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Effect of Temperature and Poultry Litter in Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizium anisopliae
(Metsch) Virulence against the Lesser Mealworm Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae)

ABSTRACT - This study was carried out to evaluate the influence of temperature and poultry
litter on germination vegetative growth virulence and conidial production of Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. and Metarhizium anisopliae (Metsch.) isolates on larvae and adults of the lesser
mealworm (Alphitobius diaperinus) (Panzer). The vegetative growth and conidial production
were evaluated on culture media. Virulence was studied submerging larvae and adults in a conidial
suspension (1 x 10® conidia/ml). All the experiments were carried out in growth chamber (26°C
and 32°C and 14h photophase). Fungus-killed insects were daily collected and used for microscopic
conidial counts. The poultry litter effect was evaluated by submerging the insects in a fungal
suspension (10% conidia/ml) and then transferring them to cups containing poultry litter (new
and used). B. bassiana isolates were more sensitive than M. anisopliae to high temperature
because conidia viability, vegetative growth and virulence were negatively affected (P < 0,05).
The conidial production was higher to B. bassiana in 26°C (7 to 11 x 10® conidia/larval cadaver
and 8 x 108 conidia/adult cadaver) (P < 0,05). Larval stage was about 10 times more sensitive to
M. anisopliae at 26°C than adults stage. Regarding B. bassiana, differences on sensitivity between
larval stages and adults were not observed at this temperature. However, at 32°C, larval stage
was more sensitive for CB116 and UELS50 isolates. Mortality was higher when larvae and adults
(15.7 and 66.7% respectively) were treated by B. bassiana and maintained on new poultry litter
at 26°C) (P < 0,05).

KEY WORDS: Entomopathogenic fungus, microbial control, animal production

RESUMO - O estudo avaliou a influéncia da temperatura ¢ de cama nova ¢ usada na germinagao,
crescimento vegetativo, viruléncia ¢ produc@o de conidios de isolados de Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) sobre larvas e adultos do cascudinho Alphitobius diaperinus
(Panzer). O crescimento vegetativo e a producao de conidios foram avaliados em meio de cultura.
Para a avaliagdo da viruléncia os insetos foram tratados com suspensdes contendo 1 x 10% conidios/
ml. Os experimentos foram realizados em camara B.O.D. (26°C e 32°C e 14h de fotofase). Diariamente
os insetos mortos foram coletados para quantificagdo da produg@o de conidios. Para avaliagdo das
camas, ap0s a inoculagao, insetos foram transferidos para recipientes contendo cama de aviario (nova
e usada). Os isolados de B. bassiana foram mais sensiveis a temperatura elevada em relagdo aos
isolados de M. anisopliae no que se refere a viabilidade, crescimento vegetativo e viruléncia (P <
0,05). A conidiogénese também foi maior para B. bassiana a 26°C (7 a 11 x 10® conidios/cadaver
larval e 8 x 108 conidios/cadaver adulto) (P < 0,05). O estagio larval foi, em média, cerca de 10 vezes
mais suscetivel aos isolados de M. anisopliae, a 26°C, que os adultos. Em relagdo a B. bassiana, ndo
foi observada diferenca na suscetibilidade entre larvas e adultos nessa temperatura. Entretanto, a
suscetibilidade a 32°C foi maior para as larvas, com os isolados CB116 ¢ UEL50. A maior mortalidade
ocorreu quando larvas e adultos foram tratados com B. bassiana e mantidos sobre a cama nova ¢ a
26°C (15,7% e 66,7%, respectivamente) (P < 0,05).

PALAVRAS-CHAVE: Fungo entomopatogénico, controle microbiano, producdo animal
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O besouro Alphitobius diaperinus (Panzer), conhecido
como cascudinho, ¢ um dos grandes problemas da avicultura
mundial e, embora seja conhecido como praga secundaria
de farinhas, ragdes e derivados de graos armazenados,
adaptou-se as condigdes dos aviarios, onde se alimenta de
racdo, fezes ¢ de animais mortos (Mcallister et al. 1995).
Estes insetos podem causar perdas econdmicas a avicultura
por afetarem o desenvolvimento inicial das aves, pois sdo
ingeridos em grande quantidade no lugar da ragdo
balanceada, podendo afetar o ganho inicial de peso, além
de causar ferimentos no trato digestivo. So também fonte
de in6culo e potenciais transmissores de bactérias, virus,
fungos, protozoarios e platelmintos parasitos (Vaughan &
Turner 1984, Avancini & Ueta 1991, Despins & Axtell 1995,
Mcallister et al. 1995, Chernaki-Leffer et al. 2002).

