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INFECTIVIDADE DE METARHIZIUM ANISOPLIAE A
ZAPRIONUS INDIANUS (MOSCA-DO-FIGO) SOB
CONDICOES DE LABORATORIO

ANA PAULA DE ALMEIDA PORTELA DA SILVA
RESUMO

Zaprionus indianus foi introduzida no Brasil de forma acidental, provavelmente
pelo comércio mundial de frutas. Devido as condi¢des ambientais favordveis e a
auséncia de inimigos naturais, vém se espalhando por todo o pais, infestando figos
e frutos nativos, causando prejuizos a fruticultura. Uma alternativa de controle
dessa mosca € a utilizagdo de fungos entomopatogénicos. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a infectividade de Metarhizium anisopliae sobre larvas e adultos de
Z. indianus. As larvas foram imersas e os adultos foram pulverizados com
suspensoes de 10* a 10® conidios/mL. Foram analisados os parametros bioldgicos:
periodo de pré-pupa, estagio pupal, ritmo de emergéncia, percentual de emergéncia
e mortalidade de adultos. O periodo de pré-pupa e o estagio pupal de Z. indianus
ndo sofreram altera¢Oes significativas em relacdo ao grupo controle (1,3 e 5,9 dias,
respectivamente); o percentual de emergéncia de adultos foi significativamente
reduzido, menor que 3%, na concentracdo de 10® conidios/mL. Ap6s nove dias de
infec¢do, 98% dos adultos morreram, na concentracdo mais elevada. A CLs, foi
1,64x10° conidios/mL e 1,94x10* conidios/mL para M. anisopliae URM3349 e
URM4403, respectivamente. O TLs, foi de quatro a seis dias com 10® conidios/mL.
Metarhizium anisopliae reisolado de Z. indianus ndo apresentou alteracdes
morfoldgicas, mas o didmetro da colonia foi maior do que antes da passagem pelo
inseto, alcancando 6,76 cm. De acordo com os resultados obtidos, as duas linhagens
de M. anisopliae testadas apresentaram acdo patogé€nica contra Z. indianus

indicando assim sua potencialidade para o controle bioldgico desse inseto.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, Zaprionus indianus, Fungos

Entomopatogénicos, Controle Bioldgico.



INFECTIVITY OF METARHIZIUM ANISOPLIAE TO
ZAPRIONUS INDIANUS (FIG FLY) UNDER LABORATORY
CONDITIONS

ANA PAULA DE ALMEIDA PORTELA DA SILVA

ABSTRACT

Zaprionus indianus was introduced in Brazil accidentally, probably through world
business of fruits. Environmental favorable conditions and the absence of natural
enemies, have been responsible to wide distribution for the whole country, infesting
figs and native fruits, causing damages in crop fruits. An alternative of control of
this fly could be entomopathogenic fungi. This work had as objective evaluate the
infectivity of Metarhizium anisopliae on larvae and adults of Z. indianus. The
larvae were immersed and the adults were pulverized with suspensions of 10* to 10°
conidia/mL. The analyzed biological parameters were: pre-pupa period, pupal
stage, rhythm of emergence, percentage of emergence and mortality of adults. The
pre-pupa period and the pupal stage of Z. indianus did not have significant
alterations regarding the group control (1,3 and 5,9 days, respectively); the
percentage of adults emergence was significantly reduced, being less than 3%, in
the concentration of 10% conidia/mL. After nine days of infection, 98% of the adults
died, in the most elevated concentration. The LCsy was 1,64)(105 conidia/mL and
1,94x10" conidia/mL for M. anisopliae URM3349 and URM4403, respectively.
The LTso was from four to six days with 10® conidia/mL. Metarhizium anisopliae
re-isolated of Z. indianus did not show morphological alterations, but the colony
diameter was bigger than the fungus standard one, reaching 6.76cm. In accordance
to the obtained results, two lineages of M. anisopliae tested showed pathogenic
action against Z. indianus indicating potentiality for biological control of this

insect.

Key-words: Metarhizium anisopliae, Zaprionus indianus, Entomopathogenic Fungi,

Biological Control.
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1. INTRODUCAO

A mosca Zaprionus indianus Gupta (Diptera: Drosophilidae), supostamente
de origem africana, tem se disseminado nas ultimas décadas pelos tropicos, possivelmente
pelo aumento do comércio mundial de frutas. Na regido de origem, esta espécie ainda ndao
foi considerada uma praga, porém apds a invasdo na América do Sul, parece estar
atingindo o status de praga, devido as condi¢des ambientais favordveis ao seu

desenvolvimento e a auséncia de inimigos naturais (VILELA, 1999).

O primeiro registro da ocorréncia desta mosca no continente Americano foi
no Brasil, no Estado de Sao Paulo, em marco de 1999, onde adultos foram observados
sobre caquis (Diospyros kaki) caidos ao solo, em inicio de decomposi¢do. No mesmo ano,
também em Sao Paulo, foi encontrada se alimentando e fazendo postura em figos (Ficus
carica) no inicio do amadurecimento, na fase de colheita, ficando assim conhecida como a
mosca-do-figo (VILELA, 1999; VILELA et al., 2001). No Nordeste do Brasil, a mosca-do-
figo foi encontrada em 2000, na regido do Vale do Rio Sao Francisco, em
Sobradinho/Bahia e no mesmo ano, foi coletada na zona da mata e litoral de Pernambuco e
da Paraiba, demonstrando assim grande capacidade de disseminacdo (SANTOS et al.,

2003).

Na regido Afro-tropical, imagos de Z. indianus podem ser encontrados em
vérios frutos cultivados como: cajd-mirim, mamao, goiaba, abacaxi, citricos, manga, entre
outros. Entretanto, na regido Nordeste do Brasil, essa espécie vem atacando frutos como:
umbu (Spondias tuberosa), sirigiiela (Spondias purpurea), Jenipapo (Genipa americana) e
jambo (Syzygium malaccense), formando reservatdrios naturais, podendo reinfestar 4reas
de fruticultura (SANTOS et al., 2003). Por tratar-se de uma espécie semicosmopolita,
polifaga e com ciclo de vida curto (aproximadamente 16 dias) (STEIN et al., 2003) devera
expandir-se rapidamente pelo continente americano.

A producdo de figos, na década de 90, ocupou lugar de destaque dentre
varias espécies de frutas exportadas para a Europa, alcancando faturamento de
aproximadamente R$ 4.000.000,00. Devido a infestacdo dos frutos, lotes foram
devolvidos, causando perdas da ordem de 50% da producdo (VILELA et al., 2001). O
emprego de produtos quimicos para controlar esse inseto aumentard o custo da produgao e

poderd inviabilizar a exportacdo dos frutos, pois vdrios paises impdem restricio aos
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residuos de determinados produtos quimicos (RAGA et al., 2003). Uma alternativa vidvel é
o Controle Bioldgico utilizando fungos entomopatogénicos, pois 0s mesmos podem
infectar diferentes estdgios de desenvolvimento do hospedeiro, como ovo, larva, pupa e
adulto, sendo esta caracteristica desejavel e peculiar desse grupo (ALVES, 1998).

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin (Anamorfo) (KENDRICK, 1992;
ALEXOPOULOS et al., 1996) vem sendo utilizado com sucesso no controle de pragas,
tanto no exterior quanto no Brasil (MENDONCA, 2005). E comprovadamente patogénico
e virulento a dipteros, como a mosca doméstica (Musca domestica), a mosca africana tsé-
tsé (Glossina spp), a mosca da fruta (Ceratitis capitata), a mosca causadora de mifases em
animais (Cochliomyia macellaria) e o mosquito transmissor da maldria (Anopheles
gambiae), entre outros (MANIANIA, 1998; CASTILLO et al., 2000; DARWISH &
ZAYED, 2002; MACIEL et al., 2005; SCHOLTE et al., 2006).

Carneiro-Ledao (2006) avaliou a patogenicidade de M. anisopliae var.
anisopliae e M. anisopliae var. acridum contra Z. indianus e obteve resultados
significantes quanto a reducdo da emergéncia de adultos a partir de larvas infectadas.
Portanto, o estabelecimento de um método de Controle Bioldgico para Z. indianus
constituird numa alternativa, para minimizar os prejuizos causados por esta mosca a
fruticultura de interesse econdmico. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a
infectividade de Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium anisopliae URM4403

sobre larvas e adultos de Z. indianus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Taxonomicos e Biologicos de Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin foi classificado pela primeira vez
como Entomophora anisopliae, quando Metschnikoff o isolou da larva de Anisopliae
austriaca, besouro do trigo, em 1879, na Rissia. Um ano depois, o mesmo pesquisador o
reclassificou como Isaria destructor. A partir dai, a espécie recebeu vérias denominagdes,
até que em 1883, na Francga, Delacroix o registrou como QOospora destructor (Metsch). No
mesmo ano, Sorokin o pds em sinonimia, conferindo ao isolado a denominagao de M.
anisopliae, aceita até os dias atuais (LUNA-ALVES LIMA, 1985).

