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RESUMO

Uma das espécies de insetos economicamente importantes para a fruticultura brasileira é a
mosca-da-carambola (Bactrocera carambolae Drew & Hancock), praga quarentenéria até o
momento restrita aos estados do Amapa e Roraima. Essa praga causa danos diretos aos frutos,
eleva os custos de producéo, além de ser considerada uma barreira fitossanitaria a exportacdo
de frutas frescas. No Amapa, a producdo de frutas é realizada em sua maior parte por
agricultores familiares e a presenca desta praga dificulta a comercializacdo local, afetando a
geragdo de emprego e renda. O objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade de
isolados do fungo entomopatogénico Metarhizium spp. sobre imaturos de B. carambolae em
condicBes de laboratério. Foram coletadas amostras de solo nos municipios de Oiapoque e
Macapd e a partir dessas amostras foram isolados os entomopatdégenos Metarhizium
anisopliae e Metarhizium robertsii. Na andlise de qual meio de cultivo as espécies de
Metarhizium apresentam maior esporulacdo, foram testados os meios Batata-Dextrose-Agar
(BDA), Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) e Extrato de Malte-Agar (EMA ou MEA). Para
verificar a mortalidade de larvas de 3° instar de B. carambolae, solugdes contendo 1x10’
conidios/mL de cada isolado foram utilizadas em tratamentos contendo vermiculita, solos
estéril e ndo estéril. Os dados foram submetidos a analise da variancia e teste de Tukey a 5%
de probabilidade pelo software estatistico “R”. O isolado de M. anisopliae teve maior
esporulagdo no meio SDA (25,13x10"conidios/mL), enquanto M. robertsii teve maior
esporulacdo em BDA (15,53x10’conidios/mL). Quanto & mortalidade de imaturos de B.
carambolae, M. anisopliae foi superior a M. robertsii nos trés substratos avaliados. Para M.
anisopliae e M. robertsii, as maiores mortalidades ocorreram no substrato vermiculita, 54% e
30%, respectivamente. Os resultados indicaram diferencas tanto na esporulacdo quanto na
patogenicidade dos isolados de Metarhizium contra imaturos de B. carambolae.

Palavras-chave: Producdo de frutos, fungos entomopatogénicos, mosca-da-carambola.



ABSTRACT

One of the economically important insect species for the Brazilian fruit production is the
carambola fruit fly (Bactrocera carambolae Drew & Hancock), quarantine pest restricted to
the time the states of Amapa and Roraima. This pest causes direct damage to the fruits,
elevates cost production, besides being considered a phytosanitary barrier to export fresh fruit.
In Amap4, fruit production is carried out mostly by farmers and the presence of this pest
makes it difficult to place marketing, affecting the generation of employment and income. The
objective was evaluate the pathogenicity of isolates of the entomopathogenic fungus
Metarhizium spp. on immature B. carambolae under laboratory conditions. Soil samples were
collected in the municipalities Oiapoque and Macapé and from these samples were isolated
entomopathogen Metarhizium anisopliae and Metarhizium robertsii. In the analysis of which
culture medium species of Metarhizium are more sporulation, were tested means Potato-
Dextrose-Agar (PDA), Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) and Malt-Extract-Agar (MEA or
EMA). To verify mortality 3" instar larvae of B. carambolae, solutions containing 1x10’
conidia/mL of each isolate were used in treatments containing vermiculite, sterile and non-
sterile soil. Data were submitted to analysis of variance and Tukey test at 5% probability by
the statistical software "R". The isolate of M. anisopliae had highest number of spores in the
mean SDA (25,13x10’ conidia/mL), while M. robertsii had higher sporulation in PDA
(15,53x10 conidia/mL). Regarding mortality of immature B. carambolae, M. anisopliae was
higher than M. robertsii for all three substrates. M. anisopliae and M. robertsii, the highest
mortality occurred in vermiculite, 54% and 30%, respectively. The results indicated
differences in both sporulation and in pathogenicity of isolates of Metarhizium against
immature B. carambolae.

