como resultados pode-se observar que a formulagcdo aquosa do produto
comercial de M. anisopliae ndo causou mortalidade significativa nos adultos de
A. diaperinus quando comparada aos controles aquosos (Tabela 2). O grupo
controle de formulagdo aquosa (Controle H20), ndo apresentou mortalidade
expressiva como ja era esperado, o que indica que as condicdes de
alimentacdo, temperatura e umidade nas placas foram adequadas para a

sobrevivéncia dos insetos.
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Tabela 2 - Média + desvio padrdao do numero de adultos de Alphitobius
diaperinus mortos apés o tratamento com formulacées aquosas e oleosas de

Metarril E9 WP Organic® em condi¢fes in vitro, do dia zero até o 12° dia pés

tratamento.
Tratamentos Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Controle 0,17+0,41 0,17+041 0,17+0,41 0,17+0,41 0,17+0,41
H20 a a a A A
Controle 8,33+1,17 8,33+1,17 833+1,17 8,33+1,17 8,33+1,17
Oleo 4,76% b b b b B
Controle 10,0+0,00 10,0+£0,00 10,0+0b 10,0+x0,00 10,0+0Db
6leo 9,09% b b b
Formulacdo 0,17+0,41 0,17+041 0,17+041 0,500,555 0,87 0,62
H20 a a a a A
Formulacdo 10,0+0,00 10,0+0,00 10,0+x0b 10,0+0,00 10,0+0,00
Oleo 4,76% b b b B
Formulacdo 8,86+2,86 8,86+2,86 886+286 8,86+286 8,86+286
6leo 9,09% b b b b B

(*) Média + desvio padrdo seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem
estatisticamente (p = 0,05).

De acordo com estudos prévios utilizando suspensdes aquosas de M.
anisopliae sobre artropodes susceptiveis, o tempo médio da infeccdo a
mortalidade € em torno de sete dias (ARRUDA et al., 2005; PERINOTTO et al.,
2014). Este tempo é necessario devido a forma de infeccdo, etapas de

crescimento e proliferacdo fungica nos artrépodes.

Utilizando formulacdo aquosa no presente estudo, foi observado apenas
a mortalidade de quatro insetos adultos no 12° dia apds o tratamento. Diferindo
dos resultados aqui encontrados, Luckmann et al. (2010), observaram que o
fungo entomopatogénico M. anisopliae em solucdo aquosa causou 100% de
mortalidade nas fases larvais de A. diaperinus. Essa diferenca pode ser
explicada pela maior sensibilidade do estagio larval guando comparado com 0s
adultos, visto que em estudos sobre adultos Rhode et al. (2006) observaram
mortalidade variando entre 0 e 86,7% ap0s tratamento com o entomopatdgeno,
porém neste estudo os autores utilizaram isolados fungicos obtidos de

diferentes artrépodes o que explica a variacdo encontrada nos resultados.

Com relagdo aos grupos que continham oOleo na composi¢cao foi

observado um percentual elevado de mortalidade em todos os grupos, sendo
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todos significativamente maiores do que 0s grupos aquosos. Entretanto, néo
houve diferenca entre os tratamentos oleosos e 0s seus respectivos grupos

controle (Tabela 2).

Vale ressaltar que este foi o primeiro trabalho utilizando formulacéo
comercial de M. anisopliae com adicdo de 0Oleo vegetal sobre A. diaperinus.
Estudos similares, porém, com outros artropodes ja foram realizados, como por
exemplo, a pesquisa realizada por Camargo et al. (2014) utilizando formulagdo
comercial de conidios do fungo M. anisopliae contendo 10% de éleo mineral
sobre o carrapato R. (B.) microplus, que obtiveram eficacia de até 50,19% na

primeira semana apos o tratamento.

Um dos principais entraves da utilizacdo dos fungos entomopatogénicos
a campo € a sensibilidade destes organismos as intempéries ambientais,
principalmente a radiagao solar, temperatura e umidade (ALVES, 1998). Para
minimizar a influéncia desses fatores, a utilizacdo de formulacbes ¢é
fundamental. Trabalhos prévios foram realizados visando avaliar a eficiéncia
dos fungos artropodopatogénicos associados a 6leos, como o0 experimento de
Kaaya e Hassan (2000) que avaliaram a acdo dos fungos M. anisopliae s.I. e B.
bassiana em suspensdo aquosa e formulacdo a base de 6leo de amendoim,
sobre todos os estagios de desenvolvimento dos carrapatos Rhipicephalus

appendiculatus e Amblyomma variegatum, em testes in vivo.