Gams & Rozsypal (1973) descreveram pela primeira vez a espécie M.
flavoviride que foi isolada de larvas e pupas de curculionideos e de solos cultivados, na
Europa. Os autores separaram M. flavoviride de M. anisopliae pelo tamanho do conidio e
tipo de fidlide, pois citaram que M. flavoviride apresenta conidios elipséides, variando de
7,0-9,0 x 4,5-5,5 pm e fidlides clavadas, enquanto M. anisopliae apresenta fidlides e
conidios cilindricos, variando de 3,0-5,0 x 2,0-3,0 um.

Tulloch (1976) reconheceu duas espécies para o género Metarhizium (M.
anisopliae e M. flavoviride) e propds, com base no tamanho dos conidios, duas variedades
para M. anisopliae: M. anisopliae (Metsch.) Sorokin var. anisopliae (3,5-9,0 um) e M.
anisopliae (Metsch.) Sorokin var. major (Johnston) Tulloch (9,0-18,0 um). Mais tarde,
uma nova variedade foi proposta para M. flavoviride: M. flavoviride Gams & Rozsypal var.
minus Rombach, Humber & Roberts, esta apresentando conidios que variam de 4,5-7,0 x
2,0-3,0 um (ROMBACH et al., 1986).

Driver et al. (2000) revisaram e caracterizaram as espécies M. anisopliae,
M. album e M. flavoviride, utilizando RAPD e dados das regides ITS e 28S do rDNA. O
dendrograma gerado revelou 10 grupos distintos, dentre estes, dois foram descritos como
variedades novas de M. anisopliae: M. anisopliae var. lepidiotum (conhecida anteriormente
como M. anisopliae var. anisopliae) e M. anisopliae var. acridum (conhecida
anteriormente como M. flavoviride var. minus). A partir dai, duas espécies de M.
flavoviride var. minus, isoladas de gafanhotos (Acrididae) e uma espécie de M. anisopliae

var. anisopliae, passaram a sinonimia de M. anisopliae var. acridum, aceita atualmente
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pela comunidade cientifica (MAGALHAES et al., 2000; ARTHURS & THOMAS, 2001;
OUEDRAOGO et al., 2003).

A subdivisao Deuteromycotina, a qual pertencia a maioria dos fungos
entomopatogénicos foi renomeada, passando a se chamar Anamorfos (KENDRICK, 1992;
ALEXOPOULOS et al., 1996), pois sua fase sexuada é desconhecida. Estes fungos ndo
possuem relacdo filogenética com os demais, considerados perfeitos, sdo fases conidiais
dos Ascomycotina ou mais raramente, dos Basidiomycotina. Como Anamorfo, M.
anisopliae possui um método alternativo para garantir sua diversidade genética: o ciclo
parassexual. (MESSIAS & AZEVEDO, 1980).

No ciclo parassexual sdo originados esporos assexuais diploides que em
condic¢des favordveis dao origem a coldnias também dipldides. Estas, por sua vez, podem
perder cromossomos, por ndo-disjun¢ao, originando novamente hapldides, que podem ser
recombinantes. Quando ocorre variagdo no ciclo parassexual, como a formagdo de
hapldides sem aparente formacdo do dipléide ou este € altamente instdvel, diz-se que
ocorreu a parameiose (PACCOLA-MEIRELLES & AZEVEDO, 1991). A partir da
descoberta do ciclo parassexual, surgiu a possibilidade de recombinacdo entre linhagens
com caracteristicas diversas que poderiam ser unidas em uma nova linhagem (AZEVEDO,
2000).

M. anisopliae pode ser isolado de insetos ou do solo, é uma das espécies
fingicas mais importantes como entomopatégeno, nas condi¢des climdticas brasileiras,
capaz de infectar mais de 300 espécies de insetos (ALVES, 1998). O tempo de preservacao
e a viabilidade dos conidios sdo um dos principais obstdculos para sua utilizagdo como
agente de controle microbiano (MARQUES & ALVES, 1996). Seu limite de temperatura,
para crescimento, varia de 5 a 40°C, mas a temperatura 6tima € de aproximadamente 28°C,
porém apds 30 dias, a essa temperatura (30 + 1°C) o micélio fungico tem sua viabilidade
reduzida (HALLSWORTH & MAGAN,1999; MARQUES et al.,, 1999). Entretanto,
isolados da regido sub-Antdrtica germinaram a 2,5° C, apds 49 dias (RODDAM & RATH,
1997).

Liu et al. (2001) encontraram em coletas na China, uma espécie flingica
desconhecida que atacava a larva de um besouro subterraneo (Coleoptera: Scarabaeidae).
Este fungo foi descrito entdo, como Cordyceps brittlenbankisoides Liu, Liang, Whalley,
Yao and Liu, teleomorfo de M. anisopliae var. majus. A identificacdo foi realizada com
base em caracteres morfoldgicos e confirmada pelo seqiienciamento do DNA do estroma,

onde ndo havia bases diferentes entre o teleomorfo e seu anamorfo. Porém, a literatura
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ainda ndo cita o teleomorfo de M. anisopliae var. anisopliae portanto, somente o anamorfo

estd disponivel para estudos morfolégicos e moleculares.

2.2 Controle Biolégico por Fungos Entomopatogénicos

O emprego de fungos entomopatogénicos no Controle Biolégico de insetos-
praga tem recebido especial atengdo, por serem os fungos os principais patégenos de
insetos, causando mais de 80% de suas doencas. Esses agentes foram os primeiros a serem
utilizados no controle microbiano. Podem infectar diferentes estdgios de desenvolvimento
do hospedeiro e, além disso, sdo especializados na penetracdo via tegumento, o que 0S
coloca em vantagem quando comparados com outros grupos de patdgenos que penetram
por via oral (ALVES, 1998).

Os fungos que crescem dentro dos tecidos do hospedeiro, tém a
caracteristica de matar o inseto em poucas semanas ou dias, contudo sua utilizagdo com
sucesso no Controle Biolégico depende, dentre outros fatores, da qualidade do isolado a
ser aplicado, quantidade de indculo, viabilidade e viruléncia dos conidios, condicdes
climéticas favordveis e correta forma de aplicacido (MACCHERONI JR. et al., 2004;
MENDONCA, 2005).

Apds a deposicdo do fungo sobre o inseto ocorre a adesdo e posterior
penetracdo. Nesta fase, estdo envolvidos processos fisicos € mecéanicos, devido a pressao
da ponta da hifa rompendo dreas membranosas ou esclerosadas e o processo quimico ou
enzimatico, resultante da elaboracdo de enzimas (proteases, quitinases e lipases) (ALVES,
1998). Destas, a protease e a quitinase s@o as principais enzimas envolvidas na infeccao,
pois alteram a superficie do tegumento liberando peptideos que servirdo de nutrientes para
o fungo e substratos para a elaboracdo de outros determinantes da patogenicidade (ST.
LEGER et al., 1998; MACCHERONI JR et al., 2004).

O registro fossil de patégenos microbianos de insetos € quase inexistente,
consiste apenas de trés amostras em ambar, onde o fungo estd se exteriorizando pela
cuticula, térax e abdomen de mosquitos adultos da ordem Diptera (familias Culicidae e
Mycetophilidae); apds andlise, os fungos foram identificados como pertencentes a classe
Trichomycetes (POINAR JR & POINAR, 2005), fungos que estdo associados ao trato

digestivo de artrépodes.
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2.3 Controle Bioldgico por Metarhizium anisopliae

M. anisopliae é patogénico e comprovadamente virulento a diversas ordens
de insetos-praga. Vem sendo testado e empregado com sucesso no controle de importantes
pragas agricolas no Brasil e no exterior (MENDONCA, 2005). O controle da cigarrinha da
cana-de-acticar (Mahanarva posticata Stal) (Hemiptera: Cercopidae), no Nordeste do
Brasil, constitui o programa mais bem sucedido utilizando este fungo como biocontrolador,
onde 474 mil hectares de canaviais infestados por essa praga foram tratados com
aproximadamente 38 mil quilos de conidios de M. anisopliae, no periodo de 1970-1991
(MARQUES & ALVES, 1996; ALVES, 1998; MENDONCA, 2005).

Athayde et al. (2001) analisaram a acdo patogénica de M. anisopliae sobre
teledgenas de Boophilus microplus Canestrini, carrapato bovino, (Acari: Ixodidae). A
mortalidade superior a 90% dos individuos possibilita testes posteriores em campo para o
controle desse carrapato. Foi comprovado também, que a infeccdo de larvas de Chilo
partellus Swinhoe (Lepidoptera: Pyralidae) com M. anisopliae reduziu o consumo didrio
de alimento entre 70-85%, quando estas foram tratadas com 1x10® conidios/mL. Os autores
ainda sugerem que a redu¢@o no consumo de alimento pode compensar a velocidade lenta
de morte ocasionada pelos fungos (TEFERA & PRINGLE, 2003).

