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Resumo

Este trabalho permitiu a constru¢ao de um modelo estatistico para a
adesio de conidios do fungo Metarhizinm anisopliae diante de diferentes
niveis de concentra¢ao e tempo, além de avaliar seu potencial para o
controle do cascudinho (Aphitobins diaperinus), importante praga da
avicultura, causadora de danos as aves pelos ferimentos no trato
digestivo e pela transmissao de varias doengas. O estudo da adesiao
sobre o tegumento ¢ de grande importancia, pois a adesdo representa
um evento complexo, sendo o primeiro do ciclo das relagdes
patégeno-hospedeiro que ocorre apds a deposicio do fungo sobre o
inseto e visa a preparagao do local para a fase de penetracgao. Insetos
adultos do cascudinho foram expostos a trés concentragdes do fungo:
1x10%, 1x10° e 1x10° conidios/mL, sendo 5, 10 e 15 minutos de
exposi¢do em cada concentracio. Para verificar o potencial de controle
de M. anisopliae, os insetos foram colocados para caminhar sobre uma
massa de conidios crescida em meio BDA por 10 minutos, resultando
num potencial de indculo de 8,1x10° conidios/ml., a mortalidade foi
avaliada durante 21 dias consecutivos, onde se verificou uma
mortalidade de 74% em larvas ap6s 48h, e 50% de mortalidade em
adultos apos 15 dias de exposi¢ao ao fungo. A analise de variancia
(ANOVA) mostrou que existe influéncia e interagdo de ambos os
efeitos: concentragao e tempo.
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Introducao

A avicultura comercial brasileira
representa um importante setor na economia
nacional, sendo formada pelos setores de
aves de reprodugio, de producio de ovos
de mesa e de producio de carne. Além do
suprimento de alimentos de qualidade a
populacio brasileira, ela desempenha um
papel internacional significativo: sendo o
terceiro produtor mundial ¢ o segundo
maior exportador. No Brasil a avicultura tem
gerado elevada participagio no PIB
brasileiro respondendo por 1,2% do que é
produzido no pais.

Segundo De Las Casas et al.', o
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cascudinho, Aphitobius diaperinus, representa
grandes prejuizos a avicultura causando
danos as aves e resultando em perdas de
producio. Esta espécie se origina em regides
tropicais e infesta os galpdes de aves
domésticas, reduzindo a conversao alimentar
das aves jovens por provocar ferimentos no
sistema digestério, uma vez que é ingerido
em grande quantidade juntamente com a
racao balanceada. Além disso, os besouros
foram considerados capazes de reservarem
diversos agentes infecciosos como Salnonella,
Aspergilus spp., Streptococcus spp., etc e
transmititem doencas como Newecastle,
Influenza Aviaria, Doenca Bursal Infecciosa,
Doenca de Marek.>>*



Em pafses de clima temperado o
Alphitobius diaperinus é considerado uma praga
estrutural devido aos danos causados por
seu habito de antes da pupagdo perfurar as
placas do poliuretano e do poliestireno,
materiais utilizados nas paredes das vertentes
para a isolacdo térmica.>®

O controle deste inseto é uma
necessidade, pois propiciaria a diminui¢ao
de custos e aumentaria a produgdo e a
qualidade do produto final oferecido ao
consumidor. Estes aspectos reforcam a
necessidade do seu controle, que nao é facil,
por tratar de uma espécie dispersora capaz
de adaptar sua fisiologia e seus habitos as
condi¢des existentes nos galpoes de frango,
os quals constituem uma extensdo do seu
habitat natural. O sistema intensivo de
produciao avicola oferece condigdes
favoraveis para seu desenvolvimento, visto
que o inseto encontra no interior do aviario,
abundancia de alimento, umidade e
temperatura elevada e locais para se abrigar
e reproduzir.”®

O uso de produtos quimicos, embora
eficiente, pode causar problemas de
intoxica¢do as aves, produtor e ao
consumidor final na forma de residuos
toxicos, além de oferecer riscos ao
ecossistema local. Sendo assim, o Manejo
Integrado de Pragas (MIT) vem encorajando
a diminuicdo desses produtos e fornecendo
opcoes de controle harmonioso insetos-
praga, estabelecendo baixos niveis
populacionais de maneira que nido causem
danos econémicos.’

