Efeito de fungos entomopatogénicos em ninfas de Periplaneta americana
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INTRODUGCAO - Periplaneta americana é uma barata sinantropica de importancia médico-
sanitaria, que produz alérgenos capazes de induzir asma e outras alergias e ainda disseminar
patdgenos causadores de doengas infecto-contagiosas em ambiente hospitalar (Fathpour et al.
2003, Sarinho et al. 2004, Vahabi et al. 2007). Os inseticidas quimicos sdo produtos de
primeira escolha e 0s mais difundidos no combate as baratas (Miller et al. 2003). Contudo o
uso permanente de compostos quimicos tem sido continuamente questionado devido aos
resultados insatisfatorios, contaminagdo do ambiente e intoxicagdo de pessoas (Alarcon et al.
2005). Fungos entomopatogénicos tém sido utilizados na agricultura, no controle integrado
de pragas com resultados promissores, mas ainda ndo ha& produtos a base de fungos
entomopatogénicos disponiveis para uso em baratas sinantropicas ou para quaisquer outros
insetos pragas urbano (Junior et al. 2008). Até hoje existem poucas informacgdes publicadas
sobre o efeito de fungos em baratas. Os trabalhos relataram em grande parte o sinergismo
entre produtos quimicos e Metarhizium anisopliae em adultos de Blatella germanica (Kaakeh
et al. 1997, Zurek et al. 2002, Quesada-Moranga et al. 2004, Adebi & Dayer 2005). Para
nosso melhor conhecimento, at¢é o0 momento h& apenas um Unico trabalho sobre fungos
entomopatogénicos e P. americana que reporta o efeito de Beauveria bassiana nessa espécie
(Mohan et al. 1999). Atualmente ndo ha alternativas a inseticidas quimicos para combater
baratas bem como informacdes sobre quais espéecies e/ou géneros possuem potencial para
controle de P. americana. Assim, no intuito de conhecer o potencial de fungos
entomopatogénicos em P. americana, avaliou-se o efeito de 11 fungos pertencente a sete

géneros diferentes em ninfas de P. americana.



METODOLOGIA

Origem e criacédo de P. americana - A criagdo de P. americana foi originada de
adultos capturados na cidade de Goiania, Goias, Brasil em 2009. Os insetos foram criados sob
condicdes de laboratorio, em caixas plasticas (30 x 30 x 30 cm) com até 50 casais cada. Em
cada caixa foram colocadas quatro bandejas para ovos de galinhas (10 x 10 x 10 cm)
sobrepostas destinadas ao esconderijo e sitio de posi¢do de ootecas. As caixas foram vedadas
com filé para impedir fuga e propiciar aeracdo. Os insetos foram mantidos a 25 + 1°C, 70 +
10 % umidade relativa (UR) e fotofase natural. As baratas foram alimentadas com racao seca
comercial para gatos previamente triturada e com agua fornecida atraves de algoddo
umedecido acondicionado em copos plasticos (200 ml). As ootecas foram retiradas do
substrato e acondicionadas individualmente em placa de Petri (40 x 11 mm) e incubadas em
incubadora prépria, a 30 £ 2°C até eclosdo das ninfas. As ninfas foram transferidas para caixa

plastica (30 x 30 x 30 cm) e mantidas sob as mesmas condic¢des dos adultos.

Origem e cultivo dos fungos - Foram utilizados os fungos Beauveria bassiana (IP 3),
B. bassiana (IP X), Isaria farinosa (ARSEF 1065), I. cateniobliqua (ARSEF 6244),
Metarhizium anisopliae (IP 46), M. robertsii (IP 34), M. frigidum (ARSEF 4561),
Paecilomyces lilacinus (IP 320), Simplicillium lanosoniveum (ARSEF 8822), Sporothrix
insectorum (IP 268) e Tolypocladium cylindrosporum (ARSEF 962), provenientes da
colecdo do Instituto de Patologia Tropical e Saude Pablica (IPTSP) Brasil e do acervo do
USDA-ARS Robert W. Holley Center for Agriculture and Health, USA. Os fungos foram
cultivados em meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar) distribuido em placas de Petri
(100 x 20 mm), mantidos a 25 + 1°C, 75 £ 10% UR e fotofase de 12 h durante 15 dias.

Preparo do formulado em 6leo-agua - Conidios de cada fungo foram raspados com
uma espatula da superficie do meio de cultura, transferidos para tubos de vidro contendo 10
ml de Tween 80 (0,1%) e pérolas de vidro, agitados em vortex por 3 min, filtrados através de
algoddo hidrofilo e a concentracdo definida pela contagem de conidios em camara de
Neubauer. Os conidios foram formulados em 10% de 6leo vegetal emulsionavel (Graxol®) na
concentracdo final de 10° conidios/ml. No inicio de cada experimento, a viabilidade dos

conidios (> 90 %) foi confirmada pela inoculacdo de 100 ul da suspensdo de conidios, em



placa de Petri contendo meio SDAY (Sabouraud dextrose agar levedura), incubados a 25 +
1°C por até 24 h.