M. anisopliae quando testado contra operdrias de Atta sexdens sexdens
Linnaeus (Hymenoptera: Formicidae) apresentou TLsy de 2,5 dias na concentracdo de
1x10° conidios/mL e mortalidade total de 34% ap6s 3 dias de infeccao (LOUREIRO &
MONTEIRO, 2004). Testando-se a viruléncia de M. anisopliae contra a barata alema
Blatella germanica Linnaeus (Blattodea: Blattellidae), por transmissdo horizontal de
infectadas para ndo-infectadas (na razao de 1:10), a mortalidade foi de 87,5% e o TLs de
12,2 dias, indicando a eficiéncia desse fungo em ser transmitido horizontalmente e em
espalhar infec¢c@o na populacdo do inseto (MORAGA et al., 2004).

Albuquerque et al. (2005) estudaram a acdo de M. anisopliae sobre o cupim
do monticulo Nasutitermes coxipoensis Holmgren (Isoptera: Termitidae) e constataram que
esse fungo tem potencial para o Controle Bioldgico desse cupim, pois ao 3° dia pds-
tratamento, 100% dos insetos tratados estavam mortos. No mesmo sentido, Wright et al.
(2005) relataram o primeiro registro de um agente biocontrolador para cupins alados
(Coptotermes formosanus Shiraki), onde a concentracio de 10° conidios/mL de M.
anisopliae matou 100% dos insetos em trés dias, sugerindo seu potencial para controlar

cupins no campo.
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Almeida (2005) testou a patogenicidade de M. anisopliae ao bicudo-do-
algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman) (Coleoptera: Curculionidae); os insetos
adultos tiveram mortalidade de 86-94% nos tratamentos de 10’ ¢ 10° conidios/mL e em
segundo lugar ficou a mortalidade de ovos (89,6%), seguida da mortalidade de larvas
(88,5%).

Avaliando o efeito de M. anisopliae sobre ninfas dos pulgdes Aphis gossypii
Glover e Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae), em laboratério, 100% de
mortalidade dos insetos ocorreu logo apés cinco dias da infec¢do, no tratamento com 1x10®
conidios/mL. A espécie mais suscetivel a infeccdo foi Myzus persicae com TLsy de 1,76
dias, enquanto para Aphis gossypii o TLsy foi alcancado com 1,98 dias (LOUREIRO &
MOINO JR, 2006). Por outro lado, Franga et al. (2006) avaliaram os efeitos de M.
anisopliae sobre o percevejo predador Podisus nigrispinus Dallas (Hemiptera:
Pentatomidae) e verificaram mortalidade de 72% de ninfas, com tratamento tépico, mas
nao houve confirmagdo de mortalidade de adultos. Isso indica que a variabilidade existente
entre linhagens fungicas, implica em diferentes respostas do hospedeiro ao

entomopatogeno.

2.4 Patogenicidade de Metarhizium anisopliae a Dipteros

Virios estudos vém sendo feitos para se verificar a acdo de M. anisopliae
contra dipteros e ficou comprovada sua patogenicidade também a insetos dessa ordem.

M. anisopliae preveniu a emergéncia de adultos de Musca domestica
Linnaeus (Diptera: Muscidae) nas concentra¢des mais altas (107 a 108 conidios/mL) e
reduziu a emergéncia em doses baixas (10° e 10° conidios/mL), demonstrando que tem
potencial para controlar os estdgios larvais dessa mosca. Além disso, foi eficiente também
contra adultos dessa espécie, alcancando alta mortalidade num curto periodo de tempo e
em baixa concentracao (1)(105 conidios/mosca) (BARSON et al., 1994).

Foi investigado o efeito de M. anisopliae nos estagios larval e pupal da
mosca tsé-tsé (Glossina spp.) (Diptera: Glossinidae) e verificou-se que este fungo induziu
alta mortalidade (80%) nos adultos recém emergidos entre 2 e 10 dias (KAAYA &
MUNYINYI, 1995). Em testes de campo, com insetos adultos em camaras especiais
contendo conidios fungicos, a mortalidade também alcangou 80%, como relatou Maniania

(1998) quando testou essa mesma mosca.
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Adultos de Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae) foram
susceptiveis a infeccdo por M. anisopliae, alcancando 88% de mortalidade ao 6° dia pds-
infec¢do. Adicionalmente, fémeas expostas ao tratamento fungico tiveram sua fecundidade
e fertilidade reduzida. Estes efeitos sdo importantes, pois contribuirdo para a reducdo da
populacdo de moscas no campo (CASTILLO et al., 2000). Também foi constatado que o
mais alto indice de mortalidade pupal de C. capitata no solo se deu em altas temperaturas
(20-30° C) e em baixa umidade (EKESI et al., 2003), confirmando que estes fatores
influenciam na viabilidade dos conidios.

Feij6 (2004) avaliou a acdo de M. anisopliae sobre ovos, larvas e adultos de
Chrysomya albiceps Wiedemann (Diptera: Calliphoridae) e constatou que houve redugao
no percentual de eclosdo de larvas e na emergéncia de adultos e, além disso, o fungo afetou
a longevidade dos adultos, principalmente dos machos. Ensaios de laboratério testando a
aplicagdo de M. anisopliae no solo, contra larvas de Delia radicum Linnaeus (Diptera:
Anthomyiidae), praga do repolho, mostraram mortalidade larval significante (85%) ap0s
14 dias de infec¢ao (BRUCK et al., 2005).

Recentemente, foram feitos estudos de patogenicidade de M. anisopliae
contra Anopheles gambiae Giles (Diptera: Culicidae), mosquito transmissor da maldria, e
foi verificada a reducdo na quantidade de ingestdo de sangue pelas fémeas infectadas, com
conseqiiente reducao na postura de ovos (SCHOLTE et al., 2006). Os autores concluiram
que a reducdo no ndmero de refeicdes por mosquito reduz o risco de transmissdo da
maldria e ainda sugerem que este fungo pode ter potencial como agente biocontrolador do
inseto.

Campbell et al. (2006), estudando em campo os efeitos de M. anisopliae
sobre larvas de Tetanops myopaeformis Roder (Diptera: Otitidae), em plantacdes de
beterraba, na América do Norte constataram que as dreas tratadas com conidios
produziram mais agucar/ha do que a area controle (sem fungo e sem inseticida). Isto € uma
forte evidéncia da habilidade do fungo em controlar o inseto, refletida no aumento linear

na producao de actcar.
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2.5 Zaprionus indianus (Diptera: Drosophilidae) (Mosca-do-Figo)

A familia Drosophilidae apresenta distribuicio mundial e € composta por
cerca de 3 000 espécies de moscas de pequeno porte, comumente chamadas moscas-das-
frutas, agrupadas em 62 géneros (WHEELER, 1986); entre estes, estd o género Zaprionus,
que contém dois subgéneros Zaprionus e Anaprionus, abrangendo 57 espécies, ambos
apresentando faixas longitudinais (GUPTA & GUPTA, 1970), sendo que no subgénero
Zaprionus as faixas se apresentam em numero par, enquanto que em Anaprionus, elas
estdo em nimero impar (VAN DER LINDE et al., 2006).

Z. indianus Gupta € uma mosca de aproximadamente 2,5 — 3,0 mm de
comprimento e caracteriza-se por apresentar na regido dorsal da cabeca e térax, faixas
longitudinais branco-prateadas, geralmente bordejadas por estreitas faixas negras, que
contrastam fortemente com a drea castanho-aveludada adjacente. Os ovos sdo de coloracao
leitosa, fusiformes, tendo em uma de suas extremidades 4 filamentos. A larva é
vermiforme, com coloracao branco-leitosa e o pupdrio tem coloragdo castanha (Figura 1)
(VILELA et al., 2001).

O periodo de incubagdo dos ovos estd em torno de 1,28 dias e o ciclo de ovo
a adulto estd em volta de 16,78 dias (Figura 1). Os adultos mantidos a temperatura de 25 +
1 °C podem sobreviver por mais de 80 dias (STEIN et al., 2003). Em experimentos de
laboratério, com temperatura controlada (25 £ 1 °C) e umidade ndo controlada, as fémeas
viveram mais do que os machos; os machos viveram em média, 81,7 = 5,0 dias e as
fémeas, 92,6 + 4,6 dias. O tempo médio de desenvolvimento para ovo-pupa, pupa-imago e

ovo-imago foi de 12,7, 5,8 e 18,5 dias, respectivamente (SETTA & CARARETO, 2005).
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L.arva - 10.34 + 1.77 dias

Ovo - 1,28 = 0,11 dias Pupa - 5,50 + 1,41 dias

Ovo - adulto - 16,78 + 2,97 dias

Adulto - 48,95 + 17,24 dias

Figura 1. Ciclo de vida de Zaprionus indianus, adaptado (STEIN et al., 2005; VAN DER
LINDE, 2005).
Disponivel em: http://www.iac.br/~centif/artigos/zaprionus;

http://www.kimvdlinde.com/professional/index.html.
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As espécies de Zaprionus ocorrem principalmente nas regides Afrotropical,
Oriental e Australiana, porém Z. indianus parece ser a Unica espécie que estd se espalhando
pelos tropicos, provavelmente devido a intensificacio do comércio mundial de frutas. A
primeira ocorréncia desta mosca no continente Americano foi registrada no Brasil, em 20
de marco de 1999, no Estado de Sdo Paulo, pelo Prof. Dr. Carlos R. Vilela, da
Universidade de Sao Paulo, onde foram observados adultos sobre caquis (Diospyros kaki
Linnaeus) caidos no solo, em inicio de decomposicao (VILELA, 1999; VILELA et al.,
2001).

