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1. INTRODUCAO GERAL

Com base nos dados fornecidos pela Organizacdo das NagOes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2021), o Brasil ocupa a terceira posi¢ao no ranking mundial
de produtores de frutas, ficando atras apenas da China e india. Esse destaque no mercado
global de frutas é resultado, em parte, da habilidade do Brasil em atender as exigéncias
fitossanitarias dos paises importadores de frutas in natura (De Almeida et al., 2019).

Nos ultimos anos, as areas de cultivo de frutas tém experimentado um crescimento
significativo devido ao aumento na producdo. Entretanto, esse cenario promissor € ameacado
por diversos fatores, sendo o ataque de pragas um dos principais desafios a serem enfrentados
(Klick et al., 2016).

Dentre essas pragas destacamos as moscas-das-frutas, em especial Ceratitis capitata
(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), conhecida também como mosca do mediterraneo
(medfly), que é considerada como uma das pragas limitantes do setor fruticola no mundo,
devido aos danos causados nos frutos, gerando perdas significativas (Guillem-Amat et al.,
2020). Além disso, é uma praga que compromete a producdo devido aos danos diretos e
indiretos que causam nas frutas, afetando muitas vezes o rendimento e os custos de producédo
(Gava et al., 2020; Louzeiro et al., 2021). Ceratitis capitata &€ uma praga polifaga, invasora e
agressiva, chegando a causar muitas vezes a abertura de procedimentos de quarentena em
paises importadores de frutas (Papadopoulos et al., 2001; Scolari et al., 2021).

Para o controle de C. capitata, em varias partes del mundo, sdo utilizadas diversas
medidas como por exemplo a técnica de machos estéreis. Essa abordagem envolve a liberacdo
em larga escala de machos esterilizados, com o objetivo de diminuir as taxas reprodutivas das
fémeas selvagens (Klassen; Curtis; Hendrichs, 2005; Harter et al., 2015). Porém o principal
método de controle é o quimico, através da aplicacdo de inseticidas juntamente com o uso de
armadilha com atrativos alimentares (Montes; Raga, 2006; Guillem - Amat et al., 2020).

Contudo, o0 uso excessivo de produtos quimicos pode se tornar uma ameacga para 0S
produtores fruticolas (Del Fava; loriatti; Melegarom, 2017; Leach et al., 2018). Além disso,
esse tipo de controle quimico pode gerar impactos sobre organismos ndo alvo e ainda mais
preocupante, levar ao desenvolvimento de resisténcia (Vontas et al., 2011). Diante dessa
problematica, surge a necessidade premente de buscar novas opg¢des sustentaveis de controle,
visando preservar tanto 0 meio ambiente como a satde humana. O controle biologico é uma

dessas alternativas promissoras (Fanning; Grieshop; Isascs, 2018).
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O controle biolégico, conforme descrito por Parra et al. (2002), é um fenémeno natural
que envolve a regulacdo de plantas e animais por meio de inimigos naturais, 0s quais atuam
como agentes de mortalidade bidtica. No contexto do controle bioldgico das moscas-das-
frutas, os principais agentes utilizados sdo os parasitoides (larvas e pupas) e os fungos
entomopatogénicos (FEs) (Paranhos; Nava; Malavasi, 2019).

Os FEs, sdo classificados como microrganismos que provocam doengas em
artropodes-praga, possuindo a capacidade de infectar e depois causar a morte destas,
considerados pesticidas de base bioldgica. Apresentam a vantagem de serem agentes de
biocontrole ecologicamente sustentaveis, uma vez que nao afetam os inimigos naturais nem
representam riscos para 0 bem-estar humano. Por essa razdo, tornam-se uma alternativa viavel
para o controle dos tefritideos (Zimmermann, 2007; Mantzoukas; Eliopoulos, 2020; Essiedu;
Adepoju; lvantsova, 2020).

Atualmente, a seguranca alimentar dos cultivos, especialmente em relacdo aos
residuos de agrotdxicos, tem sido uma preocupacdo crescente. Nesse contexto, o uso dos FEs
tem desempenhado um papel fundamental como reguladores das populacdes de artrépodes-
praga no campo, sendo aplicados no manejo sustentavel de pragas em diversas culturas
(Oreste et al., 2012; Lacey et al., 2015; Mantzoukas; Eliopoulos, 2020; Gava et al., 2021).

Dessa forma, a inclusdo de FEs em programas de manejo integrado de pragas, ira
diminuir o risco de atingir os niveis maximos de residuos (LMRs), além de ndo oferecer risco
ao meio ambiente (Molina et al., 2010). Outro ponto importante é que os FEs, podem ser
aplicados nos trés tipos de categorias do controle bioldgico: classico, conservativo e
aumentativo, se tornado uma alternativa promissora para a fruticultura mundial (Mccravy,
2008).

Os FEs apresentam uma caracteristica Unica: a capacidade de produzir grandes
quantidades de propagulos infecciosos (Kaya; Vega, 2012; Harris-Shultz et al., 2020; Litwin;
Nowak; Roézalska, 2020). A disseminacdo desses propagulos ocorre através de hospedeiros
vivos infectados que, ao morrerem, espalham os propagulos para lugares distintos da infeccao
(Hajek, 1999).

Os propagulos infecciosos encontrados na maioria dos FEs, sdo classificados como
hifas (micelios), blastosporos ou conidios (De Faria; Wraight, 2007). Para produzir em grande
quantidade os FEs, utiliza-se culturas em substratos artificiais, que podem ser liquidos ou
solidos, aplicados para suprimir as pragas por meio de aplica¢fes inundativas ou inoculativas
(Meikle et al., 2003; Jackson; Dunlap; Jaronski, 2010; Mascarin; Jaronski, 2016; Jaronski,
2023).
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Além disso, o controle de qualidade é indispensavel em uma producdo massal para
garantir uma viruléncia fungica maior e um nivel de patogenicidade que seja determinante no
controle dos artropodes-praga (Dotaona et al., 2015). Os FEs dos géneros Beauveria,
Metarhizium e Cordyceps sdo os mais utilizados no mundo para o controle de pragas
(Gebremariam; Chekol; Assefa, 2021).

No género Beauveria podemos destacar o fungo Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae), descoberto no ano de 1835, por Agostino Bassi
(Lord, 2005), de natureza hemibiotrofica oportunista, entomofaga e saprofaga (Sharma;
Sharma, 2021). Beauveria bassiana possui conidioforos, que apresentam células
conidiogénicas com conidios de formato globosos e subglobosos que s&o originados de um
rague com desenvolvimento em padrdo zigue-zague (Dangi; Lim, 2018). Beauveria
bassiana é considerado o maior agente dentro do controle bioldgico, por sua capacidade de
infectar uma ampla variedade de hospedeiros, sendo considerado generalista (De Faria;
Weraight, 2007; Aradjo; Hughes, 2016).

Estudos mostram que B. bassiana, possui maior longevidade, quando comparado a
outros fungos entomopatogénicos, podendo infectar hospedeiros de diversas ordens tais como
Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Orthoptera, independente do estagio,
provocando a conhecida doenga “muscardina branca” (Dannon et al., 2020; Sinno et al.,
2021).

Outro importante fungo € Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
(Hypocreales: Clavicipitaceae), que foi relatado pela primeira vez por Metschnikoff,
inicialmente foi descrito como Entomophthora anisopliae, anos depois passou a ser descrito
como Metarhizium por Sorokin. Esse género estd distribuido em quase todas as partes do
mundo (Zimmermann, 2007; Mongkolsamrit et al., 2020).

Além disso, o0 género Metarhizium, se caracteriza por apresentar conidios hidrofobicos
causadas pelas hidrofobinas (proteinas com alto contetdo de cisteina) na parede celular
(Inglis et al., 2001). As estruturas desse género sdo compostas por conidioforos, que séo
ramificados a partir de uma fialide (Brunner-Mendoza et al., 2019). Esse género apresenta
outras espécies, que sdo utilizadas para o controle de pragas: Metarhizium robertsii JF Bisch.,
SA Rehner & Humber, Metarhizium brunneum Petch, Metarhizium guizhouense QT Chen &
HL Guo e Metarhizium flavoviride Gams & Rozsypal (Hernandez-Dominguez; Guzman-
Franco, 2017 ; Mongkolsamrit et al., 2020).

Umas das caracteristicas do género Metarhizium é apresentar colénias de colora¢Ges

verde, que véo desde verde palido, verde brilhante a um verde amarelado, conhecido como
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muscardina verde (Bridge et al., 1993). Encontra-se infectando uma diversidade de insetos das
ordens Coleoptera, Dermaptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera Orthoptera
(Zimmermann, 2007).

Outro género de grande importancia € o Cordyceps, anteriormente denominado de
Isaria (Kepler et al., 2017). Cordyceps fumosorosea Wize (Hypocreales: Cordycipitaceae) é
um fungo que apresenta uma caracteristica dimorfica, ou seja, possui duas formas distintas:
micelial (conidio assexuado ndo movel) e leveduriforme (fungo vegetativo) (Deshpande,
1999). Além disso, trata-se de um fungo com propriedade endofitica e que ocorre
naturalmente (Akutse et al., 2013). Esse género é caracterizado por apresentar em suas
estruturas fungicas hifas septadas, conididforos verticilados e fidlides, das quais surgem os
conidios com formato ovoide a subgloboso (Chen et al., 2022). Cordyceps fumosorosea
apresenta dois tipos de propagulos: conidios e blastosporos, causando infeccGes graves,
levando a morte de seus hospedeiros (Lopes et al., 2017; Gandarilla-Pacheco et al., 2017).
Dentre seus principais hospedeiros estdo os insetos das ordens Hemiptera e Lepidoptera
(Zimmermann, 2008).

Por sua vez, Cordyceps javanica (Friedrichs & Bally) Samson & Hywel-Jones
(Hypocreales: Cordycipitaceae), conhecida anteriormente como Isaria javanica, foi relatada
pela primeira vez em Java (Indonésia) em Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Curculionidae) (Samson, 1974). Essa espécie apresenta alta patogenicidade no controle de
Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) (Kepler et al., 2017). Além disso, tem
sido observada alta viruléncia em insetos-praga das ordens Lepidoptera, Hemiptera e
Thysanoptera (Wang et al., 2022).

No entanto, a eficacia dos FEs pode ser afetada pelos fatores abiéticos como umidade,
temperatura, precipitacdo e radiacdo solar (UV-A e B), além de fatores bidticos como
comportamento do hospedeiro e interacdo fungo-inseto (Jaronski, 2010). Essas limitacdes
causam forte impacto na germinacao dos propagulos infecciosos, além de impactar também o
grau de invasdo e viruléncia das cepas frente ao hospedeiro (Mascarin et al., 2019; Litwin;
Nowak; Ro, 2020).

Finalmente, os FEs precisam superar o sistema de defesa de seus hospedeiros para
produzir esporos viaveis (Mora; Castilho; Fraga, 2018). O processo infeccioso tem inicio com
a fixacdo dos FEs a cuticula do hospedeiro (Patel, 2020), utilizando forgas fisicas,
eletrostaticas e quimicas (Mascarin; Jaronski, 2016). A fixacdo dos fungos é mediada por uma

série de mecanismos, impulsionados pelas propriedades hidrofébicas da parede celular dos
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conidios, contendo, por exemplo, hidrofobinas ricas em proteinas (cisteinas), presentes nos
géneros Beauveria, Metarhizium e Cordyceps (Mora; Castilho; Fraga, 2018).