A limpeza freqiiente do aviario, com remog¢ao da cama
apos a retirada dos animais, ¢ uma das formas de reduzir o
numero de insetos, embora seja cara ¢ trabalhosa (Steelman
1996). Assim, o uso de inseticidas quimicos e o manejo do
ambiente sdo os mais adequados e utilizados pelos
produtores, pois os inseticidas podem ser aplicados
diretamente no piso, paredes e colunas do avidrio, apos a
limpeza (Axtell & Arends 1990). Contudo, pelo fato de serem
toxicos também as aves, os tratamentos devem ser feitos
somente ao final do ciclo de criago, o que limita essa tatica
de controle.

O controle bioldgico pode ser uma alternativa viavel,
principalmente pela seguranga as aves, pois fungos, virus,
bactérias ¢ nematoides entomopatogénicos sdo considerados
seguros tanto para o homem como para o ambiente (Pereira
& Alves 1998). Além disso, a permanéncia desses
organismos no ambiente ¢ potencialmente maior do que a
dos produtos quimicos (Crawford et al. 1998).

Especificamente em relagdo ao cascudinho, a ocorréncia
natural de fungos entomopatogénicos em populacdes do
inseto em aviarios, ja foi registrada nos EUA por Steinkraus
etal. (1991), que relataram epizootias de Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. No Brasil, Alves et al. (2004, 2005) isolaram
Metarhizium anisopliae (Metsch.) e Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. de adultos do cascudinho. A suscetibilidade
de larvas ¢ adultos do inseto a tais fungos entomopatogénicos
foi demonstrada em trabalhos realizados em condigdes de
laboratério, tanto no Brasil, como em outros paises
(Crawford et al. 1998, Geden et al. 1998, Alves et al. 2004,
Chernaki-Leffer 2004).

A presenca de propagulos de um patdgeno virulento sobre
um hospedeiro suscetivel ndo garante sua colonizagdo. Sdo
as condi¢des do ambiente que permitem ou ndo a germinagao
e posterior colonizac¢do do hospedeiro pelo patégeno (Alves
& Leucona 1998). Entre elas, destacam-se nos aviarios, a
temperatura, o pH da cama, a presenc¢a natural de amonia e
de outras substancias quimicas e microrganismos
saprofiticos, além da eventual ocorréncia de inseticidas,
desinfetantes e antibioticos utilizados no manejo dos
aviarios. Ainda segundo Alves & Leucona (1998), a
temperatura afeta a estabilidade dos patégenos durante o
armazenamento ¢ também seu ciclo de desenvolvimento
sobre o hospedeiro. De modo geral, a faixa favoravel de
temperatura para a aplicagdo de entomopatégenos no campo

esta entre 20°C e 30°C, porém existe uma temperatura ideal
para cada fase do ciclo das relagdes patégeno-hospedeiro.
Como os microrganismos niao possuem mecanismos
biolégicos de defesa contra grandes variacdes de
temperatura, esse fator pode ser limitante, direta ou
indiretamente, para a maioria dos entomopatoéogenos,
incluindo-se os fungos.

Estudos realizados em Cascavel, PR, visando conhecer
a dindmica populacional do cascudinho em aviarios
comerciais, indicam que a maior concentragdo de larvas e
adultos do inseto se deu no tergo anterior do aviario, regido
permanentemente ocupada pelas aves durante todo o seu
crescimento onde a oferta de alimento ¢ grande ¢ constante.
Nesta regido a temperatura média na cama ¢ de cerca de
30°C. Nos dois tercos posteriores do avidrio a temperatura
média registrada ¢ de 26°C e, a medida que as aves crescem
¢ se dispersam pelo aviario, os insetos acompanham esse
deslocamento (Uemura 2004, ndo publicado).

Assim, como forma de auxiliar futuros trabalhos de
campo visando o controle do cascudinho com aplicagdo de
fungos entomopatogénicos, desenvolveu-se a pesquisa com
0 objetivo de determinar o efeito da temperatura sobre a
viabilidade, crescimento vegetativo, viruléncia e producdo
de conidios de isolados de B. bassiana e M. anisopliae,
previamente selecionados para o controle do inseto e o efeito
da cama nova e usada na eficiéncia de B. bassiana contra
larvas e adultos do cascudinho.

