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Resumo

O controle bioldgico, com a utilizacdo de fungos entomopatogénicos, tem sido umas das
promissoras alternativas no controle de moscas-das-frutas. Este estudo teve como objetivo
avaliar a patogenicidade dos fungos entomopatogénicos das espécies Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) em larvas de 2° e 3° instar, pupas e adultos da
mosca-das-frutas Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae). O experimento foi
conduzido nos Laboratorios de Zoologia de Invertebrados e de Fitopatologia do Centro de
Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, no municipio de Areia - PB. Neste
estudo foram utilizados dois isolados, Metarhizium anisopliae IDCB425 e Beauveria
bassiana IDCB66, em diferentes concentracdes. Verificou-se que o potencial de infecgdo de
ambos isolados é maior em larvas de 2° e 3° instares e de adultos de C. capitata, do que em
pupas. A taxa de mortalidade de C. capitata aumenta a medida que as suspensdes se tornam
mais concentradas. O isolado de IDCB66 de B. bassiana é mais eficiente a C. capitata, que o
isolado IDCB425 de M. anisopliae.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos; Controle biolégico; Mosca-das-frutas.
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Abstract

Biological control, with the use of entomopathogenic fungi, has been one of the promising
alternatives in the control of fruit flies. This study aimed to evaluate the pathogenicity of
entomopathogenic fungi of the species Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. and
Beauveria bassiana (Bals.) in 2nd and 3rd instar larvae, pupae and adults of the fruit fly
Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae). The experiment was conducted at the
Invertebrate Zoology and Phytopathology Laboratories at the Center for Agricultural
Sciences, Federal University of Paraiba, in the municipality of Areia - PB. In this study, two
isolates, Metarhizium anisopliae IDCB425 and Beauveria bassiana IDCB66, were used in
different concentrations. It was found that the potential for infection of both isolates is greater
in larvae of 2nd and 3rd instars and adults of C. capitata, than in pupae. The mortality rate of
C. capitata increases as the suspensions become more concentrated. The IDCB66 isolate from
B. bassiana is more efficient to C. capitata than the IDCB425 isolate from M. anisopliae.

Keywords: Entomopathogenic fungi; Biological control; Fruit fly.

Resumen

El control bioldgico, con el uso de hongos entomopatogenos, ha sido una de las alternativas
prometedoras en el control de la mosca de la fruta. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la
patogenicidad de hongos entomopatogenos de la especie Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. y Beauveria bassiana (Bals.) en larvas, pupas y adultos de segundo y tercer estadio de
la mosca de la fruta Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae). EI experimento se
realizd en los Laboratorios de Zoologia y Fitopatologia de Invertebrados del Centro de
Ciencias Agricolas de la Universidad Federal de Paraiba, en el municipio de Areia - PB. En
este estudio, se utilizaron dos aislados, Metarhizium anisopliae IDCB425 y Beauveria
bassiana IDCB66, en diferentes concentraciones. Se encontrd que el potencial de infeccion de
ambos aislamientos es mayor en larvas de segundo y tercer estadios y en adultos de C.
capitata que en pupas. La tasa de mortalidad de C. capitata aumenta a medida que las
suspensiones se concentran mas. El aislado IDCB66 de B. bassiana es mas eficaz para C.
capitata que el aislado IDCB425 de M. anisopliae.

Palabras clave: Hongos entomopatdgenos; Control biolégico; Mosca de la fruta.
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1. Introducgéo

A familia Tephritidae é composta por mais de 5.000 espécies de moscas-das-frutas,
sendo muitas vezes consideradas pragas primarias de diversas espécies de frutiferas, por
apresentar caracteristicas cosmopolita e polifaga (Nascimento & Carvalho, 2000).

Dentre as moscas-das-frutas ja relatadas no Brasil, Ceratitis capitata (Wiedeman,
1824) (Diptera: Tephritidae) tem sido considerada uma praga de grande importancia
econbmica para a fruticultura nacional. Também chamada de mosca-do-Mediterraneo, C.
capitata € uma das mais devastadoras pragas de frutas, devido a sua distribuicdo global, sendo
considerada uma espécie quarentenaria em diversos paises (Malavasi et al., 2000). A espécie
possui uma grande variedade de hospedeiros, rapida dispersdo e adaptacdo a baixas
temperaturas, podendo completar seu desenvolvimento em mais de 400 espécies de plantas
em regides tropicais, subtropicais e temperadas (Del Pino, 2000; Papadopoulos et al., 1998;
Copeland et al., 2002; Medeiros, 2012)

O mercado de frutas brasileiro vem enfrentando sérios problemas fitossanitarios, e as
moscas-das-frutas vem se destacando neste cenario, Visto que comprometem
significativamente esse comércio, inclusive o de exportagdes de frutos, devido as restricGes
quarentendrias impostas por paises importadores (Souza et al., 2000; Torres et al., 2010;
Camargos et al., 2011; Montes et al., 2012).