Ap0s a adesdo dos fungos, ocorre a germinacdo dos esporos, iniciando o ciclo de vida
dos FEs e formando o tubo germinativo que penetrara a cuticula do hospedeiro (Islam et al.,
2021). Para o desenvolvimento das estruturas de penetragdo, como tubos germinativos e
apressorios, ou a producdo de substancias mucilaginosas indispensaveis para a formagéo do
tubo germinativo, as condi¢fes abidticas, como umidade, temperatura, exigéncias
nutricionais, quimicas e fisicas, devem ser ideais (Shah; Pell, 2003). Nessa fase, ocorre a
producdo de enzimas degradantes, como proteases, quitinases, quitosanases e lipases, com o
objetivo de degradar a cuticula do hospedeiro (Ali; Huang; Ren, 2010). A cuticula dos insetos
¢ constituida por trés camadas: a cuticulina, a epicuticula e a procuticula (Pedrini; Crespo;
Juarez, 2007; Mannino et al., 2019). A procuticula é composta por uma camada interna
chamada endocuticula e uma camada externa conhecida como exocuticula, onde estéo
presentes as células epidérmicas e a hemocele (Mora; Castilho; Fraga, 2018).

A cuticula é rompida por uma pressdo mecanica, permitindo a penetracdo de hifas ou
blastosporos que se colonizam internamente no inseto (Zacharuk, 1970; Mascarin; Jaronski,
2016), resultando na producdo de enzimas degradantes da cuticula para obter nutri¢cdo e
eventualmente colonizar o inseto (Vega et al., 2012). Uma vez realizada a penetracdo, 0s
fungos enfrentam diferentes respostas do sistema imunoldgico do inseto, precisando vencer
essas defesas para completar o processo de infeccdo (Pal; Leger; Wu, 2007).

Por altimo, com as condicGes favoraveis, as hifas atravessam o tegumento ocorrendo a
emergéncia do fungo para o exterior, dando inicio ao processo de esporulacdo (fase
reprodutiva) (Mora; Castilho; Fraga, 2018).

Dentre os beneficios do uso dos FEs, destacam-se o controle eficiente de pragas
agricolas e florestais, a producdo de alimentos livres de residuos quimicos, a preservacao dos
ecossistemas, a capacidade de producdo on farm, bem como a fonte de disseminagdo e o
modo de acdo de contato que possuem. Esses fungos agem diretamente sobre a cuticula do
hospedeiro, sem a necessidade de ingestdo para que surtam efeito (Islam et al., 2021; Fenibo;
ljoma; Matambo, 2021). Além disso, os FEs apresentam outras vantagens, como desempenhar
funcBes adicionais dentro das plantas. Estudos mostram que esses fungos podem atuar como
enddfitos, promovendo o crescimento das plantas, além de atuarem como antagonistas contra
doengas (Jaber; Enkerli, 2017).

A utilizacdo crescente dos FEs nos ultimos anos € justificada pelos inimeros

beneficios que eles oferecem, bem como seu potencial e as interacbes complexas que
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estabelecem com insetos, hospedeiros e o ambiente. Essas caracteristicas fazem dos FEs o
agente de controle bioldgico mais amplamente empregado no combate a insetos-praga
(Sharma; Sharma; Yadav, 2023; Kutalmis et al., 2023).

De fato, os FEs sdo amplamente reconhecidos como 0s agentes mais promissores no
controle bioldgico de pragas devido a sua notével versatilidade nas formas de aplicacdo (Ekesi
et al., 2007; Silva et al., 2020; Shaurub et al., 2023). Além disso, existem pesquisas que
comprovam a patogenicidade dos principais fungos, especialmente B. bassiana, M.
anisopliae, C. fumosoroseae, contra os tefritideos em diferentes estagios de vida (Castillo et
al., 2000; Ekesi et al., 2005; Almeida et al., 2007; Ali et al., 2008; Toledo et al., 2017
Soliman et al., 2020).

Diversas formas de aplicacdo tém sido empregadas para a utilizacdo desses FEs,
incluindo a pulverizacéo, tratamento do solo e transmissdo indireta por meio de vetores (Islam
et al., 2021). Contudo, a transmisséo indireta merece destaque, sendo objeto de estudo em
todo o mundo, e evidéncias comprovam que certos fungos possuem a habilidade de
disseminar esporos aos insetos receptores, resultando em altas taxas de mortalidade e
comprometiendo a capacidade reprodutiva em adultos infectados (Paradza et al., 2021; Galvez
et al., 2023).

Dada a crescente demanda por alternativas mais seguras e sustentaveis ao uso de
pesticidas quimicos, os FEs ganharam destaque como uma abordagem eficaz para o controle
de insetos-praga. Portanto, a ampla adocdo dos FEs no controle biolégico € justificada pelas
inimeras vantagens que oferecem tornando-os uma valiosa ferramenta para 0 manejo
integrado das moscas-das-frutas. O continuo estudo e aprimoramento do uso dos FEs podem
impulsionar ainda mais seu uso na fruticultura brasileira, especialmente no semiarido

brasileiro.
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CAPITULO Il - PATOGENICIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS
SOBRE ADULTOS DE Ceratitis capitata (WIEDEMANN) (DIPTERA:
TEPHRITIDAE), EM CONDICOES DE LABORATORIO

RESUMO

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) é uma das principais pragas da
fruticultura mundial, causando danos diretos e indiretos que afetam diversas frutiferas. O uso
dos fungos entomopatogénicos (FEs), € uma alternativa promissora dentro do controle
biolégico de pragas. Recentemente varios estudos estdo sendo realizados para avaliar a
eficiéncia dos entomopatdgenos no controle de moscas-das-frutas. Neste trabalho se avaliou o
potencial de quatro fungos entomopatogénicos sobre adultos de C. capitata, mediante duas
formas de exposicao (inoculacdo topica e pela alimentacdo), em condi¢des de laboratério. Os
tratamentos avaliados foram Beauveria bassiana com concentragdo de 2 x 10° UFC/mL,
Cordyceps fumosorosea 3 x 10° UFC/mL, Cordyceps javanica 1x1010 UFC/mL,
Metarhizium anisopliae 6x10®8 UFC/mL e agua destilada esterilizada como controle. Cada
tratamento foi composto por 20 repeticGes, sendo cada mosca (3 a 5 dias de idade) uma
repeticdo. A aplicacdo topica foi realizada em adultos (previamente anestesiados a frio), com
1 ul de cada suspensdo flngica, aplicadas no dorso da mosca. Foram avaliadas duas doses
(0,5 e 1,0 L ou Kg. hal). No método pela alimentagio as moscas passaram 12 horas sem
alimentacdo antes de iniciar o bioensaio. A dieta de alimentacdo foi misturada com 0s
conidios dos tratamentos, em duas proporcdes (1:1 e 1:2), permanecendo dentro das gaiolas
por 48 horas. Em seguida, as moscas de ambos experimentos, foram transferidas para gaiolas
plasticas (25,5 x 25 x 12 cm), com alimento e agua ad libitum, e acondicionadas em camaras
BOD (temperatura de 25 + 1°C, umidade de 65 +10% e fotofase de 12 horas). A mortalidade
das moscas foi registrada diariamente por 21 dias. Os exemplares mortos foram acomodados
em placas de Petri (5 x 1lcm), sobre papel filtro e um pedago de algoddo umedecido e
colocados em camaras BOD. Ao final das avaliagdes no método pela inoculacdo tdpica
constatou-se, que a maior mortalidade foi para M. anisopliae com mortalidades de 75% e 90%
nas duas doses testadas, respectivamente. O menor valor de tempo letal médio (TLso) foi para
M. anisopliae (3,52 e 3,55 dias). Por outro lado, no método pela alimentacdo C. javanica
alcangou mortalidades de 95% para ambas propor¢oes testadas e com um TLso de 5,86 e 5,95
dias. Beauveria bassiana, apresentou um aumento de mortalidade na proporgdo maior (1:2),
atingindo uma mortalidade de 70% e um TLso de 3,72 dias, porém as moscas mortas deste
tratamento, ndo apresentaram sinal de micose. Estes resultados sugerem que M. anisopliae, C.
javanica e B. bassiana apresentam potencial de uso para o controle de C. capitata.

Palavras chaves: Moscas-das-frutas. Controle microbiano. Micose. Mortalidade
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CHAPTER Il - PATHOGENICITY OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS ON
ADULTS OF Ceratitis capitata (WIEDEMANN) (DIPTERA: TEPHRITIDAE), UNDER
LABORATORY CONDITIONS

ABSTRACT

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) is one of the main pests of fruit
growing worldwide, causing direct and indirect damage affecting several fruit trees. The use
of entomopathogenic fungi (EPFs) is a promising alternative within the biological control of
pests. Recently, several studies are being conducted to evaluate the efficiency of
entomopathogens in the control of fruit flies. In this work, the potential of four
entomopathogenic fungi on adults of C. capitata was evaluated, through two forms of
exposure (topical inoculation and feeding), under laboratory conditions. The treatments
evaluated were Beauveria bassiana with a concentration of 2 x 10° CFU/mL, Cordyceps
fumosorosea 3 x 10° CFU/mL, Cordyceps javanica 1x10'® CFU/mL, Metarhizium anisopliae
6x10® CFU/mL and sterilized distilled water as control. Each treatment consisted of 20
replicates, each fly (3 to 5 days old) being a replicate. The topical application was performed
on adults (previously cold anesthetized), with 1 pl of each fungal suspension, applied on the
back of the fly. Two doses were evaluated (0.5 and 1.0 L or Kg. ha-1). In the feeding method,
the flies spent 12 hours without food before starting the bioassay. The feeding diet was mixed
with the conidia of the treatments, in two proportions (1:1 and 1:2), remaining inside the
cages for 48 hours. Then, the flies from both experiments were transferred to plastic cages
(25.5 x 25 x 12 cm), with food and water ad libitum, and placed in BOD chambers
(temperature 25 £ 1°C, humidity 65 + 10% and 12-hour photophase). Fly mortality was
recorded daily for 21 days. The dead specimens were placed in Petri dishes (5 x 1 cm), on
filter paper and a piece of moistened cotton and placed in BOD chambers. At the end of the
evaluations in the method by topical inoculation, it was found that the highest mortality was
for M. anisopliae with mortalities of 75% and 90% in the two doses tested, respectively. The
lowest value of mean lethal time (TLso) was for M. anisopliae (3.52 and 3.55 days). On the
other hand, in the feeding method C. javanica reached mortalities of 95% for both proportions
tested and with a TLso of 5.86 and 5.95 days. Beauveria bassiana, showed an increase in
mortality in the higher proportion (1:2), reaching a mortality of 70% and a TLso of 3.72 days,
but the dead flies of this treatment did not show signs of mycosis. These results suggest that
M. anisopliae, C. javanica and B. bassiana have potential use for the control of C. capitata.

Key words: Fruit flies. Microbial control. Mycosis.Mortality.
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1. INTRODUCAO

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) € uma das principais pragas da
fruticultura mundial, ocasionando prejuizos e perdas significativas na producdo e
comercializacdo de frutas in natura (White; Elson-Harris,1992; Liquido et al., 2020). Por ser
uma praga altamente destrutiva, a regulacdo populacional de C. capitata é realizada
principalmente por meio do uso de inseticidas (Baronio et al., 2019; Guillem-Amat et al.,
2020). No entanto, o uso abusivo dos inseticidas pode ocasionar 0 acimulo de residuos nas
frutas, provocando a rejeicdo desses frutos no mercado internacional (Hallman; Quinlan,
1996).

Nos Ultimos anos, 0 mercado internacional tem se tornado mais exigente em relacao a
producdo de frutas, visando garantir a seguranca alimentar. Essa crescente demanda tem
resultado em restricdes cada vez maiores ao uso do controle quimico (Paranhos; Nava;
Malavasi, 2019). Nesse contexto, o controle biologico e 0 uso de biopesticidas tém surgido
como ferramentas vidveis para atender a essas exigéncias fitossanitarias impostas pelos
mercados (Garcia et al., 2020; Di llio; Cristofaro, 2021).

Os biopesticidas sdo agentes de controle de pragas agricolas baseados em substancias
naturais ou organismos vivos (Marutescu et al., 2017), sendo considerados inseticidas de
origem bioldgica que possuem compostos ativos, como derivados de plantas (boténicos),
metabdlitos secundarios (antibidticos), microalgas e 0s microrganismos entomopatogénicos
(Copping; Menn, 2000; Costa et al., 2019; Avyilara et al., 2023). Estes ultimos, conhecidos
como biopesticidas microbianos, englobam fungos, bactérias, virus, protozoarios e
nematoides como principios ativos (Kachhawa, 2017; Faria et al., 2023).