Keywords: Fruit production, entomopathogenic fungi, carambola fruit fly.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura brasileira encontra-se em um de seus momentos mais dinamicos, pois
além da ampla variedade de espécies produzidas em todas as regides do Pais, 0 aumento da
produtividade, as formas de apresentacdo e de industrializacdo colocam as frutas em destaque
no agronegdcio brasileiro (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2015).
Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas com cerca de 45 milhGes
de toneladas/ano, das quais 65% sdo consumidas internamente e 35% sao destinadas ao
mercado externo. E uma atividade econémica que envolve mais de cinco milhdes de pessoas
que trabalham de forma direta e indireta nesse setor (EMBRAPA, 2015).

Na Amazobnia, a fruticultura é uma alternativa vidvel para o desenvolvimento da
agricultura. A regido apresenta condicGes edafoclimaticas favoraveis a producdo de frutas
tropicais nativas e exoticas. Além disso, possui cerca de 58 milhdes de hectares desmatados,
onde a fruticultura poderia ser recomendada para a ocupacdo dessas areas, contribuindo para a
recuperagdo ambiental. Adicionalmente, a regido apresenta localizagdo privilegiada em
relacdo aos paises da América do Sul e da América Central, disponibilidade de méo de obra e
abundantes recursos hidricos para irrigacdo (NASCENTE; NETO, 2005).

Nas ultimas décadas, a producdo de frutas na Amaz6nia passou por importantes
transformacfes com a ascensdo das frutas nativas, até entdo de consumo essencialmente
regional. Apesar disso, ainda é preciso melhorar processos de producdo, principalmente no
que se refere a qualidade dos produtos, consolidacdo de agroinddstrias, melhor organizacdo de
seus produtores e consolidacdo de uma melhor infraestrutura que possibilite melhores
condicdes de competitividade (HOMMA; FRAZAO, 2002; NASCENTE; NETO, 2005).

Particularmente no estado do Amapd, a atividade agricola ainda € praticada em
pequena escala e a participacdo no abastecimento do mercado local é pouco expressiva, ndo
havendo excedente para exportacdo. Em funcdo do baixo padrdo tecnoldgico adotado, a
qualidade e produtividade sdo baixas. Apesar disso, a fruticultura € uma opgéo de atividade
agricola, com tendéncia de expansdo das areas cultivadas, desde que o mercado seja
viabilizado (PLANO/PPCDAP, 2009).

Apesar desse elevado potencial de crescimento da fruticultura na Amazbnia, 0s
problemas fitossanitarios estdo entre 0os mais importantes entraves ao desenvolvimento do
setor, nesse contexto, as moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) se apresentam como um dos
principais entraves (SILVA; LIMA; DEUS, 2013). Os impactos dessas pragas estdo

associados a danos causados pelas fémeas que, ao depositarem seus ovos no interior dos
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frutos para o desenvolvimento das larvas, acabam depreciando ou inviabilizando a
comercializacdo. De forma indireta, a presenca de determinadas espécies de moscas-das-
frutas classificadas como quarentendrias pode gerar barreiras a exportacdo, impostas
preventivamente por paises importadores para evitar a introducao da praga em seus territorios
(FOLLETT; NEVEN, 2006).

No Brasil, uma das espécies quarentenérias mais importantes é a mosca-da-carambola
(Bactrocera carambolae Drew & Hancock), detectada no pais pela primeira vez em 1996, no
municipio de Oiapoque, estado do Amapa (MALAVASI, 2001). Apos a deteccéo oficial, B.
carambolae foi caracterizada como praga quarentenaria A2 (atualmente chamada “praga
quarentendria presente”), por estar em area restrita € sob controle oficial. Pragas enquadradas
nessa categoria apresentam caracteristicas que, caso ocorra sua dispersao para regides nas
quais elas ndo ocorrem, podem causar impactos socioecondémicos e ambientais extremamente
relevantes (GODOY et al., 2011). Atualmente, h& registro dessa espécie nos estados do
Amapa e Roraima (BRASIL, 2013).