Os fungos entomopatogénicos sdo responsaveis por cerca de 80% das doencas de
insetos e foram os primeiros patdgenos de insetos a serem utilizados no controle microbiano,
e atualmente é uma opcdo com potencial de utilizacdo sobre diversas espécies. Fungos
patogénicos para dipteros, como Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill., Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas e Paecilomyces fumosoroseus
Bainier estdo entre os mais importantes no controle de pragas (Alves, 1998).

Diante do exposto, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de isolados dos fungos M. anisopliae e B. bassiana, no controle de larvas de 2°

e 3° instares, pupas e adultos de C. capitata.
2. Material e Métodos
O experimento foi conduzido nos Laboratorios de Zoologia de Invertebrados e de

Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, no municipio
de Areia-PB.
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Ovos de Ceratitis capitata foram cedidos da criagdo de insetos, onde se realizou a
criagdo estoque mantida com dieta artificial composta por cenoura, levedo de cerveja e
nipagim, segundo recomendacdes de Silva e Salgado (1990), com modificacdes. Os adultos
foram confinados em gaiola com armacdo de metal (50 x 50 x 50 cm) revestida por tela
sombrite com 70% de insolagdo, e alimentados com uma solucéo a base de agua destilada e
mel, até a eclosdo das larvas.

O experimento foi realizado em duas etapas: a primeira consistiu em repicar e
multiplicar os isolados das espécies M. anisopliae e B. bassiana, para posterior producao das
diferentes concentracdes de conidios; na segunda, realizou-se a aplicacdo das suspensdes das
concentragdes fangicas em larvas de 2° e 3° instares, pupas e adultos de C. capitata.

Os isolados de M. anisopliae IDCB425, comercialmente conhecido como Metaplan
sob o registro 0915, e de B. bassiana IDCB66 foram provenientes do Laborat6rio de Controle
Bioldgico da ASPLAN (Associacdo de Plantadores de cana-de-agUcar da Paraiba), ambos
oriundos do Instituto Biol6gico de Campinas-SP e repicados conforme a metodologia descrita
por Alves (1998).

Para a multiplicacdo e repicagem dos fungos, os isolados foram cultivados em placas
de Petri, previamente esterilizadas, contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA),
onde foram mantidos por um periodo de sete a quinze dias para crescimento e esporulacéo,
acondicionados em sala climatizada a 25 + 1 °C, com fotofase de 12 horas. Apos a
esporulacdo dos fungos, adicionou-se 10 mL de agua destilada esterilizada por placa de petri,
realizando-se raspagem superficial, manualmente, com um pincel de cerdas macias
esterilizado, para composicgéo das suspensdes.

A contagem dos conidios para composicdo das diferentes concentracdes foi realizada
em Camara de Newbauer com auxilio de um microscopio Optico, e posteriormente, ajustado
para as concentracbes equivalentes a 1,2; 3,1; 4,3 e 5,0 x 108 conidios mL™, seguindo
recomendag0es de Tanaka et al. (1997).

A viabilidade dos isolados foi avaliada utilizando-se duas placas de Petri contendo
BDA e colbnias dos isolados ja esporulados, contendo 0,1 mL da suspensdo correspondente
as concentragdes x10® conidios mL™, espalhando-se com alga de Drigaslky. As leituras
foram efetuadas em microscépio dptico mediante a determinacéo do percentual de conidios. A
viabilidade dos conidios dos isolados utilizados no experimento foi superior a 95%.

Para as lavras e pulpas, estes foram imersos nas solucdes de diferentes concentragdes
por cerca de 10 segundos, conforme metodologia descrita por Lezama-Gutiérrez et al. (2000).

Para as testemunhas, a imersao foi feita apenas em agua destilada e deionizada, pelo mesmo
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periodo de tempo. Para os individuos adultos, a forma de aplicacdo das suspens@es fangicas
foi através do borrifamento, em uma quantidade equivalente a 1 mL individuo™.

Apds a imersdo (larvas de 2° e 3° instares e pupas) nas suspensdes ou borrifamento dos
insetos, estes foram mantidos em placas de Petri, com dimensdes de 8 cm de didametro por 5
cm de altura, contendo uma camada de 1 cm de altura da mesma dieta artificial utilizada para
criagdo dos insetos, e em seguida mantidas em sala climatizada, com temperatura de 25 + 0,5
°C e fotofase de 12 horas.

As avaliacGes para verificacdo do efeito das suspensGes fungicas em diferentes
concentragOes foram realizadas a cada 24 horas, por um periodo de 16 dias, nos tratamentos
compostos por larvas de 2° e 3° instares; e por 72 h para pupas e adultos. O parametro
avaliado foi mortalidade confirmada na fase larval e a patogenicidade dos isolados,
caracterizando-se pela total imobilidade dos insetos quando tocados com um pincel de cerdas
macias.