O grande desafio desse novo milénio
¢ buscar a evolugao, gerando tecnologias que
contribuam para o aumento da
produtividade e da competitividade do
produtor, sem causar danos ao ambiente e
comprometer os recursos naturais. Nao
obstante, o controle microbiolégico com
fungos entomopatogenicos mostra-se uma
alternativa segura de redu¢io populacional
desta praga, pois segundo Crawford,
Brooks e Arends'” os entomopatdgenos sio
in6cuos aos animais homeotérmicos.

Sengundo Burgues', o M. anisopliae
esta sendo estudado e desenvolvido como
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pesticida microbiano. O desenvolvimento de
agentes para biocontrole requer o
conhecimento das etapas envolvidas no
processo de infecgdo fungo-hospedeiro.

St. Leger et al." estudaram o processo
de adesio conidial e formacido de
apressorios de Metarhizium anisopliae que é de
fundamental importancia, uma vez que
representa o primeiro evento da relacdo
fungo-hospedeiro e visa a penetracio no
inseto. A interacdo conidio-cuticula envolve
um complexo especifico através da agao de
glicoproteinas, enzimas extracelulares e da agdo
de forcas eletrostiticas e hidrofébicas.!>™*

Esse trabalho teve como objetivo
verificar a patogenicidade da linhagem E,
de Metarhizinm anisopliae e a influéncia de
diferentes niveis de concentracio e tempo
de exposi¢do ao patdégeno no processo de
adesdo conidial.

Material e Método

Foram realizados experimentos em
laboratério utilizando-se insetos provenientes
da Granja Claudia, localizada no municipio
de Louveira - Estado de Sao Paulo. Foram
coletados insetos adultos e larvas os quais
foram mantidos em laboratério.

Utilizou-se a linhagem E, do fungo
Metarhizium anisopliae, isolada pelo
pesquisador Aires Ventura na década de 70
de Deois flavopicta. Inicialmente foram
produzidos conidios em meio BDA" e
incubados em estufa a 28°C por 10 dias.

Foram utilizados 50 insetos adultos e
50 larvas, os quais foram colocados por 10
minutos em placa de Petri contendo a
linhagem E, do fungo M anisopliae a uma
concentraciao de 8,1 x 10® conidios, sendo
em seguida individualizados em frascos
limpos e secos contendo um pouco de
alimento (farelo de trigo).

Um grupo de insetos testemunha que
recebeu o mesmo tratamento, exceto o
patégeno, foi mantido nas mesmas
condi¢oes servindo como controle.

Insetos tratados e ndo tratados foram
mantidos em estufa 2 28°C e com umidade
relativa acima de 80%, controlados durante
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21 dias, sendo feita a contagem didria dos
mortos.

Foram coletados insetos tratados com
o fungo para a avaliacio da dose efetiva
(potencial de indculo) a que foram expostos.
Destes insetos 12 foram submetidos a
lavagem intensa com espalhante adesivo,
solucio de Tweena 80 a 0,01% (v/v), em
vortex por 5 minutos e dessa solugio
aliquotou-se 1 mL e fez-se dilui¢oes seriadas.
Da maior dilui¢ao fez-se a contagem em
hematimetro (caimara Neubauer), obtendo-
se assim o numero de conidios que
efetivamente adetriram aos insetos.

Os insetos mortos foram congelados
a -20°C. Para confirmacio da causa da
mortalidade eles foram lavados durante 20
minutos em solucdo de NaHCIO a 2,5%
(v/v), depois lavados duas vezes por 15
minutos em solu¢io de Tweena 80 a 0,01%
(v/v) e em seguida lavados por trés vezes
em agua destilada esterilizada, sendo
colocados em papel filtro previamente
esterilizado para secarem. Hstes
procedimentos contribuiram para remover
possiveis agentes patologicos que poderiam
estar aderidos ao tegumento externo dos
insetos e larvas. Os insetos foram entdo
colocados em placas de Petri contendo meio
BDA", as quais foram levadas para a estufa
auma temperatura de 28'C, onde se analisou
apos 48 a 72 horas se houve crescimento
do fungo.