Estes autores observaram 100% de mortalidade em larvas, de 80% a
100% em ninfas e de 80% a 90% em adultos de ambas as espécies de
carrapato tratadas com a formulacao oleosa dos dois isolados fungicos citados
acima. A suspensdao aquosa também provocou mortalidade, porém

significativamente menor quando comparada a formulagao oleosa.

Um fator relevante que ocorreu no experimento foi que no momento da
imerséo dos insetos nas formulacdes oleosas, tanto dos grupos controle quanto

das fungicas, foi verificado a morte imediata dos insetos.

Os efeitos toxicos de veiculos ou adjuvantes utilizados em formulacdes
fungicas ja foram relatados anteriormente sobre os artropodes alvos. Abdel
Shafty e Soliman (2004) testaram o efeito toxico dos 6leos essenciais das

plantas Lavandula officinalis, Mentha piperita, Ocimum basilicum, Marjorana
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hortensis e Mentha viridis contra ovos embrionados, larvas ndo alimentadas e
fémeas alimentadas do carrapato Rhipicephalus annulatus (=Boophilus
annulatus), e verificaram que o0s Oleos essenciais das plantas testados
possuem efeito toxico em todos os estdgios de desenvolvimento de deste
artropode.

Os 6leos vegetais e minerais vém sendo testados como adjuvantes em
formulag@es fangicas (PERINOTTO et al., 2017). A utilizagdo destes produtos
tem como objetivos facilitar a adesdo dos conidios a superficie dos artropodes
e concomitantemente protege-los da acdo da radiacdo ultravioleta (SOUZA,
2003). Além disso, as formulagdes fungicas contendo 6leos apresentam outros
fatores favoraveis, como um menor efeito evaporativo sobre o produto aplicado,
propriedades quitinofilicas incrementando a adeséo e infectividade e propicia
maior periodo de armazenamento do produto formulado quando comparado as

suspensdes aquosas (PRIOR et al., 1988).

Ainda em estudos realizados com carrapatos foi observado que as
formulacées de Metarril WP Organic® contendo 1, 3 ou 5 % de 6leo mineral
também foram eficientes contra ovos, larvas e fémeas ingurgitadas do
carrapato dos bovinos em condi¢des de laboratorio (MARCIANO et al., 2013),
embora ndo tenha sido relatada morte imediata dos artrépodes durante o

tratamento como observado no presente estudo.

Pouco se sabe sobre o efeito inseticida do 6leo vegetal de soja sobre A.
diaperinus e seu mecanismo de acdo. Diante disso devido a mortalidade
imediata dos insetos quando imersos nas formula¢gdes oleosas, infere-se que o
Oleo possa ter obstruido o opérculo respiratério dos insetos causando asfixia.
Todavia, ha na literatura estudos utilizando outros tipos de 6leos, como por
exemplo, um estudo recente realizado por Volpato et al. (2018) que avaliaram o
efeito inseticida de diferentes 6leos essenciais sobre A. diaperinus, e como
resultados observaram pouco efeito deletério. Entretanto, vale ressaltar que a
metodologia de exposi¢cdo dos cascudinhos aos 6leos foi diferente entre o
experimento supracitado com o do presente trabalho, sendo que no trabalho de
Volpato et al. (2018) os autores colocaram os insetos em placas contendo
papel filtro com 6leo essencial, enquanto que no presente estudo os

cascudinhos foram imersos nas formulacdes oleosas e além disso ha um
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diferenca funcional entre os Oleos, o vegetal tem funcdo protetora para os
conidios e de aumentar a adesao deles a cuticula do inseto. Outra diferenca
esta relacionada a estrutura quimica do 6leo vegetal quando comparado aos

Oleos essenciais, que por sua vez tem funcgdo fitotoxica.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados observados é possivel concluir que o 6leo vegetal
de soja apresenta letalidade para insetos adultos de A. diaperinus e que a
formulacdo comercial de M. anisopliae sem a adicdo de Oleo vegetal nao
apresentou acdo patogénica para esse inseto na fase adulta. Porém, mais
estudos devem ser realizados a fim de esclarecer o mecanismo de acédo do

Oleo vegetal sobre o cascudinho.
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