As mortes constatadas eram aferidas e os insetos mortos foram lavados em &gua
destilada (Moino JR. & Alves, 1997), transferidas para potes plasticos fechados e com
umidade mantida por meio de algoddo embebido com &gua destilada mantidos em sala
climatizada a temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa do ar de 70 + 10% e fotofase de 12h
para confirmacéo (esporulacdo do fungo) do agente causal.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), contendo 36
tratamentos, com 10 repeticdes de 10 individuos cada, exceto nos tratamentos para avaliar a
mortalidade dos adultos, o qual foi composto por 5 repeticdes de 5 individuos. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e regressao polinomial testando-se os modelos linear
e quadratico, sendo selecionado o significativo de maior R2. As médias foram comparadas
pelo teste F a 1 e 5% de probabilidade e, para a analise dos dados utilizou-se o sistema de

andlise estatistica (SAS®).

3. Resultados e Discussao

Os isolados de Metarhizium anisopliae IDCB425 e Beauveria bassiana IDCB66
mostraram-se eficientes as larvas de 2° e 3° instares, pupas e adultos de Ceratitis capitata em
todas as concentracgdes testadas.

Na Figura 1, verifica-se aumento na porcentagem de mortalidade de larvas de 2° e 3°
instares de C. capitata a medida que as suspensdes de M. anisopliae e B. bassiana se
tornaram mais concentradas. Calculando-se a derivada, foi constatado mortalidade méaxima de




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, e119107709, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.7709

62% na concentracio de 3,1 x 108 conidios mL™* do isolado de M. anisopliae, para larvas de 3°
instar de C. capitata.

Figura 1: Mortalidade de larvas (%) de 2° e 3° instares de Ceratitis capitata, 16 dias ap0s a

imersdo em suspensdes dos entomopatdgenos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana.
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**. * significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. Fonte: Autores.

Em um experimento avaliando a viruléncia do fungo B. bassiana sobre ninfas de
Diaphorina citri Kuwayama (Homoptera: Psylloidea), Pinto et al. (2012) constataram que 0s
maiores indices de mortalidade confirmada (96,3 e 96,8%) foram obtidos nas maiores
concentragdes (5 x 108 e 1 x 109, respectivamente). Testando a eficiéncia de isolados de M.
anisopliae e B. bassiana sobre larvas de Alphitobius diaperins (Coleoptera: Tenebrionidae)
Rohde et al. (2006) observaram que as menores concentracdes de 1 x 10° e 1 x 10° conidios
mL! causaram baixa mortalidade, enquanto nas maiores concentracdes testadas (1 x 107, 108
e 109, as taxas de mortalidade larval foi de até 100 % ap6s 10 dias de inoculacdo dos
isolados.

As larvas de 2° e 3° instares de C. capitata que sobreviveram a imersdo nas suspensoes
fangicas e empuparam continuaram sendo avaliadas diariamente até o fim do experimento
com a finalidade de se verificar a viruléncia de B. bassiana e M. anisopliae sobre o
desenvolvimento do inseto. Pois, de acordo com afirmagdes de Stark e Banks (2003), os
efeitos toxicos ndo letais devem ser também considerados, uma vez que a exposicdo & um
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determinado produto toxico pode causar danos significativos ou, ao contrario, os individuos
sobreviventes ndo podem mais causar danos e deveriam ser contados como “mortos”.

Apds a avaliacdo destes dados, observou-se que, pupas oriundas de larvas de 2° e 3°
instares de C. capitata submetidas as suspensbes de B. bassiana e M. anisopliae,
respectivamente, ndo se ajustaram aos modelos de regressao testados, obtendo-se médias de
0,4 e 14,0%, respectivamente. A mortalidade méxima (35%) foi constatada para as pupas
obtidas de larvas de 3° instar submetidas & concentracdo de 3,1 x 108 conidios mL™ da

suspensdo do isolado de B. bassiana.

Figura 2: Mortalidade de pupas (%) de Ceratitis capitata oriundas de larvas de 2° e 3°
instares, 16 dias apds a imersdo em suspensdes dos entomopatdgenos Metarhizium anisopliae

e Beauveria bassiana.
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**. * significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. Fonte: Autores.

Na Figura 3, observou-se aumento do percentual de mortalidade de pupas de C.
capitata, a medida que a suspensdo de ambos os fungos, tornou-se mais concentrada. O
percentual de mortalidade de pupas submetidas a suspensdo de M. anisopliae foi superior
aquela verificada nos tratamentos submetidos as concentracfes fungicas de B. bassiana. A
mortalidade méxima, calculada pela derivada, foi de 33% na concentracdo de 4,3 x 108

conidios mL* para as pupas imersas em suspensdo de M. anisopliae.
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Figura 3: Mortalidade de pupas (%) de Ceratitis capitata, 72 h apos a imersdo em suspensdes

de isolados dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana.
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**. * significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. Fonte: Autores.