O impacto negativo da introducdo da mosca-da-carambola em outras regides do pais, a
exemplo do Submédio Sao Francisco (Bahia/Pernambuco), importante p6lo de producdo de
frutas para exportacdo, pode ter consequéncias desastrosas, principalmente do ponto de vista
econdbmico (SILVA; SUMAN; SILVA, 1997). Também devem ser consideradas as
implicagcbes ambientais devido aos efeitos de medidas de controle, especialmente quimicas,
sobre 0s recursos naturais e organismos nao alvo, interferéncia nas interac@es biolégicas com
espécies nativas e adaptacao a outras espécies comerciais ainda ndo consideradas hospedeiras
(SILVA; SUMAN; SILVA, 1997; NASCIMENTO; CARVALHO, 2000). Adicionalmente,
implicacdes sociais sdo esperadas, pois a perda de mercados importadores podera provocar
consideraveis efeitos adversos nos niveis de emprego vinculados ao segmento.

Diante disso, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) iniciou,
ainda em 1996, o Programa Nacional de Erradicacdo da Mosca-da-Carambola (PNEMC), que
objetiva erradicar a praga e salvaguardar a fruticultura brasileira. Atualmente, o controle da
mosca-da-carambola é realizado por meio das técnicas: (i) aniquilacdo de machos, com blocos
de fibra impregnados com metil-eugenol e o inseticida malation; (ii) iscas impregnadas com
proteina hidrolisada e o inseticida malation; (iii) enterrio de frutos; e (iv) pulverizacdo de
inseticidas em pomares (GODOY et al., 2011).

Embora as técnicas utilizadas pelo PNEMC sejam efetivas no controle e erradicacéo
de focos de B. carambolae ao longo dos ultimos anos, € premente a busca por técnicas

alternativas de controle menos impactantes ao meio ambiente, a satde dos trabalhadores e a
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qualidade dos produtos. Nesse sentido, o controle bioldgico apresenta-se como uma
ferramenta importante a ser inserida em programas de manejo integrado de moscas-das-frutas,
pois atuara na reducdo da densidade populacional da praga, no aumento das populagdes de
inimigos naturais e diminuira os efeitos ambientais advindos dos tratamentos quimicos
(CARVALHO; NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000).

Dentre 0os métodos bioldgicos, o emprego de fungos entomopatogénicos apresenta
potencial promissor para o controle de moscas-das-frutas. Trata-se de microrganismos que
vivem no solo e podem causar a mortalidade de formas imaturas de moscas-das-frutas, por
meio da infeccdo de larvas de 3° instar e pupas (EKESI; MANIANIA; LUX, 2003;
LEZAMA-GUTIERREZ et al., 2000). Estudos dessa natureza sdo inéditos no estado do
Amapa e em futuro préximo podem auxiliar programas oficiais de controle de B. carambolae

de maneira efetiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DA ESPECIE EXOTICA DE MOSCAS-DAS-FRUTAS Bactrocera

carambolae

A mosca-da-carambola (Bactrocera carambolae Drew & Hancock, 1994) é uma das
espécies representantes do complexo Bactrocera dorsalis, conhecido popularmente como
complexo das moscas-das-frutas-oriental (GODOQY et al., 2011). Na América do Sul foi
coletada originalmente em 1975, em Paramaribo, no Suriname. Somente 11 anos depois foi
identificada e registrada oficialmente. Em 1989 foi detectada na Guiana Francesa, e, em 1996,
no Brasil, em Oiapoque, Estado do Amapa. Acredita-se, que sua introducdo e expansdo na
América do Sul foram devido ao incremento do deslocamento de pessoas e suprimentos
durante os anos de 60 e 70, uma vez que a populacdo do Suriname € originaria da Indonésia,
regido de origem da mosca-da-carambola (MALAVASI, 2001; VAYSSIERES et al., 2007;
GODOY etal., 2011).