Preparo de ninfas para bioensaio, aplicacdo de formulado e incubacéo - Ninfas
(N1) com 24 a 72 h ap6s a eclosdo foram colocadas em placas de Petri com papel filtro estéril
e expostas a 4°C por 20 minutos, para diminuir a movimentacdo durante o tratamento. Através
de uma micropipeta semiautomatica 0,5 ul de formulado foi aplicado sobre a regido dorsal do
térax e abdome de cada ninfa, resultando numa dose final de 5x10* conidios/ninfa. As ninfas
de controle foram tratadas apenas com formulado 6leo-a4gua. As placas com as ninfas foram
acondicionadas a 25 + 1°C e > 98% UR. As ninfas foram alimentadas com racdo seca
comercial para gatos (Whiskas®) (0,5 g) previamente triturada e agua através de algodéo
umedecido (0,1 ml), ambos fornecidos em copos de aluminio (1 ml). A mortalidade foi
verificada diariamente por 25 dias. Ninfas mortas foram transferidas para cdmara imida a 25
+ 1°C e avaliado o crescimento de fungo na superficie por até 15 dias.

Analise dos resultados - Seis repeti¢cbes independentes, para ninfas e ootecas, cada
uma usando nova cultura de fungo foram realizadas. A mortalidade relativa acumulada de
ninfas foi transformada em arcsin e examinada com Analise de Variancia (ANOVA) e teste
de comparacao multipla Student-Newman-Keuls-Test (SNK). As médias foram consideradas

significativamente diferentes com P < 0,05.

RESULTADOS - Em geral, ninfas, imediatamente ap0ds aplicagéo tépica do formulado
6leo-4gua com ou sem conidios, iniciaram um comportamento de limpeza de seus proprios
corpos. Durante cinco a 10 minutos as ninfas, passaram sucessivas vezes, suas antenas
primeiramente sobre a superficie corporal e depois pelo seu aparelho bucal. Nos dias
seguintes ninfas tratadas com B. bassiana IP X, M. robertsii IP 34 e M. anisopliae IP 46
demostraram sintomas de paralisia, que resultaram na morte de uma parte dos insetos
tratados. Primeiras ninfas mortas foram encontradas com dois dias pés tratamento com IP X,
IP 34, IP 46, B. bassiana IP 3, M. frigidum e P. lilacinus. Nenhuma mortalidade foi obtida
com |. cateniobliqua, I. farinosa, S. lanosoniveum, S. insectorum, T. cylindrosporum e o
controle. Um efeito altamente significativo dos fungos testados na mortalidade acumulada foi
detectado para ambos, 10 e 25 dias de incubacdo (Fios5 > 18,3; P < 0,0001). O crescimento

de micélio sobre os insetos mortos iniciou apds terceiro dia de incubagdo em camara Umida



em regides intersegmentais das patas e antenas. A maioria das ninfas (> 91,5 %) que morreu
apos a inoculagdo de B. bassiana spp, Metarhizium spp e P. lilacinus desenvolveu conidios

sobre os individuos mortos nos dias seguintes.

DISCUSSAO - B. bassiana, M. anisopliae e M. robertsii provaram ser patogénicos
para P. americana. Até agora havia somente um unico estudo publicado que demonstrou a
entomopatogenicidade de um fungo (B. bassiana) em adultos de P. americana (Mohan 1999).
Todos os outros fungos testados no presente estudos foram considerados ndo patogénicos para
P. americana, mas € importante notar que podem existir isolados patogénicos de espécies que
ndo foram patogénicas para P. americana, ou isolados de B. bassiana, M. anisopliae ou M.
robertsii com maior viruléncia contra esta barata que foram revelados nos isolados testados
aqui. A reducdo da eficacia de fungos em ninfas pode estar relacionada com o comportamento
de limpeza que foi notadamente estimulado pela formulacdo oleosa. Os dados obtidos no
presente estudo e em outros, sugerem que fungos como B. bassiana e Metarhizium spp
eventualmente tem um papel importante como antagonistas de P. americana e de outras
baratas (Kaakeh et al. 1997, Mohan 1999, Zurek et al. 2002, Quesada-Moranga et al. 2004,
Adebi & Dayer 2005). A distinta variabilidade intraespecifica e intragénica da viruléncia de
B. bassiana e Metarhizium contra ninfas, enfatiza a importancia de um screening de amplo
espectro com diferentes espécies e géneros de fungos, especialmente se ha somente poucas
informacdes sobre a especificidade e viruléncia de fungos entomopatogénicos ou isolados

contra uma espécie alvo, como a P. americana.

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS - De acordo com os dados obtidos
no presente estudo os fungos M. anisopliae IP 46, M. robertsii IP 34 e B. bassiana IP X séo
patogénicos para ninfas de P. americana e possuem potencial para o controle bioldgico de P.
americana. Futuros esforcos devem centrar-se sobre a viruléncia dos fungos do género

Beauveria e Metarhizium.
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