Dentre os biopesticidas microbianos, os fungos entomopatogénicos (FEs) sdo os mais
utilizados na agricultura, ocorrendo naturalmente e sendo onipresentes em diversos
ambientes, como o0s solos (Barta et al., 2010). Esses FEs possuem a notavel capacidade de
causar infeccdes e, consequentemente, provocar a morte de insetos-praga (Behie; Bidochka,
2014).

Os FEs surgem como ferramentas de controle altamente sustentaveis contra
populacdes de mosca-das-frutas, representando uma medida de biocontrole promissora,
especialmente quando aplicada em sistemas de manejo integrado dessa praga (Shaurub,
2022). A patogenicidade dos FEs tem sido comprovada em diferentes espécies de tefritideos,
como Bactrocera zonata Saunders (Diptera:Tephritidae) (Mahmoud, 2009 ; Murtaza et al.,
2022), Bactrocera cucurbitae Coquillett (Diptera:Tephritidae) (Hamzah et al., 2021),
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Bactrocera tryoni Froggatt (Diptera:Tephritidae) (MCGuire; Edwards; Northfield, 2023),
Bactrocera dorsalis Hendel (Diptera:Tephritidae) (Faye et al., 2021) e Anastrepha fraterculus
Loew (Diptera: Tephritidae) (De Lima Silva, 2022).

Ainda ha uma quantidade limitada de pesquisas que abordam o controle de adultos de
C. capitata utilizando FEs. Mas estes estudos tém explorado diferentes abordagens, como o
uso de isolados nativos ou cepas comerciais, bem como diversas formas de exposi¢éo
(Konstantopoulou; Mazomenos, 2005; Quesada-Moraga; Ruiz-Garcia; Santiago-Alvarez,
2006; Qazzaz et al., 2015; Soliman et al., 2020; Hallouti et al., 2021).

Além da viruléncia sobre C. capitata, os FEs também demonstram capacidade de
serem fontes de disseminacdo (Hallouti et al., 2021), o que depende das técnicas de aplicacdo
e das caracteristicas de qualidade, como a viabilidade dos conidios (Toledo et al., 2007).
Nesse contexto, o potencial de utilizacdo dos FESs no controle de tefritideos tem sido objeto de
estudo em diversas partes do mundo, assim como as estratégias e métodos de aplicagdo, tais
como pulverizagdes, iscas tdxicas e transmissdo horizontal (Paranhos; Nava; Malavasi, 2019;
Ramirez e Ramirez et al., 2022).

Assim sendo, diante da escassez de informac6es sobre 0 uso de FEs para o controle de
C. capitata e da auséncia de bioinseticidas a base de FEs registrados para tefritideos no Brasil,
torna-se essencial realizar estudos e explorar essa alternativa ecoldgica para o controle
bioldgico dessas mosca-das-frutas. Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a patogenicidade de quatro FEs em adultos de C. capitata, por meio de diferentes métodos de

exposic¢do em condi¢des de laboratdrio.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Entomologia
Aplicada/Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 RN, Brasil

durante os meses de agosto de 2022 a margo de 2023.

2.2. Criacdo de Ceratitis capitata

Os insetos eram mantidos em salas climatizadas (temperatura de 25 + 2°C, umidade
relativa de 60 + 10% e fotofase de 12 horas). Os individuos utilizados em todos o0s
experimentos foram provenientes dessa criagdo. As moscas eram mantidas em gaiolas
plasticas semitransparentes (27,6 x 33,1 x 48,7 cm) (SANREMO®, 29L), com uma das faces
revestida por tecido voile, onde as fémeas realizavam a postura. Na lateral da gaiola havia
uma tela em forma de manga para o manuseio. Dentro da gaiola foi colocado um recipiente
(14 x 9 cm), contendo a alimentacdo e uma garrafa plastica de 250 ml com fita absorvente

(Spontex®) que servia de bebedouro de agua para os adultos.

A alimentacdo das moscas consistia em uma dieta composta por levedura de cerveja e
acucar na proporcdo de 1:4. No exterior da gaiola, na parte frontal, logo abaixo do tecido voile
para oviposicdo, era colocado bandejas plasticas contendo agua para o recolhimento dos ovos.
A coleta de ovos era realizada diariamente. Os ovos eram transferidos para uma dieta
artificial, baseada na dieta descrita por Albajes e Santiago Alvarez (1980), onde as larvas
eclodiam e se desenvolviam. Apoés alcancgar 0 3° instar, as larvas saiam da dieta e pupavam no
fundo do recipiente. Em seguida os puparios eram recolhidos e transferidos para recipientes
de plastico (15 x 15 x 9,5 cm), onde permaneciam até emergéncia dos adultos, que
posteriormente eram liberados nas gaiolas de criagédo, para manter as populacoes.

2.3.  Fungos entomopatogénicos (FEs) utilizados nos bioensaios

A dose menor utilizada neste estudo, foi determinada tendo como base as dosagens de
bulas dos produtos usadas para o controle de outras pragas e em registrados de outros paises
para o controle dos tefritideos (Tabela 1). Foi utilizada a dose menor e o dobro da dose. O
tratamento testemunha foi constituido por agua destilada esterilizada. Os produtos foram
preservados em geladeira a uma temperatura de 4°C. Se usou um padrédo de volume de agua

de 500. ha't, para as dilui¢Bes dos produtos se usou agua destilada esterilizada.
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Tabela 1. Fungos entomopatogénicos e doses usadas nos bioensaios.

Fungos/Cepas Concentragoes Doses utilizadas
Beag;’;g?é)gslsga”a (2x10° UFC/mL) 0,5-1,0L. Ha®
Cordécse’zsl_grz%%msea (3x10° UFC/mL) 0,5-1,0 L. Ha®
Corgﬁﬁ%‘&”ica (1x10% UFC/mL) 0,5- 1,0 Kg. Ha'l
Metarbizium anisopliae (6x10°* UFC/mL) 05-1,0L. Ha'

2.4.  Testes de patogenicidade de fungos entomopatogénicos (FEs) sobre adultos de
Ceratitis capitata

2.4.1. Método por inoculacao tépica

A metodologia utilizada teve como base a realizada por Quesada- Moraga; Ruiz-
Garcia; Santiago-Alvarez. (2006). As moscas (com trés a cinco dias de idade) foram
anestesiadas por 1 min no frio ( -21°C) e em seguida foi realizada a aplicacdo topica dos
tratamentos no dorso da mosca. As aplicacfes foram realizadas com auxilio de uma
micropipeta, onde um volume de 1pul das suspensdes fungicas e o tratamentos testemunha foi
aplicado em cada inseto. Foram avaliadas duas concentracdes (0,5 ml ou g/500ml de &gua e
1,0 ml ou ¢/500ml de &gua) para cada FEs. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e 20 repeti¢cdes, sendo cada mosca uma
repeticéo.

Apbs as aplicacdes, as moscas foram transferidas para gaiolas plasticas (25,5 x 25 x 12
cm), cobertas com tecido voile, que foram acondicionadas em camaras BOD (temperatura de
25 + 1°C, umidade de 65 +10% e fotofase de 12 horas). Durante o periodo que permaneceram
vivas foi disponibilizado para as moscas agua e alimento ad libitum. A mortalidade foi
avaliada diariamente por um periodo de 21 dias p0s a aplicacdo. Cada mosca que morria era
individualizada em uma placa de Petri (5 x 1cm), sobre papel filtro e junto a uma pequena
porc¢édo de algodao umedecido, que em seguida era fechada com papel filme e acomodadas em
camara B.O.D (temperatura de 25 £ 1°C, umidade de 65 +10% e fotofase de 12 horas), para
favorecer o desenvolvimento e esporulacdo dos fungos. A identificacdo dos fungos foi
baseada nas caracteristicas morfolégicas e com a inspecdo das estruturas com ajuda de um

microscopio (Quesada-Moraga; Ruiz-Garcia; Santiago-Alvarez, 2006).
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2.4.2. Método pela alimentacéo

O método por alimentacdo foi baseado nas metodologias utilizadas por
Konstantopoulou; Mazomenos, (2005), Beris et al. (2013) e Qazzaz et al. (2015). Neste
bioensaio, a dieta utilizada para a alimentacdo das moscas adultas, foi contaminada com as
suspensdes dos fungos e fornecidas para elas. As moscas (com trés a cinco dias de idade)
foram colocadas em gaiolas plasticas (25,5 x 25 x 12 cm) como descrito anteriormente. Antes
de realizar o bioensaio as moscas passaram 12 horas sem alimentagdo. A dieta foi misturada
com as suspenc@es fangicas em duas proporgdes (1:1 e 1:2) respectivamente. Para o controle
a mistura foi feita com agua destilada esterilizada. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e 20 repeticdes, sendo cada mosca uma
repeticéo.

A mistura foi pincelada em discos de papel filtro (19,63cm?) e colocados em placas
pequenas (5 x 1cm), que foram disponibilizadas dentro das gaiolas por 48 horas. Apés esse
periodo, as placas com o alimento foram retiradas das gaiolas e substituidas pela dieta padrao
e agua. A mortalidade foi verificada por 21 dias, e as moscas que morriam eram retiradas das
gaiolas e colocadas em placas de Petri (5 x 1cm) sobre papel filtro e junto a um pedaco de
algoddo Umido, em seguida acondicionadas em camaras tipo B.O.D (temperatura de 25 + 1°C,
umidade de 65 +10% e fotofase de 12 horas). Diariamente as moscas eram vistoriadas para se

verificar a presenca ou ndo de esporulagdes tipicas dos fungos avaliados.

2.5. Variaveis analisadas

- A mortalidade total (%) foi analisada considerando dois pardmetros: a mortalidade
dos adultos que apresentaram esporulacdo (sinal de micélio) e a mortalidade daqueles
sem esporulacéo.

- Tempo letal médio (LT50) (dias)

2.6. Andlises estatisticas

As diferencas nas taxas de mortalidade foram avaliadas usando o teste Exato de
Fisher, e o Teste post-hoc de Fisher foi aplicado para comparagdo de proporcdes. Todas as
analises foram consideradas significativas com um nivel de probabilidade de 5%.

Para determinar os tempos letais médios de mortalidade (TLso) foi empregada a analise
de Probit (Finney, 1971). Todas as analises estatisticas foram conduzidas utilizando o
software estatistico R (2020).
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3. RESULTADOS

3.1. Meétodo por inoculacéo topica

No bioensaio por inoculagdo topica sobre adultos de C. capitata, M. anisopliae
causou as maiores porcentagens de mortalidade com esporulacdo, apresentando uma
variacdo de 75 a 90% nas duas doses testadas (0,5 e 1,0 Kg ou L. hal), respectivamente,
diferindo do tratamento controle (p<0,05). Ao analisar a mortalidade das moscas sem
desenvolvimento de esporulagdo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos na dose menor (p>0,05). No entanto, na dose maior, C.
fumosorosea alcancou 35% de mortalidade, e diferiu do controle (p<0,05). Para a
mortalidade total M. anisopliae foi o Unico tratamento que diferiu do tratamento controle
(p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade de adultos de Ceratitis capitata, expostos a fungos entomopatogénicos
pelo método de inoculacéo topica.

Dose Mortalidade com  Mortalidade sem  Mortalidade

testada Fungo (UFC/mL) esporulacdo (%)  esporulacdo (%) total (%)
B. bassiana (2x10°) 0 ¢ 10 a 10 bc

C. fumosorosea (3x10°) 5 bc 20 a 25 bc

0,5 C. javanica (1x1019) 15 bc 0 ab 15 bc
M. anisopliae (6x10%) 75 a 25 a 100 a
Controle 0 c 0 ab 0 c

p <0,001 <0,05 <0,001

B. bassiana (2x10°) 0 c 20 ab 20 bc

C. fumosorosea (3x10°) 5 bc 35 a 40 bc

10 C. javanica (1x1019) 30 ab 10 ab 40 bc
’ M. anisopliae (6x10%) 90 a 10 ab 100 a
Controle 0 c 0 b 0 c

P <0,001 0,095 <0,001

Letras minasculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa de acordo com o teste Exato de Fisher
(p<0,05).