Na mesma época foram coletados adultos desta mesma espécie se
alimentando e fazendo postura, préximo ao ostiolo de figos (Ficus carica Linnaeus) em
inicio de maturacdo, quando € realizada a colheita, tornando-se conhecida como a mosca-
do-figo (VILELA, 1999). Em decorréncia da introdu¢do da mosca africana no pais e da
infestacdo dos figos, foram registradas as primeiras devolugdes de lotes de figos
exportados, causando perda da ordem de 50% da producao (Figura 2) (VILELA et al.,
2001).

Figura 2. Figo sadio (a) e figo infestado por Zaprionus indianus

(b- ostiolo, ¢- polpa).

Fonte: STEIN et al., (2005).

Disponivel em: http://www.iac.br/~centif/artigos/zaprionus;
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Z. indianus, como a maioria dos drosofilideos, alimenta-se
fundamentalmente de bactérias e leveduras que participam da fermentacdo de substratos
ricos em carboidratos, especialmente frutos em decomposi¢do. As substancias volateis que
se originam durante o processo de fermentacdo destes substratos funcionam como o
principal atrativo para estas moscas, sendo utilizado como local de alimentagdo, corte e
oviposi¢do, e pelas larvas, como sitio de desenvolvimento e por vezes, de pupacdo. Gomes
et al. (2003) caracterizaram leveduras isoladas de figos infestados por Z. indianus e todos
os isolados foram identificados como Candida tropicalis demonstrando uma interacao
entre estas duas espécies.

Como as condicdes climaticas do Brasil sdo favoraveis a essa espécie, um
més depois da sua descoberta, em Sao Paulo, espécimes de Z. indianus foram coletados no
Brasil Central, nas proximidades de Brasilia; um ano depois, em agosto de 2000, nos
cerrados do Estado de Rondodnia e na cidade de Sao Luis (MA). Em Dezembro de 2000, foi
coletado um macho de Zaprionus em Igarapé-Acu (PA), o primeiro registro desta espécie
na Amazonia (TIDON et al., 2003). Os autores relataram que as populacdes de Z. indianus
sd0 mais abundantes durante a estacdo chuvosa e em ambientes com vegetacdo aberta,
como o cerrado, porque essas condi¢des assemelham-se as suas de origem, na Africa.

Na regido Nordeste do Brasil, a mosca-do-figo foi encontrada em 2000, na
regido do Vale do Rio Sdao Francisco, em Sobradinho/Bahia, pela equipe do Setor de
Drosofilideos, do Laboratério de Genética Animal (Depto. Genética/CCB/UFPE),
atacando frutos nativos como: umbu (Spondias tuberosa), sirigiiela (Spondias purpurea),
Jenipapo (Genipa americana) e jambo (Syzygium malaccense). Alcangou freqiiéncia de
37%, tornando-se o mais comum dos drosofilideos nesta regido, formando reservatérios
naturais de onde poderd reinfestar areas de fruticultura (SANTOS et al.,, 2003). Em
Outubro de 2003, foram coletados alguns individuos de Z. indianus no Panama e 2 anos
depois, uma unica fémea, na Flérida (EUA) (VAN DER LINDE et al.,, 2006).
Adicionalmente, Kato et al. (2004) reportaram a ocorréncia desta espécie em Varios
municipios do Estado de Minas Gerais, Brasil.

Estudos feitos por Karan et al. (2000) relataram que Z. indianus sofre
diferenciacdo nas suas caracteristicas morfolégicas (tamanho do corpo, asa e térax) bem
como nas suas caracteristicas reprodutivas (nimero de ovariolos) devido a alteragcdes
geograficas (quanto a altitude, latitude e longitude). Isto sugere uma resposta adaptativa da
espécie as condicdes locais, especialmente a temperatura. A competi¢do inter-especifica

N

também aumenta a variacdo no tamanho do corpo das moscas devido a restricdo
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nutricional ou a contaminagdo do substrato por residuos metabdlicos (dcido udrico e CO,)
durante o desenvolvimento larval. Este evento pode levar a eliminagdo da espécie ou a
coexisténcia entre espécies competidoras (GALEGO & CARARETO, 2005).

Na cidade de Porto Alegre (RS-Brasil) foi estudada a dindmica populacional
dessa espécie invasora (Z. indianus) e constatou-se que sua freqiiéncia é mais alta durante
estacoes com maior média de temperatura (verdo e primavera), com acentuada queda
durante o outono e o inverno, aumentando novamente na primavera. Isto demonstra sua
habilidade invasora, pois as espécies residentes (nativas) t€ém que promover ajustes na sua
estratégia de sobrevivéncia para poderem coexistir ecologicamente com o invasor (SILVA
et al., 2005).

O uso exclusivo de inseticidas mostrou-se ineficaz contra Z. indianus
exigindo a ado¢do de diferentes técnicas de combate. Sendo assim, outras técnicas foram
adaptadas por Raga et al. (2003), que testaram a efici€éncia de protetores de ostiolo que
dificultassem a oviposicao, a alimentagdo e consequentemente, interrompessem o ciclo da
praga. Os melhores resultados foram obtidos com o uso de etiqueta adesiva sobre o ostiolo
dos figos, porém devido ao seu desprendimento, ndo impediu totalmente a infestacdo pela
mosca. Por outro lado, Raga & Souza-Filho (2003) avaliaram a eficiéncia de frascos com
iscas alimentares e concluiram que melago-de-cana com figo triturado, em frasco incolor,
foi o principal atrativo para a mosca-do-figo, atraindo 99,8% dos individuos de todo o
experimento.

Pouco se sabe sobre a acdo de inimigos naturais da mosca-do-figo, no
Brasil. O primeiro registro publicado foi a ocorréncia do parasitéide Spalangia endius
Walker (Hymenoptera: Pteromalidae) em pupas de Z. indianus, representando 3,8% de
parasitismo (MARCHIORI & SILVA, 2003); posteriormente, espécimes de Leptopilina
boulardi Bartbotin et. al (Hymenoptera: Figitidae)também foram encontrados em pupas de
Z. indianus, totalizando 2,2% de parasitismo (MARCHIORI et al., 2003a; MARCHIORI et
al., 2003b); em seguida, foram registrados espécimes de Pachycrepoideus vindemiae
Rondani (Hymenoptera: Pteromalidae) em pupas de Z. indianus coletados em frutos de
goiaba, com prevaléncia de parasitismo de 3,5% (SILVA et al., 2004).

Recentemente, foi testada a acdo dos fungos entomopatogénicos M.
anisopliae var. acridum CG291 e M. anisopliae var. anisopliae BIO2 contra larvas de Z.
indianus e constatou-se que este fungo tem potencial para ser utilizado como controlador

bioldgico dessa mosca, pois reduziu significativamente o ritmo e a percentagem de
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emergéncia de adultos desta espécie, emergindo apenas, cerca de 13% dos individuos

infectados (CARNEIRO—LEAO, 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de experimentos

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Citologia e Genética
de Fungos Filamentosos e de Controle Biol6gico por Fungos Entomopatogénicos (Depto.
Micologia/CCB/UFPE) e no Laboratério de Genética Animal (Depto.

Genética/CCB/UFPE).

3.2 Linhagens fiingicas utilizadas

As linhagens utilizadas foram cedidas pela Colecdo de Culturas da

Micoteca—URM do Departamento de Micologia/CCB/UFPE, conforme Tabela 1:

Tabela 1. Linhagens fungicas utilizadas.

Hospedeiro Ano
N° acesso Cédigo da
Espécie de Local de
na Micoteca  Linhagem
Origem Isolamento
Metarhizium
anisopliae
Mahanarva posticata
var. URM?3349 PL43 AL/Brasil 1991
(Hemiptera: Cercopidae)
anisopliae
Metarhizium
anisopliae Mahanarva posticata
URM4403 PLs; ) ) PE/Brasil 1991
var. (Hemiptera: Cercopidae)

anisopliae




PORTELA-SILVA, A.P.A. Infectividade de Metarhizium anisopliae ... 16

3.3 Espécie da mosca utilizada

A espécie utilizada foi a Zaprionus indianus, de c6digo VVI, proveniente da
localidade de Vila Velha Itamaracd, fornecida pelo Laboratério de Genética
Animal/CCB/UFPE, onde € mantida em dieta artificial especifica para drosofilideos, a 25°
C.
3.4 Meios de cultura utilizados

34.1 Batata-Dextrose-Agar (BDA) - (OXOID)

3.4.2 Dieta para larvas e adultos de Zaprionus indianus (CAMPOS, 2003)

Agua destilada...........cccoocovvvereereennn. 800 mL
Banana madura amassada...................... 50g
Farinha de milho.........cccccoovvieiinennnenn. 100g
Fermento fresco.......occceevveeeviieinieennnne. 30g
Nipagin em 10 mL de dlcool 95°........... 4g

3.5 Solucoes Empregadas

Solugdo Tween 80 (0,05% v/v), hipoclorito de sédio (4%) e alcool (70%).