Considerada praga de grande expressdo econémica para paises exportadores de frutas,
especialmente em virtude de restricbes quarentenarias impostas por paises importadores que
ndo possuem a praga em seus territérios, a mosca-da-carambola constitui-se em problema
fitossanitario de extrema relevancia para o pais, ja que sua simples presenca em &reas de
producdo pode levar a perda de importantes mercados importadores (MALAVASI, 2001).

Ainda em relacdo ao impacto as exportacdes, a introducdo da mosca-da-carambola em
outras regides do pais, a exemplo do Submédio Sdo Francisco, pode ter consequéncias
desastrosas, principalmente do ponto de vista econdmico e social (SILVA; SUMAN; SILVA,
1997). Adicionalmente aos prejuizos as exportacdes, a dispersdo da mosca-da-carambola pelo
territério nacional também levara a perdas diretas relevantes, como aumento dos custos de
producdo, reducdo do valor comercial e menor tempo de prateleira dos frutos infestados.

Assim, a dispersdo da mosca-da-carambola implicara ndo somente na possivel reducéo
na producdo e produtividade das frutiferas hospedeiras, mas também na provavel perda de
mercados, ocasionando efeitos adversos consideraveis nos niveis de emprego gerados por esse
segmento.

Além disso, os impactos ambientais precisam ser considerados. A expansdo e
estabelecimento de espécies exdticas, como é o caso da mosca-da-carambola, também séo
facilitados pela auséncia de inimigos naturais e competidores diretos, 0s quais seriam

responsaveis por manter a populacdo da praga em niveis relativamente baixos (MALAVASI,
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2001). Desta forma, a principal alternativa de controle é a utilizacdo de inseticidas quimicos
que podem ter efeito sobre 0s recursos naturais e organismos ndo-alvo e interferéncia nas
interacbes bioldgicas com espécies nativas (SILVA; SUMAN; SILVA, 1997;
NASCIMENTO; CARVALHO, 2000).

Dentre as alternativas de controle de B. carambolae destaca-se a pulverizagdo com
iscas toxicas e a técnica de aniquilagdo de machos (TAM) (GODOQY et al., 2011). A TAM
consiste em utilizar blocos de madeira aglomerada embebidos em solucdo de metil eugenol
(paraferomonio atrativo para machos) e inseticida orgonofosforado, que séo aplicados as
plantas hospedeiras para atrairem e matarem 0s machos por ingestdo da solucdo
atrativo/inseticida.

Apesar da eficiéncia do método, os insetos podem desenvolver relativa resisténcia as
moléculas quimicas dos inseticidas (BROWN; PAINE, 1988). Esse fenémeno inclusive ja foi
registrado para populacdes de espécies do género Bactrocera, como Bactrocera dorsalis
(Hendel) e B. oleae (Gmelin) (VONTAS et al., 2002; HSU et al., 2004). Em laboratério,
também ja foi registrado a ocorréncia de B. oleae resistentes a isca toxica a base de
espinosade (KAKANI; LABEAUD; KING, 2010), produto derivado da fermentacdo da
bactéria de solo Saccharopolyspora spinosa.

Diante da importdncia da praga quarentenaria B. carambolae, iniciativas que
contribuam para o seu efetivo controle sdo altamente desejaveis. Nesse contexto, se insere o
controle biolégico com fungos entomopatogénicos, como Metarhizium sp. Essa estratégia
considera principalmente a utilizacdo desses agentes de controle bioldgico em pulverizacdes
de solo, ja que importantes fases do ciclo de vida (larvas de 3° instar e pupas) desses insetos
desenvolvem-se nesse ambiente, sob a projecdo da copa de plantas hospedeiras.