Para a analise da adesio dos conidios
sobre o cascudinho o experimento foi
delineado como um fatorial 3x3, onde os
insetos foram expostos a trés niveis de
concentragbes do fungo sendo C =1x10°,
CZlelo6 e C3:]X109 conidios/mlL em
placa de Petri contendo papel de filtro por
onde caminharam por T =5 min, T,=10
min e T,=15 min em cada concentragio.
Foram realizadas trés repeti¢oes aleatorias
com sete insetos em cada concentracio e
tempo.

Os insetos foram acondicionados em
tubos de ensaio e congelados a -20°C. Em
seguida foram lavados em solugido de
Tweena 80 a 0,01% (v/v) em vortex por 5
minutos sendo feita a contagem dos conidios
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em hematimetro (camara Neubauer). Os
dados obtidos foram analisados através da
regressio com variavel Dummy'® e ANOVA
deste modelo. A modelagem foi realizada
através do software Minitab 15%.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos nos testes de
patogenicidade da linhagem E, de M. anisopliae
mostraram o potencial entomopatogénico
deste fungo sobre o cascudinho, resultando
numa mortalidade de 98% em larvas e 62%
em insetos adultos, o que evidencia a
potencialidade deste deuteromiceto para ser
testado em programas de controle
microbiano, pois ja ¢ de amplo
conhecimento seu largo espectro de acio
sobre muitos insetos pragas.'’

Dos insetos coletados para calculo do
potencial de indéculo obteve-se 9,1 x 10°
conidios/mL para as larvas e 2,2 x 10°
conidios/mlL para os insetos adultos.

Para o teste de adesdo, a analise de
Variancia mostrou que houve efeito
significativo da intera¢io tempo X
concentracao. Influéncia da concentracio e
do tempo (p=0,000, significativo a= 5%,
porém com o teste de interacio mostrando
significancia s6 se pode avaliar a adesdo frente
a combinac¢io dos niveis de concentragao e
tempo.

Durante a andlise de residuos desse
modelo foi verificado a necessidade de
transformacao Ln (logaritmo neperiano) na
variavel do “N° de conidios”, atendendo
assim a pressuposicio de homocedasticidade da
variancia do modelo, bem com as outras
pressuposicoes: normalidade e independéncia.'®

Aos dados transformados aplicou-se
uma analise de variancia para o modelo de
regressdo. O resultado desta analise ¢
apresentado na tabela 1, onde se constata:
o valor de F para Concentra¢do foi de
6947,54*, significativo. Constata-se também
que houve efeito de tempo, F = 327,45%, ¢
de interagdo de concentragio e tempo, F=
*7,065. A analise mostra que o nimero de
conidios variou significativamente nas
concentragdes em estudo, e que as condi¢des



de tempo de exposicio utilizado neste
trabalho  apresentaram  diferencas
estaticamente com relagao ao ndmero de
conidios aderidos.

A analise de regressio apresentada na
tabela 1 mostra que o modelo com a
transformacao logaritma, além de atender
todas as pressuposi¢des exigidas para a
validacao, foi altamente significativo
(P<0,0001) e obtendo ainda um elevado
coeficiente de determinacio (R*= 99,98%),
demonstrando um excelente ajuste das
variaveis.

A tabela 1 denota que os niveis das
diferentes de concentracbes provocam
efeitos significativos no Ln (N°conidios
aderidos). O tempo, que é uma variavel
regressora, também exerceu influéncia
significativa sobre a varidvel resposta. E a
interagdo significativa entre os niveis de
concentragdo e o tempo de exposicdo
denota que a influéncia do tempo ¢é alterada
dependendo do nivel de concentragao.

A equagdo do modelo encontrado
pode ser escrita da seguinte forma:
Ln (N° conidios) =

8,326 6’049(c1:1()3)+ 2’562(c2:106)+
0,061-Tempo + 0,018 ~Tempo,,_,
Interpretagao:

0 primeiro parametro estimado
(8,320) refere-se a média geral do Ln (N°
Conidios);

- 0 segundo refere-se a varidvel
Dummy, sendo o efeito diferencial devido
a Concentracao Cl;

* o terceiro refere-se também a
variavel Dummy, sendo o efeito diferencial
devido a Concentracio C2;

*0 quarto ¢ o coeficiente angular geral
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da concentracio);

* 0 quinto ¢ o efeito de interagio
(Concentracao e Tempo de exposi¢ao), isto
¢, o incremento do coeficiente angular para
o Tempo devido a Concentragdo C2.