3.6 Bioensaios

Os bioensaios foram elaborados para avaliar a infectividade de M.
anisopliae URM3349 e de M. anisopliae URM4403 a larvas de 3° estdgio (L3) e a adultos
de Z. indianus, em ambiente climatizado (25+1°C) e umidade relativa de 70+10%. Cada

bioensaio foi realizado em triplicata.



PORTELA-SILVA, A.P.A. Infectividade de Metarhizium anisopliae ... 17

3.6.1 Producio de conidios em arroz (VILAS BOAS et al. 1996).

Sacos de polipropileno contendo 100g de arroz parboilizado, previamente
autoclavados, foram inoculados com 10 mL de uma suspensdao de conidios (108
conidios/mL) de M. anisopliae URM3349 ou de M. anisopliae URM4403, com 12 dias de
crescimento em BDA. Apds a inoculagdo e homogeneizagdo, os sacos foram mantidos em
BOD a 28%1°C e aguardado o crescimento fingico por 12 dias, para o preparo das

suspensoes.

3.6.2 Quantificacao do inéculo (ALVES & MORAES, 1998).

Um grama de arroz, contendo o fungo, M. anisopliae URM3349 ou M.
anisopliae URM4403, foi agitado em 100 mL de dgua destilada com Tween 80 (0,05%).
Apos agitacdo, a suspensao foi quantificada com auxilio de Camara de Neiibauer e ajustada
para a concentracao de 10® conidios/mL. A partir desta concentracdo foram feitas dilui¢des

sucessivas até obter-se concentragdes de 107, 106, 10° e 10* conidios/mL .

3.6.3 Viabilidade de Conidios (ALVES & PEREIRA, 1998).

A viabilidade dos conidios foi verificada através da sua germinacdo.
Conidios da cultura flingica, com 12 dias de crescimento, foram transferidos para tubo
de ensaio contendo 10 mL de Tween 80 (0,05%). A suspensdo foi quantificada com
auxilio de uma Céimara de Neiibauer e ajustada para a concentracio de 10°
conidios/mL. Desta, 0,1 mL foi semeado em placas de Petri, utilizando uma al¢a de
Drigalsky, contendo meio BDA, com cinco repeti¢des. As placas foram mantidas a
28+1°C. O percentual de germinacao foi determinado contando-se 500 conidios por
placa (germinados e ndo germinados), apos 16 horas da semeadura. Utilizou-se a

seguinte formula para obten¢do do percentual de germinagao:

G- Nx100
500

N = niimero de conidios germinados.
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3.6.4 Bioensaio com larvas de Zaprionus indianus (MACIEL et al., 2005).

O bioensaio foi realizado com um grupo controle, tratado com &agua
destilada e Tween 80 (0,05%) e cinco tratamentos nas concentracdes de 108, 107, 106, 10° e
10* conidios/mL de Metarhizium anisopliae URM3349 e de Metarhizium anisopliae
URM4403. Para cada concentracdo testada, foram utilizadas cinco repeti¢des, com 10
larvas de 3° estdgio (L3) cada. As larvas foram retiradas da dieta artificial com o
antifingico Nipagin, e passadas para outra, sem o antifingico, um dia antes da infeccao.
No dia seguinte, as mesmas foram imersas em cada suspensdo, durante 10 segundos, em
seguida o excesso da suspensdo foi desprezado e as larvas transferidas para vidros
contendo meio especifico para drosofilideos, sem o antifingico. Foram feitas observacoes
didrias para andlise dos parametros bioldgicos: periodo de pré-pupa, estagio pupal, ritmo

de emergéncia e percentual de emergéncia de adultos.

3.6.5 Bioensaio com adultos de Zaprionus indianus (TEFERA & PRINGLE,
2003).

O bioensaio foi realizado com um grupo controle tratado com &agua
destilada e Tween 80 (0,05% v/v) e cinco tratamentos nas concentracdes de 108, 107, 106,
10° e 10 conidios/mL de Metarhizium anisopliae URM3349 e de Metarhizium anisopliae
URM4403. Para cada concentracdo testada, foram utilizadas cinco repeti¢des, cada uma
com 10 moscas. As suspensdes foram aplicadas pelo método de pulverizacdo, sobre os
individuos imobilizados com éter. ApoOs o tratamento, as moscas foram mantidas em vidros
contendo meio especifico para drosofilideos. Foram feitas observacdes didrias para andlise

da mortalidade de adultos.

3.6.6 Producao de conidios em cadaveres de Zaprionus indianus (DIMBI et al.,

2003b).

Cinco insetos adultos mortos, apdés 10 dias, foram transferidos
individualmente para vidros com tampa de rosca contendo um mL de Tween 80 (0,05%).

Apoés agitacdo em Vortex, por 2 a 3 minutos, para desprendimento dos conidios da
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superficie do inseto, a quantidade de conidios/mL foi determinada, com o auxilio de uma

camara de Neiibauer.

3.6.7 Reisolamento de linhagens de Metarhizium anisopliae a partir de

Zaprionus indianus (ALVES, 1998).

Uma parcela de larvas e adultos mortos foi lavada em dlcool (70%),
hipoclorito de s6dio (4%) e dgua destilada autoclavada, por 2 segundos, trés minutos e trés
minutos, respectivamente. Em seguida, os individuos foram secos em papel filtro
esterilizado e mantidos em cdmara umida, em BOD (28+1°C) a 80% de umidade relativa,
para a exteriorizacdo fingica. O fungo foi reisolado em BDA + antibi6tico (Cloranfenicol)

para andlise das microestruturas e do diametro da colonia.

3.7 Aspectos Morfologicos do Reisolado

3.7.1 Analise das Microestruturas

Fragmentos ftingicos foram inoculados em pontos eqiiidistantes da placa de
Petri contendo meio BDA e cobertos com laminulas previamente flambadas. Apds 24, 48,
72 e 96 horas, uma laminula foi retirada, montada, corada com azul de Aman e observada

ao microscopio optico.

3.7.2 Diametro da Colonia

Fragmento fingico foi inoculado no centro da placa de Petri contendo meio

BDA. O diametro da col6nia foi medido, com o auxilio de uma régua milimetrada, a cada

trés dias de crescimento, durante 15 dias. O experimento consistiu de cinco repeti¢oes.
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3.8 Analise Estatistica

Para andlise estatistica, os dados foram submetidos a andlise de Probit para
obtencdo da CLsy (programa POLO PC) e ao teste F (ANOVA) (programa STATISTIX
7.0). No caso de diferenca significante na aplicacio do ANOVA foi utilizado o teste de
Duncan (programa SAEG 5.0) a 5% de probabilidade, para compara¢do pareada das
médias (EUCLYDES, 1983).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioensaio com larvas de Zaprionus indianus

Nos testes de viabilidade, o percentual de germinagdo dos conidios de M.
anisopliae URM3349 e M. anisopliae URM4403 variou entre 97 € 99%, apds 16 horas de
inoculagdo, estando assim vidveis para a utilizacdo nos bioensaios.

O periodo médio do estagio de pré-pupa das larvas de Z. indianus tratadas
com as duas linhagens de M. anisopliae ficou entre 1,12 e 2,02 dias, ndo diferindo
significativamente do grupo controle (1,30 dias) (Tabela 2). O estdgio pupal das larvas
submetidas ao tratamento fingico teve variagdo de 5,22 a 6,33 dias, mas ndo diferiu
significativamente do grupo controle (5,93 dias) (Tabela 2). Sendo assim, o periodo de pré-
pupa e o estdgio pupal provenientes das larvas tratadas com M. anisopliae ndo sofreram
mudancas significativas, com nenhuma das linhagens testadas.

Os resultados obtidos assemelham-se aos de Kaaya & Munyinyi (1995) que
também ndo observaram mortalidade larval ou pupal quando infectaram larvas de Glossina
spp com Beauveria bassiana e com M. anisopliae, porém uma alta mortalidade foi
observada nos adultos recém-emergidos. Além disso, Darwish & Zayed (2002) enfatizaram
que os efeitos da infec¢do em larvas sdo demonstrados em estagios posteriores, como ha
reducdo da emergéncia de adultos, o que serd discutido adiante. Mas, esses resultados
contrastaram com os encontrados por Maciel et al. (2005), onde o fungo B. bassiana
interferiu nos estdgios pré-pupal e pupal da mosca Cochliomyia macellaria, promovendo
inviabilidade pupal. Do mesmo modo, o estdgio pupal de Chrysomya albiceps também
aumentou quando as larvas foram tratadas com M. anisopliae, porém o periodo de pré-
pupa diminuiu significativamente nas concentragcdes de 10° a 10® conidios/mL, sugerindo
uma reacdo do inseto ao tratamento fingico (FELJ 0, 2004). Segundo Ekesi et al. (2003) a
temperatura ¢ a umidade sdo os fatores mais importantes na mortalidade pupal e na
emergéncia de moscas (Ceratitis capitata), pois o0 mais alto indice de mortalidade pupal se

deu entre 20-30° C, em baixa umidade.
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Tabela 2. Periodo médio de pré-pupa e estagio pupal de Zaprionus indianus, em dias, a
partir de larvas infectadas com Metarhizium anisopliae URM3349 e
Metarhizium anisopliae URM4403.