2.2 OPORTUNIDADES PARA UTILIZAQAO DE ESPECIES DO GENERO Metarhizium
PARA O CONTROLE DE Bactrocera carambolae

Em decorréncia dos problemas reconhecidamente associados a utilizagdo de
inseticidas quimicos para o controle de pragas agricolas, € necessario, especialmente nos dias
atuais, o desenvolvimento de alternativas efetivas a essa pratica, sempre se tendo como
premissa a necessidade de mantermos o equilibrio do agroecossistema, principalmente se

estivermos trabalhando em ambientes amazoénicos.
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Dentre as alternativas ao uso indiscriminado de inseticidas quimicos podemos inserir o
controle bioldgico. Essa estratégia, apesar de ainda subutilizada, pode se tornar um importante
componente de programas de manejo integrado de pragas (MIP). Nesse contexto, 0 emprego
de agentes fungicos de controle bioldgico como Metarhizium spp. pode contribuir
significativamente, j& que apresenta comprovada eficacia de controle, facilidade de producéo
massal em diversos substratos, ampla adaptacdo a variadas condi¢fes ambientais e
praticamente nenhum efeito deletério sobre o ambiente natural.

A estratégia de utilizacdo de espécies do género Metarhizium se torna especialmente
interessante para o controle de pragas agricolas que desenvolvem parte de seu ciclo de vida no
solo, como é o caso das moscas-das-frutas. Para esses insetos-praga o estagio de seu ciclo de
vida que se desenvolve no solo (estagio de pupa) ndo é o responsavel pelos danos causados
aos frutos; no entanto, esse ambiente pode ser considerado altamente atrativo a liberacdo de
agentes de controle biol6gico como Metarhizium spp., ja que estd menos sujeito a extremos de
temperatura e umidade, principalmente. Além disso, como o solo é o habitat natural de
espécies do género Metarhizium, esse ambiente deveria ser estrategicamente mais explorado
por programas de controle biolégico de insetos-praga que desenvolvem pelo menos parte de
seu ciclo de vida no solo (EKESI; MANIANIA; LUX, 2002).

Outra vantagem associada a utilizacdo de espécies de Metarhizium em tratamento de
solo é a possibilidade de propagacdo horizontal e penetracdao no perfil do solo dos propagulos
(conidios) do agente de controle bioldgico. Essa vantagem, restrita a tratamentos que utilizam
organismos Vivos, pode proporcionar o controle de larvas e pupas de mosca-das-frutas mesmo
quando a aplicacdo inicial ndo propiciar o contato direto entre os propagulos do agente de
controle bioldgico e o organismo-alvo, uma vez que, desenvolvidos com base em formulacoes
adequadas e sob condicdes climaticas favoraveis, o microrganismo agente de controle
bioldgico pode atingir profundidades de até 15 cm (STOREY; GARDNER, 1987).

Ainda no que diz respeito a persisténcia de agentes flngicos de controle biolégico no
solo, é importante observar que esta normalmente estd condicionada a utilizacdo de
formulagGes granuladas, as quais garantem relativa protecdo do agente de controle contra
microrganismos residentes e, principalmente, disponibilizam fonte adicional de nutrientes
(DUKE et al., 1997; EKESI et al., 2005). Essa possibilidade do agente de controle bioldgico
persistir no solo apds sua introducéo é de grande relevancia prética, ja que a amplitude do
periodo de controle pode ser consideravelmente ampliada.

Trabalhos utilizando fungos entomopatogénicos, notadamente M. anisopliae, para o

controle de moscas-das-frutas em condigdes tropicais tem atestado a real possibilidade de
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utilizacdo dessa tecnologia, cujos resultados podem atingir niveis até mesmo superiores aos
obtidos com o tratamento quimico, além de ndo afetar o desenvolvimento de parasitoides, 0s
quais poderiam ser utilizados de maneira complementar em programas de controle de espécies
de moscas-das-frutas (EKESI; MANIANIA; LUX, 2002; EKESI et al., 2005).

Trabalhos recentes demostram a viabilidade de utilizagdo de Metarhizium spp. para o
controle da espécie de moscas-das-frutas do género Bactrocera. Nesse sentido, Yousef et al.
(2013) evidenciaram a efetividade de M. brunneum para o controle de B. oleae em solo,
chegando a alcancarem niveis de controle da ordem de até 82%. Em outro trabalho utilizando
essa estratégia de controle biologico, Gul et al. (2015) testaram M. anisopliae para o controle
de larvas e pupas de B. zonata. Nesse trabalho, além da reducdo da emergéncia de adultos
ocasionada por M. anisopliae, também ficou evidenciado o efeito do agente de controle
bioldgico na capacidade normal de emergéncia dos adultos.