O tempo letal médio (TLso) foi possivel determinar apenas para o tratamento com M.
anisopliae, devido a baixa mortalidade observada nos demais tratamentos, que ficou abaixo
de 50%. Nos exemplares que apresentaram sinal de esporulagéo nas duas doses testadas, os
valores obtidos de (TLso) variaram entre 3,52 e 3,55 dias, respectivamente. Esses resultados
indicam que o M. anisopliae demonstrou maior eficacia no controle dos insetos, com uma

acao mais rapida e letal.
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Ao longo do tempo de avaliagéo, observou-se que apenas M. anisopliae alcangou uma
mortalidade total de 100% nas duas doses testadas. Na dose menor (0,5 Kg ou L. ha), esse
fungo apresentou uma mortalidade com presenca de esporulacdo de 75% nos primeiros 8 dias
avaliados (Figura 1). Na dose maior (1,0 Kg ou L. ha ha*), M. anisopliae demonstrou niveis
crescentes de mortalidade com esporulacdo, chegando a cerca de 70% nos primeiros 5 dias
avaliados, e posteriormente, por volta dos 11 dias de avaliacdo, alcancou uma mortalidade de

90% nas moscas com sinal de esporulacdo (Figura 1).

Figura 1. Curvas de mortalidade de adultos de Ceratitis capitata, expostos a fungos
entomopatogénicos pelo método de inoculagdo tdpica.
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No caso do fungo C. javanica, foi observado um aumento na mortalidade conforme a
dose aumentava, alcangcando 30% nas moscas com esporulacdo durante os primeiros 13 dias
apos a inoculagdo e mantendo-se constante até o final das avaliagfes. Em relacdo ao fungo C.
fumosorosea, na dose menor, registrou-se uma mortalidade com esporulacdo de apenas 5%,
mantendo-se estavel até o final do bioensaio. J& na dose maior, a mortalidade atingiu 35%,

mas sem a presenca de esporulacdo nos ultimos dias avaliados (dia 19).
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No tratamento com B. bassiana, ndo foi observada nenhuma mortalidade com sinal de
esporulagcdo nas duas doses testadas. Na dose maior, apenas 20% de mortalidade sem
esporulacdo foi alcancada durante os primeiros 12 dias ap6s a inoculagdo. O tratamento

controle manteve a populacéo inicial de moscas, ao longo dos 21 dias de avaliacdo (Figura 1).
3.2. Método pela alimentacéo

No bioensaio pela alimentagcdo, as maiores mortalidades com esporulagdo foram
observadas nas moscas alimentadas com a dieta contendo conidios de C. javanica, alcancando
mortalidades de até 95%, diferindo estatisticamente do tratamento controle para as duas

proporcdes que foram testadas (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Mortalidade de adultos de Ceratitis capitata, apos alimentacdo com dieta
contaminada com suspensdes de fungos entomopatogénicos em duas proporcdes.

Mortalidade Mortalidade sem

Proporgéo Fungo (UFC/mL) com esporulagéo esporulagéo Mtg;;a;lzg?)d €
(%) (%)

B. bassiana (2x10°) 15 bc 35 ab 50 a

C. fumosorosea (3x10°) 0 b 45 a 45 a

11 C. javanica (1x1010) 9% a 5 bc 100 a
' M. anisopliae (6x10?) 50 ac 0 c 50 a
Controle 0 b 0 c 0 b

P <0,001 <0,001 <0,001

B. bassiana (2x10°) 50D 70 a 75 a

C. fumosorosea (3x10°) 5 b 15 b 20 bc

1:2 C. javanica (1x1010) 9% a 50D 100 a
' M. anisopliae (6x10%) 45 a 10 b 55 ab
Controle 0 b 0 b 0 c

p <0,001 <0,001 <0,001

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa de acordo com o Teste Exato de Fisher
(p<0,05).

O fungo B. bassiana apresentou um notavel aumento na mortalidade quando aplicado
na proporcao maior 1:2, atingindo 70% de mortalidade. No entanto, é importante ressaltar que
as moscas mortas ndo apresentaram desenvolvimento de esporulacdo. Esse resultado
apresentou diferencas estatisticas quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Tabela 3).

Os menores valores médios de tempo letal (TLso), para a mortalidade total (com
esporulacdo e sem esporulacdo) de C. capitata foram observados para B. bassiana na

proporcao 1:2 com 3,72 dias, seguido do tratamento C. javanica que apresentou valores de
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5,86 a 5,95 dias nas duas proporgdes 1:1 e 1:2, respectivamente. M. anisopliae atingiu valores
mais altos, variando de 16,27 e 15,16 dias de acordo com a proporc¢éo testada (Tabela 4).

Tabela 4. Tempo letal médio (TLso) (dias) da mortalidade de Ceratitis capitata expostos a
fungos entomopatogénicos misturados com dieta de alimentacdo, em duas proporgoes.

Fungo (UFC/mL) TLso € i(:jl(dias)l TLso € iCZ (dias)®
B. bassiana (2x10°) 20,33 (14,36 - 39,70) 3,72 (2,16 - 5,12)
C. fumosorosea (3x10°) - -
C. javanica (1x10%) 5,86 (5,30 - 6,39) 5,95 (5,31 - 6,55)
M. anisopliae (6x10%) 16,27 (14,19 - 19,52) 15,16 (12,55 -19,59)

ITL50= Tempo Letal médio/ IC = Intervalo de Confianca a 5% de probabilidade de erro.

Ao longo do periodo de avaliagdo, os resultados demonstraram que o método de
alimentacdo com C. javanica nas duas proporcOes testadas apresentou a maior taxa de
mortalidade com esporulacdo. Durante os primeiros nove dias, a mortalidade atingiu 80%, e
essa tendéncia continuou a aumentar nas avaliagdes dos dias 13 e 16, chegando a 95% em

ambas as doses testadas (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de mortalidade de adultos de Ceratitis capitata, apos alimentacdo com dieta
contaminada com suspensdes de fungos entomopatogénicos em duas proporgoes.
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Por outro lado, M. anisopliae atingiu mortalidades com esporulagdo de 50% e 45% nas
duas proporcbes testadas, alcancando esses valores aos 11 e 15 dias de avaliagdo,
respectivamente, e mantendo-se constantes até o final do periodo avaliado. Por sua vez, B.
bassiana mostrou maiores niveis de mortalidade sem presenca de esporula¢do na propor¢do
maior 1:2, chegando a 70% nos primeiros 10 dias de avaliacdo. No entanto, na proporcéo
menor, observou-se uma mortalidade de apenas 35%, alcancada ja no final das avaliacGes (dia
18) (Figura 2).

C. fumosorosea apresentou uma taxa de mortalidade com esporulacdo de apenas 5%
na proporg¢do 1:2 aos 5 dias de avaliagdo, mantendo-se nesse valor até o final do bioensaio. Ja
ao avaliar a mortalidade sem esporulagdo nas duas proporcOes testadas, a proporcdo 1:1
apresentou a maior taxa de mortalidade, alcancando 40% nos primeiros 4 dias de avaliacdo e
aumentando para 45% aos 17 dias. Em contraste, o tratamento controle ndo registrou

nenhuma mortalidade nas duas proporgdes testadas (Figura 2).
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4. DISCUSSAO

A elevada mortalidade de adultos de C. capitata ocasionada pela inoculagéo topica de
M. anisopliae (6x10®8 UFC/mL) nas duas doses testadas no presente estudo, também foi
observada por outros autores avaliando diferentes cepas e concentragcdes deste fungo. Assim,
Castillo et al. (2000) relataram uma mortalidade de 90% de C. capitata com a cepa CECT
2952. Quesada-Moraga; Ruiz-Garcia; Santiago-Alvarez. (2006) constataram uma mortalidade
de 95% de C. capitata com a cepa EAMa 01/58-SU. E possivel inferir com esses resultados
que M. anisopliae pode ocasionar uma mortalidade acentuada em adultos de C. capitata
quando aplicado de forma topica, dependendo da cepa e concentracdo aplicada.

As altas taxas de patogenicidade ocasionadas por M. anisopliae, pode ser devido a
caracteristica de produzir metabdlitos secundarios (Skrobek; Shah; Butt, 2008). As
destruxinas sdo um dos principais metabdlitos secundarios de M. anisopliae (Vey et al.,2001),
existindo precedentes de ter uma alta atividade inseticida que ja foi comprovado em moscas-
das-frutas como Bactrocera olea Gmelin (Diptera: Tephritidae) (Yousef et al., 2013), C.
capitata (Lozano-Tovar., 2015) e Anastrepha obliqgua Macquart (Diptera: Tephritidae)
(Lozano-Tovar et al., 2023). As destruxinas causam a destruicdo das mitocondrias, o que vai
provocar a anulacdo da reacdo imunoldgica na hemolinfa, através da reducdo da secrecdo de
fluidos dos tubos de Malpighi (Mustafa; Kaur, 2013).

A alta viruléncia apresentada pelo fungo M. anisopliae (6x10® UFC/mL) nestes
bioensaios pode ser atribuida a sua concentracdo utilizada. Por outro lado, os fungos B.
bassiana e C. fumosorosea tiveram concentragdes maiores (2x10° ¢ 3x10°, respectivamente),
corroborando com os encontrados por Soliman et al. (2014) que demonstrou a viruléncia de
M. anisopliae mesmo em concentragdes menores (2,3 X 107 UFC/mL) em diferentes estagios
de C. capitata. Esses resultados diferem dos verificados por Khlaywi et al. (2014), indicando
gue maiores concentracdes de conidios de M. anisopliae resultam em maiores taxas de
mortalidade.

O tratamento com C. javanica resultou em niveis de mortalidade total de C. capitata
inferiores a 40% quando as moscas foram expostas topicamente. Estes sdo o0s primeiros
relatos da patogenicidade de C. javanica sobre adultos de C. capitata, no Brasil. Existem
relatos confirmando a susceptibilidade de Drosophila suzukii Matsumura (Diptera:
Drosophilidae) ao C. javanica, testada a uma concentragao de 1,6 x 10*. Essa cepa mostrou
ser a mais virulenta quando comparada com B. bassiana e M. anisopliae para essa espécie,

através do metodo de pulverizacdo (Gutierrez-Palomares et al., 2021).
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A baixa mortalidade proporcionada por C. javanica neste estudo, possivelmente esta
associada a baixa concentragdo que apresenta o fungo (1x1010). Nesse contexto, os niveis de
metabolitos secundarios presentes no fungo, como a emericelina e fumosorinoma, podem néo
ter sido suficientes para alcancar altos indices de mortalidade (Lin et al., 2019).

O tratamento com C. fumosorosea apresentou baixos niveis de mortalidade,
independentemente da dose testada. Essa baixa eficacia é consistente com resultados obtidos
por Ali, Sermann e Bittner. (2008), que relataram uma mortalidade de 7,5% na concentracéao
de 3x10% uma concentracdo semelhante a nossa. De acordo com Lacey, Fransen e Carruthers.
(1996), C. fumosorosea ja foi relatada infectando espécies da ordem diptera. No entanto, com
base em nossos resultados, C. capitata ndo é um hospedeiro adequado para este fungo. Esse
comportamento foi verificado anteriormente por Castillo et al. (2000), que avaliou esse fungo
com o isolado CECT 2706 e obteve eficacias inferiores a 10%.