A escolha das temperaturas para os experimentos ndo
foi feita priorizando o melhor desenvolvimento dos fungos,
mas sim as condigdes reais de sua futura aplica¢do nos
aviarios, como condi¢do fundamental para o controle da
praga em questdo.

Material e Métodos

Foram utilizados os isolados UEL50 ¢ CB116 do fungo
Metarhizium anisopliae (Metsch.) e UNIOESTEO02 e UEL25
do fungo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., todos
provenientes de cole¢des de entomopatogenos do Laboratdrio
de Zoologia da Unioeste, Campus de Cascavel, PR, do
Instituto Bioldgico de Sao Paulo e do Departamento de
Agronomia/UEL/PR.

Viabilidade dos conidios. Placas de Petri contendo agar-
agua + 0,05% de tetraciclina foram inoculadas com 0,1 ml
de uma suspensdo contendo 1 X 10° conidios/ml, sendo
preparadas quatro placas por tratamento (quatro isolados e
duas temperaturas de incubag@o), de forma que cada uma
das placas constituiu uma repeticdo. Em seguida, as placas
foram incubadas por 16 horas a 26°C e 32°C, avaliando-se
apos esse periodo a porcentagem de conidios germinados e
nao germinados, utilizando-se microscopio 6ptico com
aumento de 400 vezes, contando-se 200 a 500 conidios por
placa.

Crescimento vegetativo. O crescimento foi avaliado em
placas de Petri com meio de cultura para produgao de esporos
(Alves et al. 1998), sendo inoculada a superficie do meio
em trés pontos eqiiidistantes, com conidios dos isolados a
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serem avaliados e o nimero de placas foi 0 mesmo utilizado
anteriormente. As placas foram incubadas nas mesmas
condicdes citadas anteriormente. Apds 10 dias, foram feitas
duas medig¢des perpendiculares nas coldnias, obtendo-se o
diametro médio.

Producio de conidios em meio de cultura. As coldnias
obtidas anteriormente foram colocadas individualmente em
tubos de vidro contendo 4dgua destilada + espalhante adesivo
Tween 80 (0,01%). Em seguida, com auxilio de um pincel,
os conidios da superficie das mesmas foram removidos ¢
obtidas suspensdes que foram agitadas em vortex por um
minuto e, a seguir, o0 nimero de conidios foi quantificado
em camara de Neubauer.

Viruléncia de isolados de M.anisopliae e B. bassiana para
larvas e adultos do cascudinho. Larvas e adultos de
cascudinho foram transferidos para copos plasticos
descartaveis onde foram imersos em 1,0 ml de uma
suspensdo contendo 1 X 10® conidios/ ml por 10 segundos,
sob agitagdo leve e constante. Para cada um dos isolados ¢
temperatura (26°C e 32°C) foram utilizadas quatro
repetigdes de 15 larvas e 15 adultos do inseto.

Em seguida, as larvas foram individualizadas em caixas
circulares de acrilico (2,5 cm de didmetro x 1,5 cm de altura)
e os adultos em placas de Petri, ambas contendo papel filtro
e racdo esterilizada para frangos.

As caixas e as placas foram fechadas, armazenadas em
potes plasticos tampados contendo espuma de poliuretano
umedecida, e incubados em camaras B.O.D (26°C e 32°C,
ambas com 14h de fotofase).

Os insetos foram observados diariamente durante 10 dias
e os individuos mortos foram retirados, imersos em alcool
70% e em agua destilada durante 30 segundos cada e
transferidos para camara umida, constituida de uma placa
de Petri com papel filtro esterilizado e umedecido com agua
destilada, e incubados a 26°C e 32°C a fim de permitir a
conidiogénese, para confirmar a mortalidade pelo fungo.

Producio de conidios em cadaveres. Foram selecionados
cinco larvas e cinco adultos de cada uma das repetigdes,
tendo como critério de selegdo a plena conidiogénese e destes
foram extraidos os conidios, imergindo-os em tubos de vidro
contendo agua destilada + espalhante adesivo Tween 80
(0,01%) sendo agitados por um minuto. Para determinar a
producdo de conidios nos cadaveres, foi realizado o mesmo
procedimento utilizado nas colodnias.