LINHAGENS
ESTAGIO TRATAMENTO URM3349 URM4403
Controle 1,30 (A,a) ! 1,30 (Aa) !
10* 1,68 (A,a) 1,12 (A,a)
PRE-PUPA 10° 1,60 (A,a) 1,23 (A,a)
10° 1,78 (A,a) 1,33 (A,a)
10’ 1,70 (A,a) 1,53 (A,a)
10® 2,02 (A,a) 1,50 (A,a)

CV (%)= 41,3954

Controle 593 (Aa)' 5,93 (Aa)'
10* 522 (A,a) 5,27 (A,a)
PUPA 10° 532 (A,a) 5,47 (A,a)
10° 5,58 (A,a) 6,20 (A,a)
10’ 5,77 (A,a) 6,27 (A,a)
10° 6,00 (A,a) 6,33 (A,a)

CV (%)= 10,3632

"'Média de cinco repeticdes. Médias seguidas de mesma letra, maidscula na coluna e mintiscula na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P = 0,05).

As figuras 3 e 4 ilustram o ritmo de emergéncia de adultos de Z. indianus a
partir de larvas infectadas com as linhagens de M. anisopliae (URM3349 e URM4403). A
emergéncia iniciou-se entre o 6° e o 7° dia apds a pupagdo, mas o pico de emergéncia de
insetos foi geralmente ao 9° dia, tanto para o grupo controle (47,34%) quanto para as
demais concentracdes havendo, no entanto, variagdes entre as linhagens do 8° ao 10° dia.
Observa-se que o percentual de emergéncia didrio foi reduzido significantemente, em
relacdo ao controle, a partir da concentracio de 10° conidios/mL (4% para M. anisopliae

URM3349) até a concentracdo de 10® conidios/mL (0,66% para M. anisopliae URMA4403).
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Figura 3. Ritmo de Emergéncia de adultos de Zaprionus
indianus, a partir de larvas infectadas com

Metarhizium anisopliae URM3349, em dias.
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Figura 4. Ritmo de Emergéncia de adultos de Zaprionus
indianus, a partir de larvas infectadas com Metarhizium

anisopliae URM4403, em dias.
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A emergéncia do grupo controle foi superior a de todos os tratamentos
fungicos, no 9° dia, o que é esperado para a espécie, segundo referido por Stein et al.
(2003), pois o ciclo de ovo-adulto pode ter duracdo de até 16,78 + 2,97 dias. Estes
resultados sao semelhantes aos de Feij6 (2004) que trabalhou com o mesmo fungo, contra
a mosca C. albiceps, pois a diminuicio do ritmo didrio de emergéncia foi proporcional ao
aumento da concentracdo flngica; e aos obtidos por Maciel et al. (2005), que utilizaram B.
bassiana sobre a mosca C. macellaria, onde observaram que o pico de emergéncia ocorreu
no mesmo dia para todas as concentragdes testadas. Entretanto, os resultados sobre ritmo
de emergéncia diferem dos encontrados por Carneiro-Ledo (2006) quando estudou M.
anisopliae var. anisopliae BIO2 contra larvas de Z. indianus e constatou atraso no ciclo de
vida dos insetos tratados, indicando que as linhagens se comportam diferentemente entre
si. No presente trabalho nao foi observado retardo no ritmo de emergéncia de adultos, mas
os sintomas da infeccdo foram vistos na emergéncia final de individuos, com valores
bastante significativos, principalmente na concentracdo mais elevada.

A Tabela 3 mostra o percentual de emergéncia de adultos de Z. indianus,
apds as larvas serem expostas as linhagens (M. anisopliae URM3349 e M. anisopliae
URM4403). Foi observado que as duas linhagens utilizadas reduziram significativamente a
emergéncia dos insetos, em relacdo ao grupo controle (97,33%). Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre as linhagens, exceto na concentracdo de 10* conidios/mL, mas
a partir da concentracdo de 10° conidios/mL a emergéncia foi menor do que 14%, com M.
anisopliae URM3349. Na concentracdo de 10® conidios/mL, menos de 3% dos insetos
emergiram, confirmando assim a potencialidade das duas linhagens para o controle das

larvas de Z. indianus.
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Tabela 3. Percentual de emergéncia de adultos de Zaprionus indianus, apés 14 dias da
exposicdo das larvas a Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium

anisopliae URM4403.
LINHAGENS
TRATAMENTO
URMB3349 URM4403
Controle 97,33 (Aa) ' 97,33 (A,a) '
10* 70,67 (B,a) 54,00 (B.b)
10° 42,67 (C,a) 46,67 (BC,a)
10° 13,33 (D,ab) 31,33 (CD,a)
10’ 14,67 (D,ab) 18,00 (D,a)
108 2,67 (D,a) 2,00 (E,a)

CV (%)= 22,8668

""Média de cinco repeticdes. Médias seguidas de mesma letra, maidscula na coluna e mindscula na linha,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P = 0,05).

Em observagdes feitas durante os experimentos constatou-se que algumas
das moscas recém-emergidas morreram logo em seguida. Esses resultados também foram
verificados por Kaaya & Munyinyi (1995). Por outro lado, BARSON et al. (1994) quando
testaram M. anisopliae contra larvas de M. domestica, verificaram que n@o ocorreu
emergéncia nos tratamentos com 107 e 10® conidios/mL e que houve reducdo da
emergéncia nas menores concentragdes, com apenas 1% dos insetos emergindo com 10°
conidios/mL.

Resultados semelhantes foram encontrados por Feijé (2004) referente a
diminui¢do da emergéncia a medida que as concentragdes fungicas aumentaram. Porém na
concentracao de 10® conidios/mL 32,53% de C. albiceps ainda emergiram, quando tratadas
com M. anisopliae, enquanto nesta pesquisa, a emergéncia na ultima concentracdo testada
foi menor que 3%. Estudos anteriores de M. anisopliae var. acridum e M. anisopliae var.
anisopliae contra larvas de Z. indianus registraram emergéncia final de 13,33% de adultos
utilizando 10® conidios/mL, para as duas variedades fiingicas (CARNEIRO-LEAO, 2006;
CARNEIRO-LEAO et al., 2006), valores esses superiores aos obtidos neste estudo. Esses
dados revelam, mais uma vez, a variac@o existente entre linhagens de uma mesma espécie
fingica, justificando a necessidade da selecdo das mais patogé€nicas para o emprego em

Programa de Controle Bioldgico.
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4.2 Bioensaio com adultos de Zaprionus indianus

A Tabela 4 apresenta a mortalidade de adultos de Z. indianus infectados por
M. anisopliae. Nao foi observada diferenca estatistica entre as linhagens, mas
independentemente da linhagem utilizada, a mortalidade foi crescente ao longo do tempo
de andlise. Trés dias apds a infec¢do, nao houve diferencga entre as concentragdes flingicas
e o grupo controle, porém ao 6° dia, 50% dos insetos submetidos 2 concentracdo de 10°
conidios/mL estavam mortos; as duas concentracdes mais altas diferiram do controle, mas
ndo entre si, o que se repetiu até o final do experimento. A partir do 9° dia, 98% dos insetos
tratados com 10°® conidios/mL estavam mortos e 100%, ao final do experimento. Aos 12
dias ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes de 10° e 10° conidios/mL e

entre esta e a concentracdo de 10’ conidios/mL.

Tabela 4. Percentual da mortalidade acumulada de adultos de Zaprionus indianus, em
diferentes dias ap0ds a exposi¢do a Metarhizium anisopliae.

TRATAMENTO TEMPO (dias)
3 6 9 12
Controle 8,00 A" 10,67 A 10,67 A 10,67 A"
10* 4,67 A 1433 A 31,00 AB 46,67 B
10° 5,00 A 12,33 A 36,00 AB 63,33 BC
10° 6,33 A 32,00 A 51,33 B 73,00 CD
10’ 6,00 A 36,67 AB 83,67 C 91,67 DE
10° 13,33 A 61,00 B 98,00 C 100,00 E
CV (%)= 49,06 51,48 30,85 18,47

"Média de cinco repeticdes. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Duncan (P = 0,05).
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Conforme os dados da Tabela 5, a mortalidade dos adultos de Z. indianus,
ao final dos 12 dias do experimento, mostrou que todas as concentracdes testadas diferiram
do controle, causando morte em mais de 40% dos insetos, a partir do tratamento com 10*
conidios/mL, nas duas linhagens fingicas. Todavia foi notado que utilizando a linhagem
M. anisopliae URM4403 100% dos insetos estavam mortos a partir de 10’ conidios/mL, no
entanto, nao houve diferenca estatistica entre as concentracdes a partir de 10° conidios/mL;
os experimentos com M. anisopliae URM3349 demonstraram que apenas a concentragio
mais elevada (10® conidios/mL) proporcionou 100% de mortalidade dos insetos, apés 12
dias de andlise, porém ndo houve diferenca estatistica entre esta e a concentracio de 10’

conidios/mL. A mortalidade do grupo controle foi menor que 11%.