Diante do exposto, é evidente que a estratégia de utilizacdo de espécies de
Metarhizium para o controle de moscas-das-frutas, incluindo B. carambolae, em condigdes de
solo se mostra muito atrativa. Esta préatica sugere a aplicacdo de Metarhizium spp. diretamente
no solo, sob a projecdo da copa das plantas hospedeiras, exatamente onde se localizam as
larvas de 3° instar e pupas dessa espécie-praga.

Por fim, vale ressaltar que o sucesso de programas de controle bioldgico utilizando
fungos entomopatogénicos também esta condicionado ao isolamento e selecdo de isolados
eficientes. Assim, a busca por organismos que estejam perfeitamente adaptados as condicdes
ecologicas prevalentes, nas quais eles serdo utilizados, é altamente desejavel. Dessa forma,
agentes fungicos de controle bioldgico de B. carambolae, como Metarhzium spp., deveréo ser
isolados na mesma regido de ocorréncia da praga-alvo, uma vez que a tolerancia do agente de
controle a estresses climaticos parece estar correlacionada com sua origem geografica
(VIDAL; FARGUES; LACEY, 1997), ja que, apesar de isolados de M. anisopliae
provenientes de diferentes origens serem capazes de atacar insetos suscetiveis, eles também
podem apresentar habilidades para tolerar condices ambientais altamente discrepantes
(BIDOCHKA; LEGER; ROBERTS, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar em laboratério a patogenicidade de isolados do fungo entomopatogénico

Metarhizium spp. em imaturos de Bactrocera carambolae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar em qual meio de cultivo a acdo dos isolados Metarhizium anisopliae e
Metarhizium robertsii se torna mais eficiente quanto a esporulacao;

Avaliar a acdo dos isolados Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii na
mortalidade de imaturos de Bactrocera carambolae em trés diferentes substratos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS DE Metarhizium

Os isolados de Metarhizium foram obtidos a partir de solo de pomares urbanos nos
municipios de Oiapoque e Macapa, Estado do Amapa (Figura 1). As amostras de solo, de
aproximadamente 1 kg, foram coletadas em abril de 2013. Para recuperagdo dos isolados,
larvas de 3° instar de B. carambolae foram adicionadas a caixas gerbox contendo as
respectivas amostras de solo para pupacdo. Posteriormente, as caixas gerbox foram
transferidas para estufa do tipo B.O.D. e mantidas a temperatura de 26+2°C, sem fotoperiodo,
por trés dias. Apos esse periodo, as pupas foram coletadas, desinfestadas superficialmente por
30 segundos com hipoclorito (1%) e transferidas para camara Umida para induzir o
crescimento de micro-organismos infectivos. Em cadmara imida, dois micro-organismos que
cresceram sob as pupas de B. carambolae apresentaram caracteristicas morfol6gicas
compativeis com o género Metarhizium (Isolados CPAFAP 3.8 e CPAFAP 14.8).
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Base Cartografica: IBGE
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Data: Mov/2015
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Figura 1 - Mapa de localizacdo dos pontos de coleta de solo utilizado para obtencdo dos isolados de
Metarhizium no estado do Amapa.
Fonte: Ana C. F. Salim.
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4.2 PURIFICACAO DOS ISOLADOS DE Metarhizium

Os isolados CPAFAP 3.8 e CPAFAP 14.8 passaram pelo processo de individualizacdo
de conidios por meio de técnica monospérica (GOETTEL,; INGLIS, 1997), com a utilizacéo
de suspensdo de conidios crescidos em meio de cultivo Extrato de Malte (EM). Essa
suspensdo foi analisada em camara de Neubauer e sua concentracdo foi reduzida por diluigéo,
adicionando-se 100 pL da solucdo mais concentrada em 900 pulL de Agua Destilada
Esterilizada (ADE). Apos o ajuste da melhor concentracdo de conidios, 100 pL da solucédo
foram colocadas em placas de petri contendo meio de cultivo Agar-agua (AA).