Efeito da cama nova e usada sobre a mortalidade de
larvas e adultos do cascudinho por B. bassiana. Larvas e
adultos do cascudinho foram imersos em 1 ml de suspensao
de conidios contendo 1 X 10® de conidios/ml, sendo que na
testemunha os insetos foram imersos somente em solugdo
de agua destilada + Tween 80 (0,01%), ambos foram
mantidos sob agitagdo leve e constante durante 10 segundos.

Apds a inoculacdo, os insetos foram divididos em grupos
de trés repeti¢des de 15 individuos, sendo transferidos para
caixas de acrilico (larvas) ou placas de Petri (adultos) com
o fundo recoberto por papel filtro e também para copos
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plasticos contendo cama nova e cama usada, sendo
alimentados com ragdo esterilizada para aves.

Assim, foram constituidos seis tratamentos: 1, 2 ¢ 3
formados por insetos imersos em agua destilada + espalhante
adesivo e mantidos em caixas de acrilico (larvas) ou placas
de Petri (adultos) e copos plasticos com cama nova ¢ usada,
respectivamente; ¢ 4, 5 ¢ 6 formados por insetos imersos na
suspensdo de conidios e mantidos caixas de acrilico (larvas)
ou placas de Petri (adultos) e copos plasticos com cama nova
e copos com cama usada, respectivamente. Em seguida, os
insetos foram mantidos a 26°C e 32°C e fotofase de 14h.

Dez dias apds a inoculagdo do fungo, determinou-se o
nimero de insetos mortos. Em seguida os insetos foram
transferidos para camara umida e mantidos nas mesmas
condigdes de temperatura e fotofase do experimento, por
até 10 dias, para a confirmacdo da mortalidade pelo fungo.

Todos os experimentos foram inteiramente casualizados
num fatorial 4 x 2. As médias ¢ a interagdo da temperatura ’
diferentes fungos (espécies e/ou isolados) ¢ estagio de
desenvolvimento e temperatura sobre cama nova e usada e
estagios de desenvolvimento foram analisados pelo teste F e
as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey, ambos
com 5% de significancia, utilizando-se programas estatisticos
SISVAR 4.3 e MINITAB 12.2. Quando necessario, os dados
foram transformados em arcsen/x ¢ x + 1.

Resultados e Discussao

Viabilidade dos conidios. As temperaturas de incubag@o
influenciaram a germinagdo dos conidios dos isolados de B.
bassiana, sendo que a temperatura de 26°C a germinagao
atingiu 70%, ¢ a 32°C foi totalmente inibida. Entretanto,
ocorreu atraso na germinagao dos isolados, observando-se
crescimento vegetativo do fungo a 32°C. Os isolados de M.
anisopliae, por outro lado, apresentaram 100% de
viabilidade, em ambas temperaturas (Tabela 1).

Resultados semelhantes foram obtidos por Inglis et al.
(1996), que mostraram que a 35°C a germinagdo dos
conidios dos isolados de B. bassiana foi baixa em relacao
aos isolados de M. anisopliae. Por outro lado, Ekesi et al.
(1999), testando a germinagdo desses fungos em
temperaturas entre 15°C e 35°C, verificaram que nao houve
diferenca significativa na germinagdo na faixa de 20 e 30°C,
porém, em 35°C todos os isolados apresentaram baixa
germinagao.

Crescimento vegetativo. Os fungos testados apresentaram
crescimento vegetativo em ambas temperaturas avaliadas.
Contudo, a 26°C o crescimento vegetativo foi
significativamente maior para todos os isolados a 26°C do
que a 32°C (Tabela 1). Entretanto, houve diferencas entre
os isolados a 26°C, pois UEL50 e CB116 de M. anisopliae
apresentaram maior crescimento vegetativo se comparados
aos dois isolados de B. bassiana, podendo ser este
crescimento uma caracteristica da espécie. Além disso, a
26°C houve diferenca significativa entre os dois isolados de
M. anisopliae, visto que as colonias do isolado CB116 foram
cerca de 1,3 vezes maiores do que as do isolado UEL50
(Tabela 1).
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Tabela 1. Porcentagem de germinagao e didmetro médio de colonia e numero médio de conidios/colonia de M. anisopliae
e B. bassiana incubados nas temperaturas de 26°C e 32°C e fotofase de 14h.

% de germinagio'

Diametro médio de colonia (mm?)

n® médio de conidios/coldnia®?