O tratamento com as doses de B. bassiana estudadas resultou em uma baixa
mortalidade em C. capitata. No entanto, Quesada-Moraga, Ruiz-Garcia e Santiago-Alvarez.
(2006) avaliaram a patogenicidade de dez isolados de B. bassiana sobre C. capitata e
relataram uma mortalidade com presenca de esporulacéo variando de 38% a 100% através da
inoculacdo topica no dorso das moscas. Esses resultados também foram observados por
Hallouti et al. (2021) ao utilizar o método de contato, verificando mortalidades superiores a
91% em adultos de 3 dias de idade de C. capitata com dois isolados nativos de B. bassiana
(NS10 e OS1) na concentracdo de 1x107. Resultados semelhantes foram obtidos em outras
espécies de tefritideos, como B. dorsalis com uma mortalidade de 99% (Marri et al., 2016) e
Rhagoletis indifferens Currans (Diptera: Tephritidae), com uma mortalidade de 100% ap6s
receber uma aplicacdo topica de 1 pl de solugdo da cepa CX-10282 (Yee, 2020).

Os valores de tempo letal médio (TLso) obtidos para M. anisopliae nas duas doses
testadas, foram proximos aos obtidos por Quesada-Moraga; Ruiz-Garcia; Santiago-Alvarez.
(2006), apresentando valores de 5,1 e 5,3 dias, quando inocularam C. capitata com a cepa
EAMa 01/58-Su, a duas concentracdes diferentes 1x107 e 1x10%, respectivamente.

As baixas taxas de mortalidade que apresentaram alguns tratamentos nas duas doses
testadas, provavelmente é devido a variagdo genética que apresentam as cepas (Leger et al.
1889). Essa variagdo pode influenciar no processo infeccioso sobre o hospedeiro, afetando as
secrecBes dos conidios durante & adesdo na cuticula do inseto e consequentemente na
germinacao e na penetragdo do apressorio nas camadas internas (Leger et al.,1992).

Além disso, existe uma complexa interacdo entre células antimicrobianas que

geralmente se encontram secretadas na cuticula do hospedeiro, durante a fixacdo ou
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germinacdo do conidio (Barreto et al., 2016). Outro fator que favorece a inativacdo destes
conidios, sdo os agentes de estresse abidtico como: as baixas umidades, altas temperaturas e a
exposicdo UV (Fernandez-Bravo et al., 2016; Mannico; Pedrini; Paixao, 2019). As estratégias
na formulacdo dos produtos, poderiam melhorar os niveis de mortalidade, aumentando a
tolerdncia a essa resisténcia genética das cepas (Paixao et al., 2017). Por exemplo, os FEs
possuem maior capacidade de resisténcia ao estresse quando séo cultivados em ambiente
iluminado com luz branca em comparagdo com o cultivo no escuro (Dias et al., 2021).

No ensaio de alimentacao, o tratamento com C. javanica resultou em elevados indices
de mortalidade nas duas proporgdes testadas. Até o momento, a literatura cientifica apresenta
escassez de pesquisas relacionadas a patogenicidade de C. javanica em relacdo a mosca-das-
frutas, especialmente C. capitata. Portanto, este estudo demonstrou que C. javanica pode
provocar uma alta mortalidade através da contaminacdo por ingestdo e contato por
caminhamento, conforme a metodologia utilizada neste estudo.

A mortalidade verificada para B. bassiana, na proporgdo 1:2, foi semelhante por
Qazzaz et al. (2015), quando avaliaram a patogenicidade de cinco isolados nativos de B.
bassiana em C. capitata, via ingestdo da dieta contaminada na mesma proporcao, relatando
uma mortalidade de 60% com o isolado P. Bv 41. Posteriormente Chergui et al. (2020),
testaram a cepa BAUM M6-4 e concluiram que apds alimentacdo de C. capitata com conidios
de B. bassiana por 48 horas, houve uma mortalidade de 68,3 a 86,3%, respectivamente.

Os valores de mortalidade de C. capitata ap6s ingestdo da dieta contaminada para M.
anisopliae com sinal de esporulacdo atingiram valores de 50 a 45 %, nas duas proporcdes
testadas, respectivamente. Esses resultados foram similares aos obtidos por Beris et al. (2013),
quando verificaram a patogenicidade desse fungo sobre C. capitata na proporc¢do 1:1, com as
concentragbes de 1,5 x 107 ¢ 1,5 x 10%, atingindo mortalidades de 43,9 e 41,19%,
respectivamente.

Estudos realizados comprovaram que C. capitata, ao ingerir extratos proteicos
produzidos por de M. anisopliae em combinacdo com a dieta de alimento, sofre danos no
intestino médio. Esses efeitos foram relatados por Ortiz-Urquiza et al. (2009) e Lozano-Tovar
et al. (2015) e também observados em outra espécie de tefritideo, Anastrepha ludens Loew
(Diptera: Tephritidae), conforme mencionado por Toledo-Hernandez et al. (2018).

Foi observada uma mortalidade moderada em C. fumosorosea, entretanto, as moscas
gue morreram apds ingerir os conidios misturados com a dieta ndo apresentaram
desenvolvimento de esporulacdo. E relevante destacar que a maior mortalidade para esse

fungo foi observada na proporgéo 1:1. Esse comportamento atipico suscita a necessidade de
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realizar mais testes com esse fungo utilizando o mesmo método. Pesquisas conduzidas por
Beris et al. (2013) relataram que a cepa IBB020 do fungo C. fumosorosea, em concentragdes
de 1,5x107 e 1,5 x 108, causou mortalidades com presenca de esporulacao de 60,1% e 69,4%,
respectivamente, em C. capitata, quando as moscas foram alimentadas com a mistura da dieta
contendo esses conidios por 24 horas. Os resultados obtidos neste estudo divergem desses
encontrados, indicando que a cepa utilizada pode ter uma patogenicidade menos expressiva
em relacdo a C. capitata.

O menor tempo letal médio (TLso) foi obtido para B. bassiana na propor¢do maior 1:2,
mostrando-se similar ao valor de 6,54 dias relatado por Chergui et al. (2020), quando avaliou
a patogenicidade da cepa BMAUM M6-4 através do método de alimentacdo em C. capitata.
Por outro lado, para C. javanica, verificaram-se valores mais elevados nas duas proporcgdes
testadas. Esses resultados estdo em concordancia com Gutierrez-Palomares et al. (2021), que
constataram um (TLso) de 4,58 dias em D. suzukii quando as moscas foram pulverizadas com
a cepa CHE-CNRCB 307 na concentracao de 1x10% Além disso, os valores mais prolongados
de (TLso) foram observados para o tratamento M. anisopliae nas duas proporc¢des testadas,
corroborando com os resultados relatados por Beris et al. (2013), que encontraram valores de
14,7 e 15,5 dias para esse fungo sobre C. capitata.

Neste estudo, os tratamentos baseados em FEs revelaram mortalidades com e sem
presenca de esporulacdo, provavelmente devido a multiplicacdo de bactérias entéricas que
colonizam a hemolinfa dos individuos mortos, inibindo o desenvolvimento flngico, conforme
sugerido por Shimazu. (1994). Entretanto, algumas moscas ainda foram capazes de sobreviver
aos bioensaios apo6s a infeccdo por FEs, possivelmente gracas a um sistema imunoldgico
forte, caracterizado pela producdo abundante de peptideos antimicrobianos e fenoloxidases
(Levitin; Whiteway, 2008; Dubovskiy et al., 2013), os quais encapsulam as hifas fangicas e
bloqueiam sua atividade, como observado por Lu e Leger. (2016). Esses resultados reforcam a
complexa interacdo entre FEs e a resposta imunol6gica das moscas, proporcionando novas
perspectivas cientificas para o controle bioldgico desses insetos-praga.

E importante destacar que, durante as avaliagBes realizadas para ambos os bioensaios,
observou-se que as moscas mortas que conseguiram desenvolver o sinal de esporulagéo
apresentaram esse comportamento nas primeiras 48 horas apos serem acomodadas e mantidas
na cadmara BOD. Esse padrdo foi verificado em todos os tratamentos fungicos, nas duas
doses/proporgdes testadas.

Finalmente, este estudo fornece informagdes sobre a interacdo dos fungos avaliados e

C. capitata. Com base em nossos resultados, podemos sugerir que os FEs M. anisopliae e C.
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javanica mostraram-se promissores para serem incorporados no manejo integrado de adultos
de C. capitata, por meio de pulverizagdes e uso de iscas toxicas associadas a atrativos
alimentares. Essas estratégias podem oferecer uma alternativa sustentavel e eficaz para o
controle dessa praga agricola, contribuindo assim para o avanco do controle biologico de
insetos-praga na fruticultura do semiarido.
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5. CONCLUSCOES

M. anisopliae causou alta mortalidade e baixo tempo letal médio (TLso) em adultos de
C. capitata, por meio da exposi¢ao por inoculacédo topica.

Os tratamentos com C. javanica, M. anisopliae e B. bassiana apresentaram elevada
patogenicidade no método de alimentacdo em C. capitata. No entanto, B. bassiana
necessitou maior quantidade de conidios e ndo houve esporulagdo nas moscas mortas com

esse tratamento.
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CAPITULO 111 -EFICACIA DA INFECCAO DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS EM PUPARIOS DE Ceratitis capitata (WIEDEMANN)
(DIPTERA: TEPHRITIDAE), EM CONDICOES DE LABORATORIO

RESUMO

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) é uma das pragas mais prejudiciais da
fruticultura mundial. Uma das dificuldades no controle dessa praga é que ela completa seu
ciclo de vida (pupa) no solo. Nesse sentido, a aplicacdo dos fungos entomopatogénicos (FES)
pode representar uma alternativa eficiente para o controle durante a fase pupal. Esses FES
possuem a capacidade de persistir por prazos prolongados nos solos, tornando esse ambiente
ideal para sua conservacdo e disseminacdo. Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a
eficiéncia de quatro FEs sobre a fase de pupa de C. capitata, em condi¢des de laboratério. Os
tratamentos avaliados foram Beauveria bassiana (2 x 10° UFC/mL), Cordyceps fumosorosea
(3 x 10° UFC/mL), Cordyceps javanica (1x10'© UFC/mL), Metarhizium anisopliae (6x108
UFC/mL) e agua destilada esterelizada como controle. Para isso, foram utilizadas trés formas
de aplicacdo: método topico, método por imersdo (30 segundos) e por solo contaminado, nas
concentragdes 0,5-1,0 L ou Kg. Ha ™. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado contendo cinco tratamentos e 20 repeticGes por tratamento. Os ensaios foram
avaliados por 21 dias, as moscas que conseguiam emergir eram transferidas para gaiolas
plasticas e alimentadas com uma dieta a base de Iévedo e aclcar (1:4) e agua. Puparios e
adultos foram transferidas para cdmara BOD (temperatura 25+ 2°C, UR de 65+ 10% e
fotofase de 12 horas), para constatar sintomas de esporulagdo. Os melhores resultados para o
método topico foram observados para B. bassiana na maior dose, alcancando 65 % de
mortalidade total nos puparios, ja nos adultos emergidos B. bassiana e M. anisopliae
alcancaram mortalidades de 50 e 45%, respectivamente. No método por imersdo (30s), 0
melhor resultado foi para C. fumosorosea na maior dose avaliada, com 55% de mortalidade
total. A mortalidade total pds emergéncia de adultos atingiu 70% para M. anisopliae. Para o
método em solo contaminado a maior mortalidade total foi verificada na menor dosagem de
M. anisopliae com 80% de mortalidade, sendo 60% dessa mortalidade observada nas moscas
que apresentaram esporulagdo, C. javanica alcangou 70% de mortalidade total, na maior
dosagem. Os resultados sugerem que os FEs avalidados, apresentam efeito de mortalidade
sobre puparios de C. capitata.