As placas com AA foram incubadas em estufa do tipo B.O.D. a temperatura de
26+2°C, sem fotoperiodo. Apo6s 72 horas, operando sob microscopio 6tico, em camara de
fluxo laminar, foram selecionados conidios isolados e em seguida transferidos para novas
placas de petri contendo meio de cultivo EM, obtendo-se col6nias purificadas.

Os trabalhos de isolamento e purificacdo dos isolados foram realizados nos

laboratdrios de Fitopatologia, Entomologia e Controle Biol6gico da Embrapa Amapa.

4.3 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE Metarhizium

Apds o processo de isolamento e purificacdo dos isolados, esses foram enviados para a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia (DF), para identificacdo com base na
técnica de espectrometria de massa (MALDI-TOF) (LOPES et al., 2014). Os dois isolados
morfologicamente compativeis com Metarhizium foram identificados como Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. (sensu strictu) (Figura 2A) e Metarhizium robertsii (Figura 2B).
As referidas espécies, além de estarem armazenadas na Embrapa Amapa, também estdo
preservadas nas formas liofilizada e criopreservada na Colecéo de Fungos de Invertebrados da
Embrapa Recursos Geneticos e Biotecnologia sob os codigos CG1313 (M. anisopliae) e
CG1314 (M. robertsii).
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Figura 2 - Isolados Metarhizium anisopliae (A) e Metarhizium robertsii (B).
Fonte: Taline Silva.

4.4 DESENVOLVIMENTO DE Metarhizium anisopliae E Metarhizium robertsii EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO

O ensaio foi realizado com o objetivo de verificar em qual meio de cultivo os isolados
de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii apresentam maior esporulacdo. Essa
informagdo poderd ser importante posteriormente, caso haja necessidade de se produzir
conidios em grande quantidade. Foram testados trés meios de cultivo para verificacdo de
esporulagido dos isolados. Os meios utilizados foram Batata-Dextrose-Agar (BDA),
Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) e Extrato de Malte-Agar (EMA ou MEA). A composicio

quali-quantitativa de cada meio de cultivo é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composigdo quali-quantitativa dos meios de cultivo utilizados para 0s
isolados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii.

Meio de cultivo Composicao
Batata-Dextrose-Agar (BDA) 9,759/250 mL AD*
Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) 16,259/250 mL AD*

Extrato de Malte-Agar (EMA ou MEA) 59 EM + 5g Agar / 250 mL AD*
*AD — Agua Destilada

Para pesagem dos componentes dos meios de cultivo, utilizou-se balanca analitica
aferindo-se a quantidade para 250 mL de Agua Destilada. Apds o processo de autoclavagem
dos meios (120°C por 20 minutos a 1 atm), esses foram resfriados até a temperatura de 45-
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48°C para adi¢do do antibiotico Azitromicina (100ug/mL). Apés adigdo do antibidtico e ainda
no estado liquido, os meios foram vertidos em placas de petri no interior de cdmara de fluxo
laminar. Para esse ensaio, cada tratamento foi composto por oito repeticdes.

Apos o resfriamento do meio de cultivo no interior das placas, foi acrescentado 5 pL
de suspensdo com concentracéo de 1x10’conidios/mL no centro de cada placa. Posteriormente
as placas foram seladas com parafilme e transferidas para cdmara de crescimento do tipo
B.O.D., a temperatura de 26+2°C, sem fotoperiodo (Figura 3). Apos 28 dias, 0s tratamentos
foram avaliados quanto a esporulagéo, por meio da contagem de conidios em suspensdo com
auxilio de cAmara de Neubauer (ALFENAS; ZAUZA; MAFIA, 2007).