Isolados
26°C 32°C 26°C 32°C 26°C 32°C
M. anisopliae
UEL 50 100£0,00Aa 100+£0,00Aa 258+1,76Ba 192+120Ab 72+057Aa 34+0,66Ab
CBl116 100+£0,00Aa 100+0,00Aa 345+0,57Aa 152+185Ab 69+033Aa 0£0,00Ab
B. bassiana
UNIOESTE 02 64,6+ 1,15Ca 0+0,00Bb 12,1+0,33Ca 13+1,00Cb 02+033Ca 0+0,00Ab
UEL 25 73,6 +4,66 B a 0+0,00Bb 146+1,00Ca 7,5+033Bb 0,7+0,00Ba 0+£0,00Ab
C.V. 3,33% 12,41% 14,09%

Meédias (£EP), seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e letra mintiscula na mesma linha, ndo diferem entre si, pelo

teste de Tukey (P < 0,05).

"Dados originais apresentados; para analise estatistica os dados foram transformados em arcsen 4/ x
*Dados originais apresentados; para analise estatistica os dados foram transformados em x + 1

3Concentragdo de conidios por inseto x 10® conidios/cadaver

Da mesma forma que a 26°C, os isolados UEL50 e CB116
a 32°C apresentaram o didmetro médio de coldnia maior que
os isolados de B. bassiana. Isto pode estar relacionado a maior
sensibilidade deste fungo a altas temperaturas, visto que, de
acordo com Alves & Leucona (1998), a faixa ideal de
desenvolvimento dos isolados de M. anisopliae esta entre 24°C
e 32°C, enquanto que para os isolados de B. bassiana, a
temperatura favoravel esta entre 22°C e 26°C.

Resultados semelhantes foram obtidos por Inglis ef al.
(1996), Ekezi et al. (1999)e por Fargues et al. (1997) com o
fungo B. bassiana, que verificaram maior crescimento
vegetativo deste fungo na faixa de 25°C e 28°C.

Producio de conidios em meio de cultura. A producao de
conidios/colonia variou de acordo com a temperatura de
incubacdo, sendo maior quando os fungos foram mantidos
a26°C (Tabela 1). Observou-se também que os dois isolados
de M. anisopliae foram mais produtivos e ndo diferiram
entre si, com valores proximos a 7 x 10% conidios/colonia.
Os isolados e B. bassiana produziram cerca de 15 vezes
menos conidios.

Ressalta-se que a temperatura de 32°C, apenas o isolado
UELS50 de M. anisopliae apresentou conidiogénese, ndo
sendo esta reducao proporcional a redu¢do no diametro da
colonia, confirmando a influéncia da temperatura apenas
na conidiogénese (Tabela 1).

A comparagdo de tais resultados com os de outros
trabalhos na literatura demonstra a grande variagdo existente
entre os isolados, haja vista que Pachamuthu ez al. (1999),
Oliveira et al. (2003) e Andalo et al. (2004), obtiveram entre
4,9 x 107 a 1,6 x 10° conidios/colonia, provavelmente em
decorréncia da variabilidade genética entre os isolados.

Viruléncia de isolados de M. anisopliae e B. bassiana para

larvas e adultos do cascudinho. Os dados de mortalidade
obtidos apresentaram grande variabilidade, explicitando as
diferengas na atividade entomopatogénica dos fungos B.
bassiana (UNIOESTEO2 e UEL25) e M. anisopliae (UEL50
e CB116) nas duas temperaturas testadas. Os isolados
testados foram patogénicos em ambas as temperaturas
avaliadas. Contudo, a 26°C, a mortalidade foi maior para
todos os isolados quando comparada com a mortalidade
obtida a 32°C, tanto para larvas como para adultos. Além
disso, ndo houve diferenga significativa na mortalidade
larval nessa temperatura, para M. anisopliae. Em relagao
ao estagio adulto, na temperatura de 26°C, o isolado CB116
ndo causou mortalidade e o isolado UEL25 foi
significativamente superior em relacdo aos demais. J4 na
temperatura de 32°C, apenas o isolado UEL25 apresentou
mortalidade (26,6%) (Tabela 2).

Com relagdo a diferenca de suscetibilidade entre o estagio
larval e adulto a 26°C, observou-se que os isolados de M.
anisopliae foram, em média, cerca de 10 vezes mais efetivos
para os insetos no estagio larval que para os adultos. Em
relacdo a B. bassiana, ndo foi observada diferenca na
suscetibilidade entre larvas e adultos. Entretanto, a
suscetibilidade entre estagio larval e adulto a 32°C
apresentou maior diferenga, pois excetuando-se os isolados
UNIOESTEO2 e UEL25, os demais isolados foram
significativamente mais eficientes contra larvas, nao
causando mortalidade de adultos (Tabela 2).