Palavras-chave: Mosca do mediterraneo. Entomopatogenos. Patogenicidade. Esporulagéo.
Pds-emergéncia
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CHAPTER Il - EFFECTIVENESS OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGAL
INFECTION IN PUPARIA OF Ceratitis capitata (WIEDEMANN)
(DIPTERA: TEPHRITIDAE), UNDER LABORATORY CONDITIONS

ABSTRACT

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) is one of the most damaging pests of
fruit growing worldwide. One of the difficulties in controlling this species is that it completes
its life cycle (pupa) in the soil. In this sense, the application of entomopathogenic fungi
(EPFs) may represent an efficient alternative for control during the pupal stage. These EPFs
have the ability to persist for long periods in soils, making this environment ideal for their
conservation and dissemination. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
efficiency of four FEs on the pupal stage of C. capitata, under laboratory conditions
(temperature 25+ 2°C, RH of 65 + 10% and photophase of 12 hours). The treatments
evaluated were Beauveria bassiana (2 x 10° CFU/mL), Cordyceps fumosorosea (3 x 10°
CFU/mL), Cordyceps javanica (1x1019 CFU/mL), Metarhizium anisopliae (6x10® CFU/mL)
and sterilized distilled water as control. For this, three forms of application were used: topical
method, immersion method (30 seconds) and contaminated soil, at concentrations 0.5-1.0 L or
Kg. Ha ™. The experiments were composed of 20 replicates per treatment, where each puparia
corresponded to one replicate. The trials were evaluated for 21 days, flies that managed to
emerge were transferred to plastic cages and fed a diet based on leaven and sugar (1:4) and
water. Pupae and adults were transferred to a BOD chamber until sporulation symptoms were
observed. The best results for the topical method were observed for B. bassiana at the highest
dose, reaching 65% total mortality in puparia, while in emerged adults B. bassiana and M.
anisopliae reached mortalities of 50 and 45%, respectively. In the immersion method (30s),
the best result was for C. fumosorosea at the highest dose, with a 55% total mortality. The
total mortality after adult emergence reached 70% for M. anisopliae. For the method in
contaminated soil the best total mortality was verified at the lowest dose, for M. anisopliae
with 80%, being the 60% mortality found in the flies that presented sporulation, C. javanica
the highest dose improved its total mortality, reaching 70%. The results suggest that the EPFs
evaluated, present control effect on puparia of C. capitata.

Key-words: Mediterranean fruit fly. Entomopathogens. Pathogenicity. Sporulation. Post-

emergence
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1. INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos (FEs), pertencentes a ordem dos Hypocreales,
especialmente das familias Clavicipitaceae e Cordycipitacea, caracterizam-se por persistirem
por longos periodos nos solos, tornando esse ambiente o habitat ideal para sua conservagéo e
disseminacdo (Zimmermann, 1986; Rudeen et al., 2013; Kepler et al., 2017). Um exemplo ¢
Metarhizium anisopliae Metschnikoff Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae), que quando
aplicado via solo, pode manter sua viabilidade por até cinco a dez anos, permitindo a
regulacdo das populacGes de pragas do solo e reduzindo os custos de controle (Rath; Koen;
Rowe, 1995).

A longevidade dos FEs, é uma razdo para que sejam considerados altamente
patogénicos e apreciado dentro das estratégias para o controle de pragas (Quesada-Moraga et
al., 2007), pois o solo vai facilitar a multiplicacdo dos conidios, proporcionando-lhes todas as
condicdes favoraveis para seu desenvolvimento (Ekesi; Maniania; Lux, 2002). Os FEs além
de colaborar na regulacdo de populacbes de inseto-praga que habitam no solo (estagios
imaturos), tem a caracteristica de produzir massivamente esporos, e fatores como a corrente
de 4gua ajudam na disseminacdo destes nos habitats terrestres (Blango; Kniemeyer; Brakhage,
2019).

O controle de insetos adultos, como Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera:
Tephritidae), por meio de FEs € efetivo devido a contaminacao direta que ocorre através dos
propagulos infecciosos (Dimbi et al., 2003). No entanto, enfrenta-se certa dificuldade no
controle dos estagios imaturos das moscas-das-frutas, uma vez que eles completam seu ciclo
de vida no solo, o que dificulta o uso de inimigos naturais (parasitoides) como estratégia de
controle (Boari; Zuccari; Vurro, 2008).

O efeito dos FEs sobre pupérios de C. capitata tem sido relatado em diversos estudos,
por meio de diferentes métodos de aplicacao, tais como: o método topico (Imoulan; Alaoui; El
Mezine, 2011; Abdellah et al., 2020), o0 método por imersdo (Quesada-Moraga; Ruiz-Garcia;
Santiago-Alvarez, 2006; Beris et al., 2013; Soliman et al., 2020), e também através de solo
contaminado com conidios (Ekesi et al., 2005; Almeida et al., 2007; Ali et al., 2009).

Segundo Gava et al. (2020; 2021), o uso dos FEs, atravées do sistema de irrigacdo por
gotejamento mostrou resultados promissores contra puparios de C. capitata, avaliando cepas
de fungos baseados em Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales:
Clavicipitaceae) e M. anisopliae. Alem disso, o possivel sucesso da aplicacdo dos FEs em

campo via solo pode ser atribuido a irrigacdo permanente que apresentam 0s pomares de
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fruticolas, o que vai ajudar a intensificar a umidade relativa do solo, favorecendo a
multiplicagdo dos propéagulos (Hallouti et al., 2020). Nesse contexto fatores como a umidade ,
temperatura, ja foram relatados para atingir altos niveis de patogenicidade dos FEs, fatores
como textura do solo e pH, também deveriam ser considerados para o controle de insetos do
solo (Garrido-Jurado et al., 2011)

Outros autores também relataram o efeito dos FEs sobre outros tefritideos,
evidenciando sua patogenicidade em puparios atraves de diferentes métodos de exposicdo e
concentracdes. Essa viruléncia foi observada tanto em linhagens comerciais quanto em
isolados nativos de diferentes espécies, incluindo Bactrocera zonata Saunders (Diptera:
Tephritidae) (Hussein et al., 2018), Rhagoletis pomonella Walsh (Diptera: Tephritidae)
(Usman et al., 2020), Bactrocera dorsalis Handel (Usman et al.,, 2021) e Zeugodacus
cucurbitae Coquillett (Diptera: Tephritidae) (Hintenou et al., 2023).

Nesse contexto, a viruléncia dos FEs sobre puparios de diferentes tefritideos tem sido
relatada nos ultimos anos. Além disso, foi comprovado o efeito que esses agentes apresentam
nos adultos que emergem apds a contaminacéo, o que reforca a relevancia dos FEs como uma
opcao promissora e eficaz no controle bioldgico das moscas-das-frutas.

Diante dessa necessidade de incorporar novas abordagens de biocontrole na
fruticultura do semiéarido brasileiro, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de
mortalidade de quatro FEs comercializados no Brasil, sobre os pupérios e adultos emergidos
desses puparios de C. capitata, em condicdes de laboratério, utilizando diferentes métodos de

contaminacéo.



52

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do estudo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia Aplicada,
Departamento de Ciéncias Agronémicas e Florestais, da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossor6/RN, Brasil.

2.2. Procedéncia dos puparios de Ceratitis capitata

Os puparios foram obtidos da criagdo proveniente do Laboratério de Entomologia
Aplicada da UFERSA. Eles foram mantidos sob condig¢Oes controladas em salas climatizadas
(temperatura de 25 * 2°C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 12 horas), onde as

coletas eram realizadas diariamente.
2.3. Linhagens comerciais para os bioensaios

As linhagens de FEs utilizados nesta pesquisa tiveram as seguintes concentragoes:
Beauveria bassiana (2x10° UFC/mL), Cordyceps fumosorosea (3x10° UFC/mL), Cordyceps
javanica (1x10* UFC/mL) e Metarhizium anisopliae (6x10®8 UFC/mL), sendo o tratamento
testemunha agua destilada esterilizada. Se usou duas doses para todos os tratamentos fungicos

0,5e1,0L ouKg. Ha™, usando um volume de agua para a calda de S00L. Ha™.

2.4.  Conducao dos bioensaios

2.4.1. Patogenicidade dos fungos entomopatogénicos (FEs) em pupas de Ceratitis
capitata
Os puparios utilizados (n = 20), tinham trés dias de idade, sendo cada pupa uma
repeticdo. Os experimentos eram mantidos em ambientes controlados, com temperatura de 25
+ 1°C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 65 £10 %, (camara tipo B.O.D SL-200).

2.4.1.1. Meétodo tdpico

O bioensaio foi realizado baseado na metodologia de Imoulan; Alaoui; EI Mezine.
(2011). O experimento consistiu na aplicagdo topica das suspensdes de conidios dos
tratamentos nas duas doses testadas, com ajuda de uma micropipeta na superficie da (1 pl).
Para o tratamento controle foi utilizada dgua destilada esterilizada. Logo apos aplicagdo, as
pupas foram secas por 5 minutos, para eliminar todo tipo de residuo. As pupas foram

individualizadas em placas de Petri (5 x 1 cm). No interior de cada placa continha um disco
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de papel filtro e algoddo umido para manter a umidade. Em seguida as placas foram fechadas
com pléastico filme e transferidas para cdmara climatizada B.O.D (temperatura 25 + 1°C,
umidade relativa de 65 + 10% e fotoperiodo de 12 horas), onde foram avaliadas com relagéo a
mortalidade ocasionada pelos fungos (presenca de micélio).

Os adultos que emergiram foram transferidos para gaiolas plésticas (25,5 x 12,5 x12
cm), e acomodados em camara BOD (temperatura 25 £ 1°C, umidade relativa de 65 + 10% e
fotoperiodo de 12 horas), e receberam alimento ad libitum. A mortalidade dos adultos foi
avaliada diariamente até 21° dia, contando a partir da-montagem do experimento. As moscas
mortas foram recolhidas e individualizadas em placas de Petri menores (5 x 1cm), contendo
papel filtro e algoddo umedecido para gerar umidade necessaria. Em seguida foram fechados
com plastico filme e acondicionadas em camara B.O.D (temperatura 25 + 1°C, umidade
relativa de 65 + 10% e fotoperiodo de 12 horas).

2.4.1.2. Método por imersao

Para 0 método por imerséo foi utilizada a metodologia descrita por Beris et al. (2013).
Para cada tratamento foram submergidas vinte puparios em 2 mL das caldas fangicas, por 30
segundos, utilizando para o controle dgua destilada esterilizada. Apds secagem do excesso do
fluido com papel filtro durante 5 minutos, as pupas foram transferidas individualmente para
Placas de Petri (5 x 1 cm), acondicionadas da mesma forma descrita no método de acima e
levadas para cadmara B.O.D (temperatura 25 = 1°C, umidade relativa de 65 + 10% e
fotoperiodo de 12 horas), até desenvolver o sinal de micose tipica dos tratamentos aplicados.

Os adultos emergidos foram levados para gaiolas plasticas (25,5 x 12,5 x12 c¢cm), e
acondicionados da mesma forma do experimento anterior, com fornecimento de alimento ad
libitum. A mortalidade dos adultos foi avaliada até os 21 dias, desde a aplicacdo dos
tratamentos nos puparios. As moscas mortas eram retiradas e acomodadas em placas de Petri
menores (5 x 1cm), da mesma forma do experimento descrito acima. Por ultimo as placas

foram transferidas e mantidas em cadmara B.O.D, como foi descrito acima.
4.4.1.3. Meétodo por solo contaminado

Para comprovar a patogenicidade dos tratamentos em puparios atraveés do solo
contaminado foi usado a metodologia descrita por Usman et al. (2021). O solo utilizado (57%
areia, 25% silte e 18% argila), foi autoclavado a 120°C por dois dias, por um periodo de uma
hora. Posteriormente o solo foi seco ao ar por 48 horas. O solo totalmente seco foi submetido
a peneiramento (2 mm a malha da peneira) e depois foram colocados em copos de 30 mL, na
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quantidade de 20 gramas por copo. Logo em seguida foi adicionado 1mL da calda inicial das
suspensdes dos tratamentos de ambas doses + 1mL de &gua destilada esterilizada. Em seguida
0s copos foram tampados e agitados suavemente até a mistura ficar uniforme. Foram
utilizadas 20 pupas por tratamento, enterrando uma pupa em cada copo a 2 cm de
profundidade. Para o controle se usou agua destilada esterilizada (2 mL).