Tabela 5. Percentual da mortalidade de adultos de Zaprionus indianus, apds 12 dias da
exposicdo a Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium anisopliae

URM4403.
LINHAGENS
TRATAMENTO
URMB3349 URM4403
Controle 10,67 (A,a) ' 10,67 (A,a) '
10* 40,67 (B,a) 52,67 (B,a)
10° 55,33 (B,a) 71,33 (C,a)
10° 59,33 (B,a) 86,67 (CD,a)
10’ 83,33 (C,a) 100,00 (D,a)
108 100,00 (C,a) 100,00 (D,a)

CV (%)= 18,7146

"' Média de cinco repeticdes. Médias seguidas de mesma letra, maitiscula na coluna e mindscula na linha,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P = 0,05).
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Nao foi observado, no grupo controle, crescimento flingico nos insetos que
morreram; nos demais insetos mortos que foram submetidos as concentra¢des fingicas,
ap6s seres mantidos em camara umida, ocorreu a exteriorizacdo do patégeno (Figura 5),
confirmando assim a infeccao flingica como a causa de morte.

Os resultados apresentados discordam dos obtidos por Barson et al. (1994),
que avaliaram a eficiéncia de M. anisopliae contra adultos de M. domestica. Ap0s seis dias
da exposicdo ao fungo, todas as moscas fémeas estavam mortas com a dose mais alta (10
conidios/mL). No entanto, aos 4 dias de infeccdo com M. anisopliae, as moscas tsé-tsé
(Glossina spp.) tiveram mortalidade acima de 40% (KAAYA & MUNYINYI, 1995) e em
experimentos de campo, utilizando camaras projetadas para infectar naturalmente
populacdes dessa mosca, a mortalidade atingiu 80%, e os conidios permaneceram vidveis
por mais de 21 dias (MANIANIA, 1998); esta € uma das vantagens do Controle Biolégico
utilizando fungos entomopatogénicos, a sua capacidade de persisténcia no ambiente
(ALVES, 1998; MENDONCA, 2005).

ApGs seis dias de infeccdo com 10° conidios/mL de M. anisopliae
aproximadamente 50% de moscas Ceratitis capitata estavam mortas (CASTILLO et al.,
2000). Deste modo, Dimbi et al. (2003a) avaliaram o efeito da idade e do sexo do
hospedeiro (C. capitata, C. cosyra e C. fasciventis) na suscetibilidade a M. anisopliae e
verificaram que a idade influenciou mais na mortalidade do que o sexo; as moscas com
menos de um dia de idade e as com sete dias de idade foram mais suscetiveis a infeccao
fungica do que as moscas com 14 dias de idade. Além disso, apds quatro dias do
tratamento, um mesmo isolado flingico causou mortalidade variando de 77 a 100% nas
diferentes espécies tratadas, demonstrando que cada hospedeiro pode responder de maneira

diferente a um mesmo fungo testado (DIMBI et al., 2003b).
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Figura 5. Adulto de Zaprionus indianus

colonizado por Metarhizium

anisopliae URM?3349.

Os dados da CLsy para adultos de Z. indianus foram de 1,64x10°
conidios/mL para M. anisopliae URM3349 e de 1,94x10* conidios/mL para M. anisopliae
URM4403 (Tabela 6). Os valores de x2 revelaram a homogeneidade dos dados para a
equacdo de regressdo e considerando os valores entre os intervalos de confianga, Z.
indianus foi igualmente suscetivel as duas linhagens testadas, porém a linhagem M.

anisopliae URM4403 foi mais infectiva, numa concentragdo letal menor.

Tabela 6. Concentracio Letal (CLso) (conidios/mL) de Metarhizium anisopliae URM3349

e Metarhizium anisopliae URM4403 sobre adultos de Zaprionus indianus.

LINHAGEM CLsy (IC g1) @ EQUACAO DE REGRESSAO  *®
1,64x10°
URM3349 , ] Y=2,198+0,537*logx 8,01
(0,19x10* — 1,14x10°)
1,94x10"
URM4403 Y=1,914+0,719%logx 2,90

(0,67x10% - 0,41x10%)

@ Tntervalo de confianca significativo a 10%;

®) Calculado pelo Probit.
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Castillo et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes, com valores de
CLso de M. anisopliae variando entre 10* e 10° conidios/mL sobre adultos de C.capitata. A
CLso de M. anisopliae sobre adultos de Anthonomus grandis foi de 0,66)(106 conidios/mL
(ALMEIDA, 2005) e sobre larvas de Delia radicum foi de 2,7)(106 conidios/g de solo
(BRUCK et al., 2005).Esses dados evidenciam o potencial dessas linhagens, pois a
estimativa da CLsp € um importante parametro para a selecdo de patégenos (ALVES,
1998), visando aplicagdes mais adequadas e econdmicas.

Pela anélise de Probit, as linhagens testadas nao se adequaram ao modelo
para o célculo do TLso, por ter ocorrido um % significativo e uma elevada heterogeneidade
dos dados. Em experimentos com organismos vivos, nem sempre se observa um modelo
linear na relacdo estimulo/resposta, dificultando assim a andlise por esse modelo. Este fato
também foi constatado por Paz Junior (2006) nos seus bioensaios de viruléncia de B.
bassiana contra Callosobruchus maculatus (Coleoptera:Bruchidae). Deste modo, optou-se
por uma anélise de variancia com teste de comparacao das médias de mortalidade, em cada
concentracdo, com regressdao polinomial para determinar a equacdo de tempo/resposta das
duas linhagens de M. anisopliae testadas.

O TLsp diminuiu a2 medida que a concentracdo fungica foi aumentada,
ficando entre o 5° e o 6° dia na concentracio de 10° conidios/mL da linhagem M.
anisopliae URM3349 (Figura 6). Porém, em M. anisopliae URM4403 este tempo foi
verificado na concentragio de 10’ conidios/mL e a concentracio mais elevada (10
conidios/mL) apresentou o menor tempo (4-5 dias) (Figura 7). Estes valores assemelham-
se aos encontrados por Kaaya & Munyinyi (1995) e aos de Maniania (1998) onde o tempo
letal médio de M. anisopliae sobre moscas tsé-tsé (Glossina spp.) foi de quatro a seis dias.
Em laboratério, valores de TLsy de M. anisopliae contra C. capitata e contra C. rosa
variaram de 4,3-6,5 dias e de 4,7-5,7 dias respectivamente, sem diferenca significativa para
as duas espécies (DIMBI et al., 2003b).

Contudo, os valores de TLsy obtidos neste trabalho, contra Z. indianus, sao
menores que os de Tefera & Pringle (2003) contra larvas de Chilo partellus (7 a 19 dias)
alimentadas com dieta artificial, sugerindo que a dieta continha substancias
antimicrobianas que inibiram a infec¢do pelo fungo. Moraga et al. (2004) também
obtiveram valores elevados de TLsy de M. anisopliae contra baratas (14,8 dias) na
concentracio de 10 conidios/mL. Utilizando um produto comercial de M. anisopliae
(Bioblast) para controlar cupins subterraneos (Coptotermes formosanus), 50% dos insetos

estavam mortos somente apos 14 dias da aplicagdo (WRIGHT et al., 2005). Por outro lado,
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formigas operdrias (Atta sexdens sexdens) tratadas com um isolado de M. anisopliae, de
Alagoas/BR, na concentracdo de 10® conidios/mL apresentaram um TLsy de 2,6 dias

(LOUREIRO & MONTEIRO, 2004).



PORTELA-SILVA, AP.A.

Infectividade de Metarhizium anisopliae ...

123 456 7 8 9 101112
Tempo (dias)

10* conidios/mL 10° conidios/mL
< 1257y --0,0096x" + 0,5003x2 - 1,3668x + < 12571 y-0,1377x- 1,8800x2 + 7,6676x -
= 100 1,3596 < 100 4,7707
g R? = 0,9801 EERE Re = 0,9862
2 50 2 50
-— ©
s & M 5 25
| DI o aSEE— S 0ttt
012345678 9101112 0123456789101 12
Tempo (dias) Tempo (dias)
10° conidios/mL 107 conidios/mL
< 12579y _.0,0986x° + 1,0293x2 - 4,7032x + < 1251y =-0,1842x° + 4,0321x? - 16,488x +
P 7,0222 < 100 19,763
LR Re = 0,9923 R Re = 0,9829
2 50 2 50
£ 25 £ 25
[=] [=]
= Ly = 0
0

123456 7 8 9101112

Tempo (dias)

108 conidios/mL
= 125 1y =-0,2361x° + 4,1202x? - 8,0193x +
< 100 6,2059
(o]
g 75
..._‘5 50
s 25
= 0 4eoe¢ 00000000000
012 3 456 7 8 9 101112
Tempo (dias)

Figura 6. Percentual médio da mortalidade de adultos de Zaprionus

indianus infectados

Metarhizium anisopliae URM?3349.

com diferentes

concentracdoes de

32



PORTELA-SILVA, AP.A.

Infectividade de Metarhizium anisopliae ...