Maior suscetibilidade larval do cascudinho para B.
bassiana também foi observada por Steinkraus ez al. (1991),
Crawford et al. (1998) e por Geden et al. (1998). Mais
recentemente, Chernaki-Leffer (2004) também avaliou a
suscetibilidade de A. diaperinus a fungos
entomopatogénicos, verificando também maior
suscetibilidade larval. Contudo, de maneira contraria ao aqui
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Tabela 2. Porcentagem de mortalidade confirmada (média + EP) de larvas e adultos do cascudinho (4. diaperinus) por
diferentes isolados de M. anisopliae e B. bassiana incubados por 10 dias nas temperaturas de 26°C e 32°C e fotofase de

14h.
Larva Adulto
Isolados
26°C 32°C 26°C 32°C
M. anisopliae
UEL 50 93,3 + 4,04 A a* 55,54+ 2,33 A b** 89+700Ba 0+0,00Aa
CBl116 80,0 + 4,04 A a* 68,9 + 5,92 A a** 0+0,00Ba 0+0,00Aa
B. bassiana
UNIOESTE 02 77,7+ 8,08 A a 22+7,00Cb 57,7 415,66 B a 0+0,00Ab
UEL 25 955+4,66 A a 28,9 + 5,92 B b** 822+808Aa 266+666Ab
C.V. 20,5% 18,6%

Médias (£EP) seguidas pela mesma letra maitscula dentro na coluna e letra minuscula dentro na linha, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P < 0,05) para cada estagio. Dados originais; para analise estatistica foram transformados em

arcsen Al x .

*médias com diferenga significativa na comparagdo da mortalidade entre larvas e entre adultos na temperatura de 26°C.
**médias com diferenga significativa na comparag@o da mortalidade entre larvas e entre adultos na temperatura de 32°C.

observado, os maiores percentuais de mortalidade foram
obtidos com isolados de M. anisopliae.

Um outro estudo realizado por Rohde (2004, ndo
publicado) com 58 isolados de B. bassiana e 41 de M.
anisopliae para o controle de larvas ¢ adultos de 4.
diaperinus, indicou que todos isolados de B. bassiana foram
patogénicos para larvas e adultos, ndo sendo o mesmo
observado para M. anisopliae. Além disso, verificou-se que
as larvas também foram mais suscetiveis que os adultos.

O grau de viruléncia pode variar com o patoégeno,
capacidade de replicagdo e germinag@o, inoculo, hospedeiro,
formulag@o, nutrigdo do patdgeno, entre outros (Alves &
Lecuona 1998). Também, Neves & Hirose (2005) atribuiram
essas variagdes na viruléncia entre os isolados, possivelmente
a forma de inoculacdo, a concentracdo da suspensdo de
conidios, e a variabilidade natural entre os isolados.

Os dados do presente estudo indicam que os isolados de
M. anisopliae apresentaram maior resisténcia a temperatura
de 32°C. Sendo assim, provavelmente nas areas mais quentes
do aviario, esse fungo pode ser mais eficiente no controle
dos insetos. Ja os isolados de B. bassiana, sendo mais
sensiveis a temperatura mais elevada, seriam mais eficazes
quando aplicados na regido do aviario onde se da o
crescimento das aves.

Producao de conidios de cadaveres de cascudinho. A
temperatura apresentou influéncia direta na conidiogénese
em cadaveres. A 26°C, os isolados de B. bassiana foram mais
produtivos tanto em larvas como nos adultos. Os isolados de
M. anisopliae, por sua vez, a mesma temperatura,
apresentaram valores significativamente menores, proximos
a zero, ndo sendo possivel determinar este valor pela baixa
concentracdo na suspensdo obtida. Na temperatura de 32°C,
apenas os isolados de M. anisopliae apresentaram
conidiogénese e somente em cadaveres de larvas (Tabela 3).