O baixo indice de mortalidade pupal (maximo de 33%) obtida neste estudo, ja era
previsto, haja vista que, Bissolli et al (2009) j& haviam verificado baixo indice de mortalidade
pupal para a espécie C. capitata submetidas a viruléncia de diferentes isolados de M.
anisopliae e B. bassiana. Este comportamento pode estar associado a uma possivel
resisténcia apresentada pelos insetos (Vilcinskas, 2010; 2013), ou a baixa viruléncia dos
isolados. Uma forma de resisténcia, que pode ocorrer durante e apds a penetracdo dos
conidios é encontrada na cuticula do inseto ou exoesqueleto. A epiderme da cuticula do
hospedeiro pode conter compostos toxicos que podem inibir a germinacdo do conidio, ou ser
deficiente em nutrientes necessarios ao desenvolvimento do fungo (Ment et al., 2012; 2013), o
gue a configura, além de uma barreira fisica, como uma barreira quimica.

Outra forma de resisténcia é a melanizagdo, uma resposta imune primitiva ocorrente
em alguns hospedeiros, ap6s a infeccdo (Ment et al., 2012). No presente estudo, foi observado
uma porgdo escura na pleura das larvas apos a sua contaminagdo, provavelmente, resultante
de um processo de melanizacéo, e estas larvas resistiram a infeccéo fangica.

Em relacdo a mortalidade de adultos de C. capitata, Figura 4, verificou-se um aumento
no percentual de individuos mortos com o aumento na concentragdo das suspensées de ambos
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os fungos, entretanto B. bassiana foi mais virulento causando mortalidade maxima de 48%

na concentragdo de 3,1 x 108 conidios mL™

Figura 4: Mortalidade de adultos (%) de Ceratitis capitata, 72 h apds o borrifamento com

suspensdes de isolados dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana.
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**. * significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. Fonte: Autores.

De acordo com relatos de Fargues e Rodrigues-Rueda (1980), de um modo geral, a
mortalidade do hospedeiro apresenta correlagdo positiva com a concentra¢do de conidios.

A alta mortalidade causada por estes fungos pode ser atribuida, em parte, & atuacéo de
enzimas que sdo liberadas no processo de infec¢do, as quais quebram as liga¢Oes de quitina da
cuticula, e as hifas conseguem atravessaa-la. Ap6s a germinacdo do conidio, este se diferencia
em uma estrutura unicelular, conhecida como blastésporo, uma forma celular leveduriforme
(Schrank et al., 2010). Essas estruturas sdo importantes na evasdao da resposta imune,
aquisicdo de nutrientes, colonizagdo e morte, sendo dispersos passivamente dentro do
hospedeiro (Zhang et al., 2009).

10
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Na Figura 5, referente a mortalidade total de individuos de C. capitata, observa-se
diferenga estatistica significativa em relacdo a viruléncia dos fungos B. bassiana e M.

anisopliae, constatando-se maior percentual de mortalidade (32%) causado por B. bassiana.

Figura 5: Mortalidade (%) de Ceratitis capitata em fungdo dos isolados dos fungos
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana.
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Em um estudo com diversas espécies de patogenos, Daniel e Wyss (2009) verificaram
que B. bassiana foi a que apresentou maior viruléncia quando testados em Rhagoletis cerasi L
(Diptera: Tephritidae), uma espécie de moscas-das-frutas. Na espécie Rhagoletis indifferens

(Diptera: Tephritidae), Cossentine et al. (2010) também verificaram alto indice de mortalidade

larval causada por B. bassiana.

Larvas de C. capitata de 2° e 3° instar, pupas e adultos submetidos aos isolados da
espécie B. bassiana e M. anisopliae foram capazes de sobreviver a infeccdo, uma vez que nao
apresentaram mortalidade de 100%, como constatado por outros pesquisadores em estudos
com outras espécies de insetos (Silva, 2012; Guimaraes, 2016).
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4. Considerac0es Finais

O potencial de infeccdo de Metarhizium anisopliae IDCB425 e Beauveria bassiana
IDCB66 é maior em larvas de 2° e 3° isntares e de adultos de C. capitata, do que em pupas.

A taxa de mortalidade de C. capitata aumenta a medida que as suspensdes tornam-se
mais concentradas, até a dose de 4,3 x 108 conidios mL™.

O isolado de B. bassiana € mais eficiente a C. capitata, que o isolado de M.

anisopliae.
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