Mortalidade (%)

10* conidios/mL

1250\ L0,0719x3 + 1,5205x - 4,4921x +
100 8 7844
75 -0,9869

50
25
0+

0 2 3 456 7 8 9 101112

Tempo (dias)

10° conidios/mL

125 y=-0,1565x + 3,3655x- 13,218 +
15791

Mortalidade (%)
o ~

Tempo (dias)

Mortalidade (%)

10° conidios/mL

125
100
75
50
25

y =-0,026x3 + 0,8798x2 + 0,4026x -
1,0846
R? = 0,9908

2 3456 7 8 9101112
Tempo (dias)

107 conidios/mL

125 Y =-0,25x% + 4,4051x2 - 9,4435x +

£ 100 5,0861

(] 2 _

S 75 R?=0,9722¢

ie)

E 50

o 25

= gl e e 000
0123 456 7 8 9 101112

Tempo (dias)

33

108 conidios/mL
125 -y =-0,1951x3 + 2,9385x2 + 0,8182x -
- 1,111
& 1004 Re =0,9813¢
§ 75 -
.
= 50
k=
S 25
o«
012 3 456 7 8 9 1011 12

Tempo (dias)

Figura 7. Percentual médio da mortalidade de adultos de Zaprionus

indianus 1infectados com diferentes

concentracdes de

Metarhizium anisopliae URM4403.



PORTELA-SILVA, A.P.A. Infectividade de Metarhizium anisopliae ... 34

A produgdo de conidios de M. anisopliae sobre adultos de Z. indianus
mortos, apds 10 dias, foi em média de 2,17 x 107 conidios/mL e de 1,99 x 107 conidios/mL
para M. anisopliae URM3349 e para M. anisopliae URM4403, respectivamente (Tabela 7).
Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa entre as linhagens utilizadas, estes
resultados sdo relevantes, como os encontrados por Dimbi et al. (2003b), onde o nimero de
conidios por mosca (Ceratitis spp.) foi aproximadamente 10° conidios/mL. Albuquerque et
al. (2005), relataram que a esporulacdo de M. anisopliae sobre cupins (Nasutitermes

coxipoensis) alcancou cerca de 10* conidios/mL.

Tabela 7. Producdo de conidios de Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium
anisopliae URM4403 sobre cadédveres de Zaprionus indianus (x10

conidios/mL).
LINHAGEM ESPORULACAO
URM3349 2,1733 A"
URM4403 1,9920 A

CV (%) = 38,757

"Média de cinco repeti¢des. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Duncan (P = 0,05).

Dados sobre a esporulacdo sdo importantes porque possibilitam estudos
posteriores sobre disseminacdo de conidios fingicos, onde insetos contaminados podem
veicular a doenga para outros insetos sadios da populagcdo. Esta técnica foi testada com
cupins alados (Coptotemes formosanus), onde operarios inoculados com M. anisopliae
conseguiram infectar aproximadamente 60% dos companheiros do ninho, apds 21 dias
(WRIGHT et al., 2005).

Os resultados sobre a patogenicidade de M. anisopliae URM3349 e de M.
anisopliae URM4403 a Z. indianus indicam o potencial destas linhagens para utilizagao
em Programa de Controle Bioldgico contra essa mosca, porém estudos posteriores
referentes a efeitos subletais, que possam afetar secundariamente a fecundidade e a
fertilidade do inseto também sao importantes para garantir sua eficiéncia, além de testes de
campo. Face aos resultados obtidos Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium
anisopliae URM4403 tém potencial para serem utilizadas em programa de Controle

Bioloégico de Zaprionus indianus.
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4.3 Aspectos morfolégicos do reisolado

Apbs o reisolamento de M. anisopliae de adultos de Z. indianus foi
analisado o comportamento do mesmo, em relacio ao padrio (linhagem fingica sem
contato com o inseto). Em todos os dias de observacdo, houve diferenga significativa entre
M. anisopliae URM3349 (padrdo) e seu reisolado, porém o crescimento de M. anisopliae
URM4403 (padrio) e seu reisolado diferiram significativamente, apenas no 3° e no 15° dia
de andlise (Tabela 8). Além disso, comparando-se o crescimento entre as linhagens, a partir
do 6° dia, foi notado que M. anisopliae URM4403 (padrdo) apresentou crescimento
superior a M. anisopliae URM3349 (padrao), porém os dois reisolados, a partir do 12° dia,
tiveram crescimento semelhante, chegando ao méximo de 6,76 cm de didmetro ao final do

experimento.

Tabela 8. Diametro da colonia (cm) de Metarhizium anisopliae URM3349 e
Metarhizium anisopliae URM4403 (padrao e reisolado) de Zaprionus

indianus.
TEMPO (DIAS) LINHAGEM

URM3349 URM4403

P’ 1,00 (A,a) ' 1,04 (Aa) "

3 R 1,57 (B,a) 1,35 (B,a)

P 1,86 (A,a) 2,52 (A,b)

6 R 2,91 (B,b) 2,60 (A,a)

o P 3,42 (A,a) 3,96 (A,b)

R 4,33 (B,b) 4,00 (A,a)

0’ P 4,14 (A,a) 5,14 (A,b)

R 5,64 (B,a) 547 (A,a)

15 P 5,32 (A,a) 6,00 (A,b)

R 6,55 (B,a) 6,76 (B,a)

CV (%) =5,73

"Média de cinco repeticdes Médias seguidas de mesma letra, maitiscula na coluna e mindscula na
linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P = 0,05).
2p= padrdo, R= reisolado
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Ferreira (2000) observou que M. anisopliae apresentou crescimento
maximo (7,90 cm) a temperatura de 28° C, em BDAN, apds 15 dias de experimento, porém
neste trabalho, o fungo padrdo alcancou, no maximo, 6,00 cm de didmetro, indicando a
variacdo comportamental existente entre as linhagens, como jd foi observado
anteriormente. Por outro lado, Nascimento (2003) ndo observou diferenca entre o reisolado
e seu padrdo (M. anisopliae) no que se refere ao didmetro da colonia. Além disso, os
valores obtidos pelo autor foram menores (3,07 cm) do que os deste trabalho, aos 12 dias
(5,14 cm). Porém, Feij6 (2004) relatou que o didmetro da coldnia do reisolado foi maior do
que o padrdo, aos 15 dias. Do mesmo modo, Maciel et al. (2005) também constataram que
o crescimento colonial de B. bassiana foi maior pds-passagem pelo inseto, demonstrando
assim que ocorreu revigoramento ftingico.

Todas as colonias de M. anisopliae observadas apresentaram coloracdo
esverdeada e aspecto pulverulento (Figura 8), caracteristicas da espécie (LUNA-ALVES
LIMA, 1985; FERREIRA, 2000). As estruturas vegetativas e reprodutivas presentes em M.
anisopliae também foram analisadas, antes e apds a passagem em Z. indianus, em periodos
de 24, 48, 72 e 96 horas. As estruturas vegetativas e reprodutivas dos reisolados nao
diferiram do padrdo, conforme constatado por Nascimento (2003) e por Feij6 (2004).

No primeiro dia de andlise foi observado pouco crescimento micelial no
fungo padrdo e no reisolado; apds 48 horas, estavam presentes abundantes apressorios
(Figura 9), que sdo estruturas envolvidas no processo de fixacdo e infeccdo dos fungos
entomopatogénicos (ALVES, 1998). No fungo padrao, os conidi6éforos foram observados a
partir das 72 horas, porém, nos reisolados, a partir do segundo dia ji eram observados
conidiéforos simples e as 72 horas, abundantes conidiéforos ramificados e conidios
cilindricos (Figura 10), tipicos da espécie (LUNA-ALVES LIMA, 1985; SILVA &
LUNA-ALVES LIMA, 2002; SILVA, 2004). Também foram encontradas anastomoses de
hifas (Figura 11), tanto no padrdo quanto no reisolado, o que € importante para iniciar o

ciclo parassexual, pelo estabelecimento do heterocario (AZEVEDO, 1998).
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Figura 8. Colonias de Metarhizium anisopliae URM3349 (padrdo)
(a) e Metarhizium anisopliae URM4403 (padrao) (b),

apo6s 15 dias de crescimento em BDA, a 28° C.

Figura 9. Apressérios de Metarhizium
anisopliae URM3349, apds 48
horas, em BDA, a 28° C (640X).
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Figura 10. Conidiéforos ramificados de
Metarhizium anisopliae
URM3349 reisolado de
Zaprionus indianus, apos 96
horas, em BDA, a 28° C
(640X).

Figura 11. Anastomoses de hifas em

Metarhizium anisopliae
URM3349, apés 48 horas, em
BDA, a 28° C (640X).
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5. CONCLUSOES

®  Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium anisopliae URM4403 nao
afetam o tempo de desenvolvimento das larvas de Zaprionus indianus, nas

condic¢des deste trabalho;

® Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium anisopliae URM4403
apresentam acdo patogénica sobre larvas de Zaprionus indianus, diminuindo a

emergéncia de adultos;

® Metarhizium anisopliae URM3349 e Metarhizium anisopliae URM4403 sao
infectivos a adultos de Zaprionus indianus, sendo que Metarhizium anisopliae

URMA4403 é o mais virulento.
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