Os efeitos dos fatores fisicos e bidticos na conidiogénese

de B. bassiana sobre cadaveres de Cerotoma arcuata
(Olivier) foram avaliados por Fernandes et al. (1989),
mostrando que a mesma nao ocorreu a 30°C pela presenga
de outros microrganismos no cadaver, especialmente
bactérias e fungos contaminantes, como Aspergillus sp., que
favorecidos pelas temperaturas mais altas, colonizaram o
hospedeiro mais rapidamente que B. bassiana. Dessa forma,
o fungo entomopatogénico pode infectar e matar o inseto,
mas seu desenvolvimento micelial e a conidiogénese foram
inibidos por antagonismo com contaminantes,
principalmente quando as condigdes de temperatura foram
desfavoraveis ao entomopatéogeno. No presente trabalho,
também se observou em muitos cadaveres, a presenca de
Aspergillus sp., o que provavelmente afetou a produgdo de
conidios nos insetos incubados a 32°C.

Os resultados aqui obtidos sdo confirmados por estudos
feitos por Luz et al. (1998), que verificaram variabilidade
entre isolados de B. bassiana com relagdo a conidiogénese
sobre cadaveres de triatomineos, e determinaram que a
temperatura ideal de incubagao ¢ entre 20 e 25°C. De modo
semelhante, Arthus & Thomas (2001) determinaram que a
temperatura ideal para a esporulacdo do M. anisopliae, em
cadaveres de Schistocerca gregaria (Forskal) esta na faixa
de 20 a 30°C, confirmando a adaptagdo deste fungo a
temperaturas mais altas.

Comparando-se a viruléncia dos isolados com a
respectiva producao de conidios em cadaveres, verificou-se
que os isolados de B. bassiana, na temperatura de 26°C,
além de serem mais virulentos, propiciaram maior
concentragdo de conidios nos cadaveres de larvas e adultos
do cascudinho. Contudo, 0 mesmo ndo ocorreu no trabalho
de Luz et al. (1998). Segundo os autores, apesar de terem
sido verificados quatro isolados virulentos contra Triatoma
infestans (Klug), apenas um deles se destacou na produgao
de conidios em cadaveres, sendo este isolado considerado o
mais promissor para o controle de triatomineos.
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Tabela 3. Produgao de conidios de isolados de B. bassiana e M. anisopliae em cadaveres de cascudinho 4. diaperinus.

Temperaturas de 26°C e 32°C e fotofase de 14h.

Larva Adulto’

Isolados

26°C 32°C 26°C 32°C
M. anisopliae
UEL 50 1,5+033Ca 0,4+0,18 A a** 0+0,00Ba 0+0,00Ba
CBI16 1,6+033Ca 0,5+ 0,04A a** 0+0,00Ba 0+0,00Ba
B. bassiana
UNIOESTE 02 11,5+ 4,09 A a* 0+0,00Ab 82+0,88Aa 0+0,00Ba
UEL 25 73+120ABa 0+0,00Ab 8,7 4,66 A a* 0+£0,00Ba
C.V. 22,89% 34,35%

Médias (+EP) seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e letra minuscula na mesma linha, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (P < 0,05) para cada estagio. Dados originais; para analise estatistica foram transformados em x + 1.

!concentragdo de conidios por inseto x 10% conidios/cadaver.

*médias com diferenga significativa na comparagdo da mortalidade entre larvas e entre adultos na temperatura de 26°C.
** médias com diferenca significativa na comparacao da mortalidade entre larvas e entre adultos na temperatura de 32°C.

Visando comparar a produgao de conidios de B. bassiana
em cadaveres de insetos imaturos e adultos e o efeito de
diferentes temperaturas de incubagdo, Sosa-Gomez & Alves
(2000) verificaram que a producao de conidios em cadaveres
de Nezara viridula (L.) e Piezodorus guildinii (Westwood)
foi maior em ninfas de 5° estagio (100% de esporulagéo,
entre 22°C ¢ 30°C), em relacdo aos adultos, demonstrando
que a fase imatura do inseto foi mais suscetivel ao isolado
de B. bassiana que os adultos. Segundo os autores, a
temperatura mais alta (34°C) ndo ocorreu conidiogénese, o
que também foi observado neste trabalho.