Em outras palavras, utilizando um
unico modelo com variavel Dummy, foram
extra{dos os modelos de regressdo para os
trés niveis de concentrago, apresentados na
figura 1:

*Modelo para C1: 2,277 + 0,061-Tempo,
* Modelo para C2: 10,888 + 0,079 -Tempo;

* Modelo para C3: 11,813 + 0,061-Tenzpo.

Assim constatou-se que o efeito de
concentragdo ¢ significativo devido aos
diferentes interceptos e que a variavel tempo
tem influéncia sobre o Ln (N°conidios
aderidos) devido a significancia dos
coeficientes angulares. E ainda, a intera¢do
significativa entre concentra¢do e tempo
resultou num incremento do coeficiente
angular do modelo da concentracao C2, ou
seja esta reta ajustada nao é paralela as dematis.
Isto é, o efeito do tempo sobre o Ln
(N°conidios aderidos) é maior ainda na
concentra¢do C2, quando comparada as
demais concentracdes como se pode
constatar na figura 1. A ilustragdo
grafica desse modelo é analoga ao grafico

da figura 1.
Conclusoes

A linhagem E; do fungo
entomopatogenico Metarhizinm anisopliae
mostrou-se altamente patogénica ao
cascudinho (Aphitobius diaperinus).

Para a adesao foi mostrada a influéncia
significativa da concentracdo e tempo de

para [(0) Tempo de eXpOSigﬁ.O (independente exposigao 20 patégeno_ Para as
Tabela 1 - Andlise de variancia para o modelo de Regressao com variavel Dummy
Causa da . .
variagdo GL SQ SQ-ajuste QM-ajuste F
Concentragdo 508,01 71,14 35,57 6947,54%
Tempo 1 1,68 1,68 1,68 327,45%
Concentragao 2 0,08 0,08 0,04 7,65%
x Tempo
Residuo 21 0,11 0,11 0,01
Total 26 509.87

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, n. 5, p. 348-353, 2008



352

=

Concenrasdn
(conidiosiL)
1000

[

______ Zom | |- oo
e 100000000

=]

In {N° conidios aderidos)
o w

S

2
50 75 100 125 150
Tempo (min)

Figura 1 — Representacao grafica de dispersao do Ln
(N° conidios) em fungcdo do Tempo e
da Concentragao

concentragdes menores (1 x 10%) observou-
se a ndo influéncia do tempo de exposicao
sobre a adesiao e para as maiores houve
grande influéncia, mostrando ainda, que a
melhor combinacido de concentracio e

tempo de exposi¢ao que fornece maior
eficacia com relacdo a capacidade de
aderéncia é a de maior concentracdo e
tempo.

HEsses resultados indicam a
possibilidade da implementacio de novas
tecnologias de controle desta praga,
objetivando um menor custo financeiro e
impacto ambiental, além de agregacio de
valor a produgdo avicola.
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Analysis of entomogenous fungus Metarhizium anisopliae to control

Alphitobius diaperinus in poultry buildings.
Abstract

This present research work has allowed a statistical modeling for
conidial adhesion and the potential fungus Mesarhizinm anisopliae ability
to lesser the mealworm Alphitobius diaperinus control, that is an
important pest of poultry production, which causes damage to the
birds by the development of injuries in the digestion tract, and yet it
serves as vector of many avian pathogens. The study of the host
cuticle adhesion is very important, whereas the adhesion process
represents a complex event, as it is the first occurrence in the pathogen-
host cycle, taking place after fungus deposition on the insect, aiming
the penetration phase. Adult insects of A. diaperinus were exposed to
three concentrations of the fungus: 1x10°, 1x10° ¢ 1x10° conidia/mL,
for 5,10 and 15 minutes of exposition to each conidial concentration.
In order to verify the ability control of M. anisopliae, the insects were
forced to the displacement on the conidial mass growth onto PDA
medium for 10 minutes, resulting in a 8,1x10° conidia/mL inocullum
potential, and the mortality was monitored during 21 days, obtaining
74% of mortality in larvae after 48h and 50% of mortality in adults
after 15 days, under fungus exposition. ANOVA has showed that
there is influence and interaction between both effects: concentration
and time.
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Microbiological control.
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