Os adultos emergidos foram transferidos para gaiolas plasticas (25,5 x 12,5 x12 cm),
receberam alimento ad libitum e foram transferidos para camara BOD (com as condicdes ja
mencionadas anteriormente). A mortalidade dos adultos foi registrada diariamente até o dia
21°, considerando o dia do inicio do bioensaio. As moscas mortas foram individualizadas em
placas de Petri menores (5 x 1cm), e acondicionadas da mesma forma que os bioensaios
anteriores.

Para todos os experimentos, foram considerados 0s seguintes parametros para
determinar a mortalidade total dos tratamentos fungicos sobre C. capitata (1) a mortalidade
das pupas ap6s exposicao a suspensdo de conidios (com presencia de esporulacdo), (2) as
pupas que apresentaram falhas de emergéncia, aquelas que tiveram sintomas, como puparios
necroticos, pupas encolhidas , ja para o final dos bioensaios foram consideradas como
mortas, (3) a mortalidade de moscas adultas emergidas expostas a suspensdo de conidios
durante a fase de pupa (com e sem esporulacdo) (WANG et al., 2021).

2.5. Variaveis analisadas

v Mortalidade total de pupas (%);
v Mortalidade total adultos emergidos de puparios tratados.

2.6. Andlise estatisticas

Foi adotado um delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com cinco
tratamentos, para as duas doses testadas. Cada tratamento compreendeu 20 repeticdes,
correspondendo cada uma a uma pupa de C. capitata.

As diferencas nas taxas de mortalidade foram avaliadas através do teste Exato de
Fisher, e o Teste post-hoc de Fisher foi utilizado para comparar as proporgdes. Todas as
analises foram consideradas significativas com um nivel de probabilidade de 5%. Os calculos

estatisticos foram realizados utilizando o software estatistico R (2020).
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3. RESULTADOS

Na avaliacdo da mortalidade dos puparios com presenca de micélio nas duas doses, C.
javanica apresentou resultados estatisticamente diferentes dos demais tratamentos e do
controle (p<0,05). Apenas nesse tratamento foi observado o desenvolvimento de micélio
sobre os puparios tratados. Quanto a mortalidade pupal sem desenvolvimento de micélio, na
dose menor, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos (p>0,05). Ja na
dose maior, as mortalidades aumentaram, destacando-se B. bassiana, C. fumosorosea e M.
anisopliae, com mortalidades de 65%, 65% e 55%, respectivamente, todas diferindo
significativamente da testemunha (p<0,05). Ao avaliar a mortalidade total, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para as duas doses testadas (p>0,05)
(Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade pupal de Ceratitis capitata expostas a fungos entomopatogénicos,
mediante 0 método topico em duas doses diferentes.

Dose Fungo (UFC/mL) Mortalidade com Mortalidade Mortalidade
testada micélio (%) sem micélio (%) total (%)
B. bassiana (2x10°) 0 b 5 a 5 a
C. fumosorosea (3x10°) 0 b 25 a 25 a
05 C. javanica (1x10109) 25 a 15 a 40 a
’ M. anisopliae (6x10%) 0 b 30 a 30 a
Controle 0 b 10 a 10 a
P <0,001 0,390 0,173
B. bassiana (2x10°) 0 b 65 a 65 a
C. fumosorosea (3x10°) 0 b 65 a 65 a
10 C. javanica (1x1019) 30 a 15 b 45 a
’ M. anisopliae (6x10%) 0 b 55 ab 55 a
Controle 0 b 15 b 15 a
p <0,001 <0,05 0,214

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa de acordo com o teste Exato de Fisher
(p<0,05).

Ao avaliar a mortalidade das moscas emergidas, ndo foram observadas diferencas
estatisticas na esporulacdo (desenvolvimento de micélio) po6s emergéncia para ambas as doses
em todos os tratamentos (p>0,05). A mortalidade das moscas que ndo conseguiram esporular
micélio também foi avaliada, e constatou-se que, na dose menor, B. bassiana e M. anisopliae
diferiram significativamente do controle (p<0,05). Quanto a mortalidade total, as maiores

porcentagens de mortalidade foram observadas na dose menor nos tratamentos com B.
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bassiana e M. anisopliae, alcancando 50% e 45%, respectivamente. Esses FEs apresentaram
diferengas estatisticas em relagcdo ao tratamento controle (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade de adultos de Ceratitis capitata emergidos de puparios expostos a

fungos entomopatogénicos, mediante 0 método topico em duas doses diferentes.

Dose Fungo (UEC/mL) Mortalidade com Mortalidade sem Mortalidade
testada micélio (%) micélio (%) total (%)
B. bassiana (2x10°) 20 a 30 a 50 a
C. fumosorosea (3x10°) 0 a 10 ab 10 ab
05 C. javanica (1x1019) 25 a 0 b 25 ab
' M. anisopliae (6x10°%) 5 a 40 a 45 a
Controle 0 a 0 b 0 b
p <0,05 <0,05 <0,001
B. bassiana (2x10°) 0 a 25 a 25 ab
C. fumosorosea (3x10°) 0 a 10 a 10 ab
10 C. javanica (1x1010) 20 a 15 a 35 a
’ M. anisopliae (6x10%) 15 a 30 a 45 a
Controle 0 a 0 a 0 b
p <0,05 0,150 0,214

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa de acordo com o teste Exato de Fisher
(p<0,05).

Ao avaliar a mortalidade dos pupérios por meio da imersdo, constatou-se que C.
javanica foi a Unica a desenvolver sinal de micélio para ambas as doses, com mortalidades de
35% e 20%, respectivamente. Esses valores diferiram estatisticamente do tratamento do
controle (p<0,05). Ja nas avaliacbes de mortalidade pupal sem micélio e total, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para ambas as doses (p>0,05). No

entanto, verificou-se um aumento nas mortalidades para a dose maior (Tabela 3).

Tabela 3. Mortalidade pupal de Ceratitis capitata expostas a fungos entomopatogénicos,
mediante 0 método de imersdo em duas doses diferentes.

Dose Fungo (UFC/mL) Mortalidade com Mortalidade Mortalidade
testada micélio (%) sem micélio (%) total (%)
B. bassiana (2x10°) 0 b 15 a 15 a
C. fumosorosea (3x10°) 0 b 20 a 20 a
05 C. javanica (1x1010) 35 a 10 a 45 a
’ M. anisopliae (6x10?) 0 b 10 a 10 a
Controle 0 b 5 a 5 a
p <0,001 0,802 0,136
10 B. bassiana (2x10°) 0 b 50 a 50 a
’ C. fumosorosea (3x10°) 0 b 55 a 55 a
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C. javanica (1x1019) 20 a 20 a 40 a
M. anisopliae (6x10%) 0 b 55 a 55 a
Controle 0 b 15 a 15 a

p <0,001 0,178 0,355

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa de acordo com o teste Exato de Fisher
(p<0,05).

Ap06s emergéncia de adultos, quando se avaliou a mortalidade com sinal de miceélio
nas moscas, C. javanica e M. anisopliae obtiveram os melhores resultados, para ambas doses,
diferindo estatisticamente, quando comparado com o controle (p<0,05). A mortalidade sem
micélio para a dose menor, ndo apresentou diferengas estatisticas entre os tratamentos
(p>0,05). Para a dose maior os tratamentos com B. bassiana e C. fumosorosea, alcangaram
mortalidades de 40%, em ambas linhagens houve diferencas estatisticas, comparado com o
controle (p<0,05). Na mortalidade total, M. anisopliae, foi o melhor tratamento para a dose
menor, atingindo uma mortalidade 70%, diferindo do controle, porém ndo dos outros
tratamentos (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Mortalidade de adultos de Ceratitis capitata emergidos de puparios expostos a
fungos entomopatogénicos, mediante 0 método de imersdo em duas doses diferentes.

Dose Fungo (UFC/mL) Mortalidade com Mortalidade sem Mortalidade
testada micélio (%) micélio (%) total (%)
B. bassiana (2x10°) 20 ab 10 a 30 a
C. fumosorosea (3x10°) 5 b 20 a 25 ab
05 C. javanica (1x1019) 45 a 0 a 45 a
' M. anisopliae (6x10%) 60 a 10 a 70 a
Controle 0 b 0 a 0 b
P <0,001 0,155 <0,001
B. bassiana (2x10°) 0 b 40 a 40 a
C. fumosorosea (3x10°) 0 b 40 a 40 a
10 C. javanica (1x1019) 40 a 5 ab 45 a
' M. anisopliae (6x10%) 30 a 10 ab 40 a
Controle 0 b 0 b 0 B
P <0,001 <0,001 <0,05

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa de acordo com o teste Exato de Fisher
(p<0,05).

Ao avaliar a mortalidade pupal no bioensaio do solo contaminado, constatou-se que as
mortalidades foram relativamente baixas, variando de 20 a 25% para a dose menor. Para a
dose maior, as mortalidades tiveram um aumento, sendo C. fumosorosea e M. anisopliae 0s
melhores tratamentos, alcangando 45% de mortalidade para ambos tratamentos, porém néo

houve diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle (p<0,05). No caso das moscas
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emergidas ap0s serem expostas aos tratamentos, na fase de pupa, a maior porcentagem de
mortalidade foi observada para M. anisopliae com 60% de mortalidade com presenca de
micélio na dose menor, diferindo estatisticamente quando comparado com o controle
(p<0,05). Na avaliacdo da mortalidade dos adultos sem micélio, ndo houve diferencas

estatisticas entre os tratamentos e o controle (p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Mortalidade de pupas e adultos de Ceratitis capitata expostos a fungos
entomopatogénicos, mediante solo contaminado em duas doses diferentes.

Mortalidade Mortalidade  Mortalidade

Dose de adultos de adultos  Mortalidade
testada Fungo (UFC/mL) de E))/upas com micélio  sem micélio total (%)
00 (%) (%)
B. bassiana (2x10°) 25 a 20 ab 15 a 60 a
C. fumosorosea (3x10°) 25 a 30 a 5 a 60 a
05L C. javanica (1x1019) 20 a 20 ab 15 a 55 a
’ M. anisopliae (6x10%) 20 a 60 a 0 a 80 a
Controle 10 a 0 b 0 a 10 b
P 0,868 <0,05 0,207 <0,05
B. bassiana (2x10°) 35 a 0 b 15 a 50 ab
C. fumosorosea (3x10°) 45 a 0 b 15 a 60 ab
10L C. javanica (1x1019) 30 a 35 a 5 a 70 a
’ M. anisopliae (6x10%) 45 a 25 ab 0 a 70 a
Controle 15 a 0 b 0 a 15 b
P 0,569 <0,001 0,207 0,162

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa de acordo com o teste Exato de Fisher
(p<0,05).
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4. DISCUSSAO

Com base em nossos resultados, para a aplicacdo tdpica das linhagens fungicas em
puparios de C. capitata, observamos que ndo apresentaram altos niveis de viruléncia quando
expostos a dose menor (0,5 Kg ou L. hat). No entanto, essas eficacias aumentaram quando os
puparios foram submetidos a uma dose maior. Esses resultados estdo de acordo com o estudo
de Imoulan, Alaoui e EI Meziane. (2011), que avaliaram 118 isolados nativos de B. bassiana
e obtiveram mortalidades que variaram de 10% a 90% ap0s aplicacdo topica de 5 pl em
puparios de C. capitata, utilizando uma concentragdo de 1x108.

A linhagem B. bassiana mostrou algum grau de viruléncia em pupérios de C. capitata,
porém, essa viruléncia sé foi evidenciada quando a dose aplicada foi maior, alcancando um
méaximo de 65% de mortalidade total. Esses resultados diferem dos encontrados por Hallouti
et al. (2020), que avaliaram linhagens de B. bassiana provenientes de solos da regido de
Souss, no Marrocos, e observaram mortalidades superiores a 90% em pupas de C. capitata
usando o método de contato (pulverizacdo) com os isolados NS10 e OS1.

Essa alta patogenicidade relatada por Hallouti et al. (2020) pode ser atribuida a
proximidade dessas linhagens com o ambiente natural da mosca do Mediterraneo, ou também
a sua adaptabilidade aos ambientes climaticos da regido, de acordo com as observacdes de
Bidochka, Kasperski; Wild. (1998).