Efeito cama nova e usada e da temperatura na
mortalidade de larvas e adultos do cascudinho por B.
bassiana. A temperatura de incubagdo e os diferentes
substratos apresentaram interferéncia na mortalidade de
larvas e adultos, sendo esta maior quando os insetos foram
mantidos na cama nova e incubados a 26°C (Tabela 4). Além
disso, na fase larval houve diferenga significativa entre as
camas, sendo maior a eficiéncia do fungo na cama nova,
quando comparada a cama usada (respectivamente 15,7% e
2,3% de mortalidade confirmada). A mesma tendéncia foi
observada para os insetos adultos, com 66,7% de mortalidade
confirmada na cama nova e apenas 8,9% da mortalidade de
insetos na cama usada. Como nao houve confirmagdo da
mortalidade por fungo a temperatura de 32°C, ndo foi
possivel avaliar o efeito das camas nessa temperatura. De
acordo com Alves & Leucona (1998), os microrganismos
ndo possuem mecanismos bioldgicos para se defender das
grandes varia¢des de temperatura. Esse fator, atuando direta
ou indiretamente, pode ser limitante para a maioria dos
entomopatogenos porque afeta seu metabolismo, alterando
os processos de producdo de enzimas, toxinas e germinagao
dos conidios.

Resultados semelhantes foram obtidos por Crawford et
al. (1998), com mortalidade larval proxima de 90% em cama

nova (usando isolados de B. bassiana sobre o cascudinho
em aplica¢des na ordem 10" conidios/m?) e apenas de 60%
de mortalidade em cama usada. Em adultos, os valores de
mortalidade observados por esses autores variaram de 33%
a 38% em cama nova e menores porcentagens para cama
velha.

Grande variagdo na eficiéncia de alguns isolados de B.
bassiana foram verificados por Geden et al. (1998) quando
aplicados sobre a cama e solo, sendo a maior mortalidade
de larvas e adultos do cascudinho igualmente em cama nova.

Essa varia¢@o entre cama usada e nova deve-se a varios
fatores levantados por Crawford et al. (1998), como
alteragdes fisicas na cama em decorréncia da presenca das
aves no aviario, incluindo a diminui¢do no tamanho das
particulas e, conseqiiente compactagdo da cama, ou ainda a
formacao de agregados de maravalha e fezes que formam
placas na superficie da cama. Nessas condigdes, a dispersdo
dos conidios pela cama pode ser severamente reduzida, pois

Tabela 4. Porcentagem da eficiéncia do isolado
UNIOESTE 02 de B. bassiana a 26°C na mortalidade
confirmada de larvas e adultos do cascudinho em cama nova
e usada.

Tipos de camas Larva Adulto
Cama usada 2,3+2,00Cc 8,9+8,66Bc¢
Cama nova 15,7+5,85Bb 66,7+10,03 Aa
Papel-filtro 93,3+0,00A a 31,1£9.54 ABb
C.V. (%) 36,0 36,0

Médias (£EP) seguidas pela mesma letra maitiscula dentro na
coluna e letra minuscula dentro na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P < 0,05). Dados originais; para analise
estatistica foram transformados em arcsen A/ x .
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a cama torna-se um meio denso ¢ heterogéneo.

Deve-se levar em consideracdo ainda que alteragdes
quimicas e bioldgicas também ocorrem, pois a presenga de
matéria organica (excremento, racdo e restos de animais)
favorece o crescimento de microganismos que ao
decomporem o acido urico presente nos excrementos liberam
amonia, produto sabidamente com a¢ao fungistatica (Bacon
1985).

A mudanga do pH na cama a medida que ela ¢ utilizada
pode afetar a viabilidade do fungo, como ressaltado por Jones
& Hagler (1982). Neste sentido, Groden & Lockwood (1991)
observaram, especificamente para o fungo B. bassiana, que
o efeito fungistatico aumenta exponencialmente com a
elevacao do pH. Além disso, os autores também observaram
que a competi¢ao no meio de cultura inibe a germinagao de
conidios do fungo.

Concluindo, os resultados aqui obtidos indicam o
potencial dos isolados UNIOESTEO2 ¢ UEL25 de B.
bassiana em um futuro programa de controle do cascudinho.
Os resultados indicam, ainda, que ao elaborar um projeto
de pesquisa visando ao controle bioldégico de uma praga, ¢
necessario incluir a sele¢do de isolados baseado na viruléncia
e na influéncia de fatores ambientais fisicos e quimicos tais
como, temperatura, luz, umidade relativa, pH, entre outros,
de forma a garantir o sucesso na aplicacdo desses fungos no
campo. Além disso, evidenciou-se que a selegao de isolados,
além de avaliar a viruléncia dos mesmos, deve levar em
considerag¢do a producao de conidios em cadéaveres e ndo
apenas produ¢do em meio de cultura in vitro para que se
possa apontar os melhores fungos para o controle da praga
em questao.
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