Com M. anisopliae, nossos resultados foram semelhantes aos relatados por Abdellah
et al. (2020). Em seu estudo, eles também testaram a patogenicidade desse fungo através da
inoculacdo toépica em pupérios de B. dorsalis, utilizando concentragcdes proximas das que
utilizamos (5x10° e 10x10°¢). Eles conseguiram obter mortalidades de 40% e 50%,
respectivamente.

O fungo C. javanica demonstrou ser eficaz contra puparios de C. capitata quando
aplicada topicamente. Foi o Unico tratamento que conseguiu produzir esporos nos puparios
tratados, colonizando completamente a superficie do tegumento. Esse comportamento nao foi
observado nos demais tratamentos, o que difere dos resultados encontrados por Abdellah et al.
(2020), que relataram esporulacdo de M. anisopliae uma semana apos a aplicagdo em puparios
de B. dorsalis, e por Hallouti et al. (2021), que obtiveram esporulacdo de B. bassiana em
pupérios de C. capitata. Alem disso, o tratamento com C. fumosorosea junto com B. bassiana
mostraram ter maior viruléncia contra 0s pupérios, alcangando as maiores porcentagens de

mortalidade quando aplicado topicamente.
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Os resultados para 0 método por imersdo, demostraram ter semelhanga aos obtidos
através do meétodo topico, observando-se niveis moderados de mortalidade, dependendo do
fungo avaliado e a dose testada. Em geral, nossos resultados a dose maior, concordam com
aqueles demostrados por Beris et al. (2013), quando testaram B. bassiana, M. anisopliae e C.
fumosorosea, atraves da imersdo (30 segundos) em pupérios de C. capitata de 4 a 5 dias de
idade, alcangando mortalidades de 52,1, 52,3 e 63,5 %, respectivamente. Assim Soliman et al.
(2020), verificaram a patogenicidade de M. anisopliae (cepa 5130) e B. bassiana (cepa 5133),
através da imersdo de pupas de 5 dias de idade, verificando-se mortalidades de 77,5 e 65 %,
respectivamente. Os resultados obtidos para C. javanica, apresentaram similitude aos obtidos
no método topico, além de se repetir o comportamento do desenvolvimento de sinal de
micélio nas pupas infectadas. Esse comportamento ndo foi observado nos demais tratamentos.

Embora a hipdtese de que um aumento no tempo de submersdo dos puparios nas
suspensdes de conidios poderia resultar em uma maior mortalidade tenha sido considerada,
esse cenario ndo foi respaldado por um estudo realizado por Wang et al. (2021). Nesse estudo,
0s pesquisadores testaram C. fumosorosea, B. bassiana e M. anisopliae em pupas de B.
dorsalis, utilizando uma imersdo de 1 minuto, e obtiveram taxas de mortalidade variando de
0% a 35%. Curiosamente, esses resultados foram semelhantes aos obtidos em nosso estudo,
mesmo ao aplicar um tempo menor de submersao, mas com 0s mesmos fungos.

No método de solo contaminado, observamos mortalidades superiores a 50% em
ambas as doses testadas. Esses resultados estdo em concordancia com o estudo de Mohsin,
Hamad e Hanawi. (2023), que comprovaram a patogenicidade de B. bassiana utilizando a
mesma metodologia. Nesse estudo, eles avaliaram dois isolados (B53 e B100) em pupérios de
4 a 5 dias de idade de C. capitata, obtendo eficacias de 61,3% e 50,3%, respectivamente.

Além disso, observamos que a emergéncia dos adultos foi reduzida, o que também
estd de acordo com as descobertas de Ali et al. (2009). Nesse estudo, eles avaliaram o efeito
de B. bassiana através da contaminacdo de pupérios, aplicando os conidios via solo em
condigdes de semi campo.

As doses testadas para M. anisopliae, alcangaram elevadas mortalidades, sendo
superiores a 70%. Esses resultados foram similares aos verificados por Ekesi; Maniania; Lux.
(2003), quando avaliaram a patogenicidade de 4 linhagens de M. anisopliae (ICIPE 18, ICIPE
20, ICIPE 60 e ICIPE 69), através da contaminacdo via solo (sem ser esterilizado) de puérios
de C. capitata. O efeito de C. javanica para a infeccdo dos pupérios, através da metodologia

descrita, foi também observado na espécie R. pomonella, de acordo com Usman et al.(2020), a
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linhagem ajudou a reduzir a emergéncia de adultos desta praga, atingindo mortalidades
superiores a 50% em condicdes de laboratorio, o que concordaria com nossos resultados.

Para C. fumosorosea a mortalidade total alcancada foi similar para as duas doses
testadas, atingindo valores superiores de 60%. Esses resultados concordam com os obtidos
por Usman et al. (2020), atraveés do método citado. Os autores avaliaram a patogenicidade de
C. fumosorosea (cepa Apopka 97), concluindo ao final das avaliages que esse fungo ajudou a
reduzir a emergéncia de adultos de R. pomonella.

No presente estudo, foi comprovada a patogenicidade de C. javanica atraves de trés
métodos: aplicagdo direta (método topico e imersdo) e aplicacdo indireta via solo contendo
conidios dos fungos. Observamos resultados promissores desse fungo na mortalidade de
puparios de C. capitata. Até 0 momento, conhecemos apenas um estudo que confirma o efeito
de C. javanica em puparios de tefritideos, especificamente em R. pomonella. Além disso, em
nossa pesquisa, observamos que essa linhagem tem a capacidade de desenvolver sinais de
esporulacdo (micélio) tanto nas pupas tratadas como nos adultos que emergem desses
puparios.

Ao final das avaliacBes para os trés bioensaios realizados, notou-se a emergéncia de
adultos dos pupérios infectados, independentemente do método de exposicdo, do fungo e da
dose aplicada. Posteriormente, verificou-se a mortalidade acompanhada do desenvolvimento
micelial. Nossos resultados com puparios tratados topicamente evidenciaram tanto a
emergéncia quanto a mortalidade de adultos. Esses niveis de emergéncia também foram
observados por outros autores que avaliaram a patogenicidade de diferentes linhagens
fangicas em pupérios de C. capitata (Imoulan; Alaoui; EI Meziane, 2011; Oreste et al., 2015;
Hallouti et al., 2020).

Para a mortalidade total dos adultos emergidos ap6s a imersdo dos puparios, verificou-
se que nossos resultados foram proximos aos obtidos por Beris et al. (2013). Eles observaram
eficacias de 43,1%, 47,9% e 33,1% para B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae,
respectivamente. No bioensaio através do solo contaminado, também foram registradas taxas
de mortalidade de adultos com crescimento micelial para as duas doses testadas. Esses
resultados foram observados por Globe et al. (2011) ao verificarem mortalidades que variaram
de 1% a 33% com M. anisopliae (FCM Ar-23B3) e B. bassiana (GO1R11). O tratamento com
M. anisopliae atingiu a maior mortalidade de adultos com micélio, corroborando com
Soliman et al. (2020), que observaram esse mesmo comportamento em diferentes estagios da

mosca do Mediterraneo.
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Nas avaliacOes realizadas neste estudo, observaram-se diversos sintomas nas pupas
tratadas, incluindo puparios necroticos, puparios encolhidos, pupas com falhas na emergéncia
ou emergéncias incompletas. Esses mesmos sintomas foram relatados por Gul et al. (2015)
guando eles avaliaram o efeito de B. bassiana, M. anisopliae e C. fumosorosea sobre puparios
de B. zonata.

Esses sintomas indicam que as linhagens fungicas testadas tém potencial para afetar
negativamente o desenvolvimento das pupas e, consequentemente, a emergéncia dos adultos.
Isso sugere que essas linhagens podem ser eficazes como agentes de controle bioldgico contra
as pragas-alvo, incluindo C. capitata.

De maneira geral, ficou evidenciado que os puparios de C. capitata sdo menos
suscetiveis aos FEs em comparacdo com os adultos (Quesada-Moraga; Ruiz-Garcia; Santiago-
Alvarez, 2006; Qazzaz et al., 2015). Essa menor susceptibilidade pode ser atribuida a idade
das pupas, considerada um fator importante para aumentar o grau de viruléncia dos FEs
(Dimbi; Maniania; Ekesi et al., 2013). Estudos confirmam que a emergéncia de adultos de C.
capitata provenientes de puparios tratados aumenta até trés vezes mais quando pupas de 4 a 6
dias de idade sdo utilizadas (Ekesi et al., 2002). Isso ocorre devido a esclerotizacdo e
endurecimento do tegumento das pupas, o que limita a penetracdo dos tubos germinativos dos
fungos (Kaaya; Munynyi, 1995; Globe, 2011; Dimbi; Maniania; Ekesi, 2013).

A hipoétese de que a idade da pupa influenciaria no grau de viruléncia sobre pupéarios
de C. capitata foi confirmada por Imoulan, Alaoui e El Meziane. (2011). Eles observaram,
através da aplicacéo topica da linhagem B. bassiana (1x108), valores maximos de mortalidade
entre 83,33% e 90,0% em puparios de 1 dia de idade. Essa suposicao também foi apoiada por
Soliman et al. (2014), que obteve altas taxas de mortalidade de 94,4% em pupéarios de mesma
idade de C. capitata ao utilizar M. anisopliae. A explicacdo para essas altas mortalidades esta
relacionada ao fato de que os puparios com um dia de idade apresentam a cuticula mais
macia, favorecendo a penetragdo dos tubos germinativos dos FEs, tornando-os mais
suscetiveis a infeccdo (Beris et al., 2013).

Os puparios utilizados nos experimentos deste estudo tinham trés dias de idade, o0 que
pode ter sido uma das razbes para a obtencdo de niveis moderados de patogenicidade
observados nos diferentes tratamentos, considerando as doses testadas e os métodos de
aplicacéo.

Nos trés bioensaios realizados, foi comprovado que a p6s emergéncia de adultos, pode
atingir taxas de mortalidades elevadas, associados com indices de crescimento micelial, essa

hipdtese foi confirmada por varios autores em C.capitata (Dimbi et al.,2003; Ekesi et al.,
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2007; Beris et al, 2013). Isso pode ser explicado, que no momento da emergéncia, as moscas
ficam expostas a residuos dos conidios ativos presentes no tegumento do pupario, ou também
pela penetrabilidade dos fungos nos puparios antes da emergéncia dos adultos. Esse padrao de
transmissdo de pds-emergéncia, foi relatada em outras espécies de tefritideos Ceratitis,
fasciventris Bezzi (Diptera: Tephritidae) e Ceratitis cosyra Walker (Diptera: Tephritidae)
(Ekesi et al., 2002).

A esporulacdo pos-emergéncia de fungos em adultos originados de puparios tratados
pode se mostrar uma ferramenta promissora no manejo integrado dos tefritideos,
especialmente quando aplicada via solo. Os adultos emergidos podem contribuir para a
disseminacdo dos conidios e também para a transmissdo horizontal dos conidios ndo
contaminados durante o acasalamento com individuos contaminados (Beris et al., 2013;
Kisaakye et al., 2021). Para o tratamento controle, ndo foram observados puparios com
presenca de micélio, e quanto aos adultos emergidos, ndo houve mortalidade das moscas até o
final dos bioensaios.

Este estudo fornece informacBes importantes para o controle dos estagios imaturos
(fase pupa) dos tefritideos através do uso de FEs. Nossos resultados sugerem que mais
estudos devem ser realizados com C. javanica para o controle de C. capitata, avaliando os
efeitos letais e subletais nos diferentes estagios dessa praga.
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5. CONCLUSOES

As quatro espécies de fungos avaliadas, apresentaram efeito de controle de pupérios de
C. capitata nos diferentes métodos de exposicao.

Para os métodos de contaminacdo direta (topico e imersdo), os melhores resultados
foram observados na dose maior.

A esporulacdo em pupérios foi observada apenas em C. javanica, enquanto a
esporulacdo pos emergéncia foi observada em todas as linhagens testadas.

No método pelo solo contaminado, o fungo M. anisopliae apresentou os melhores

resultados.
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