Figura 3 - Meios de cultivo Batata-Dextrose-Agar (BDA), Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) e Extrato de Malte-
Agar (EMA ou MEA) (A) e ensaio em B.O.D., apds 28 dias de crescimento dos isolados Metarhizium anisopliae
e Metarhizium robertsii (B).

Fonte: Taline Silva.

4.5 CONTROLE DE IMATUROS DE Bactrocera carambolae POR Metarhizium anisopliae

E Metarhizium robertsii

No presente ensaio foi verificado o potencial de M. anisopliae e M. robertsii para o
controle de imaturos de B. carambolae. O estudo foi realizado em esquema fatorial, sendo 0s
fatores constituidos por dois isolados de Metarhizium (M. anisopliae e M. robertsii) e trés
tipos de substratos (vermiculita, solo estéril e solo ndo estéril). Cada tratamento foi conduzido
com 10 repeti¢des, cada uma constituida por cinco larvas de 3° instar de B. carambolae
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Tratamentos com isolados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii em
diferentes substratos contra larvas de Bactrocera carambolae.

Isolados Substratos RepeticOes Larva§ bor Larvas por
repeticdo tratamento
Vermiculita 10 5 50
Testemunha Solo estéril 10 5 50
Solo ndo estéril 10 5 50
hizi Vermiculita 10 5 50
Met_ar 1Z1um Solo estéril 10 5 50
anisopliae 3 .
Solo ndo estéril 10 5 50
g Vermiculita 10 5 50
Metarhizium o0 ooreril 10 5 50
robertsii )
Solo nao estéril 10 5 50

As suspensdes de M. anisopliae e M. robertsii utilizadas nos tratamentos foram
realizadas de acordo com metodologia adaptada de Ekesi, Maniania e Lux (2003). Foram
utilizadas placas com meio de cultivo Sabouroud Dextrose Agar para o crescimento do
isolado M. anisopliae enquanto que para o isolado M. robertsii foi utilizado o meio de cultivo
Batata Dextrose Agar. Os entomopatdgenos foram cultivados por 28 dias em camara de
crescimento do tipo B.O.D. nas mesmas condicdes referidas anteriormente (ltem 4.1). Ap6s o
periodo de crescimento, 15 mL de Agua Destilada Esterilizada contendo 0,1% de TWEEN®
80 foi adicionado a cada placa. Todas as placas foram raspadas superficialmente para
recuperacdo dos conidios e seus conteudos foram combinados para formar uma Unica

suspenséo (Figura 4).
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Figura 4 - Suspensdo de conidios de Metarhizium
anisopliae utilizada para os tratamentos nos substratos
vermiculita, solos estéril e ndo estéril.

Fonte: Taline Silva

Apds a obtencdo das suspens@es iniciais, 0s conidios foram contados em Camara de
Neubauer e sua concentracdo ajustada para 1x10° conidios/mL, obtendo-se assim a suspensdo
de trabalho. A suspensdo de trabalho acrescentou-se 0,1% de TWEEN® 80 e 2% de
espalhante adesivo (AGRAL®). A solucio TWEEN®, que é uma solucdo dispersante, foi
acrescentada com o objetivo de diminuir a hidrofobia dos esporos e deixar a solugdo mais
soltvel, enquanto que o espalhante adesivo AGRAL® foi acrescentado para melhorar a
absorcdo e penetragdo da solucdo nas larvas. A solucdo utilizada para os tratamentos
testemunha continha somente ADE adicionada de 0,1% de TWEEN® 80 e 2% de espalhante
adesivo (AGRAL®).

O solo foi obtido a partir de pomar urbano na cidade de Macapa, Estado do Amapa.
Previamente a utilizacdo, o solo foi peneirado e parte foi autoclavado a 120°C, por 20
minutos, para compor os tratamentos de solo estéril. As quantidades de substratos utilizadas
em cada repeticdo foram: 30 g para vermiculita e 160 g para solo estéril e ndo estéril. Os
substratos foram colocados em caixas gerbox, formando uma camada de aproximadamente

1,5 cm, para que as larvas pudessem enterrar-se sem dificuldade para pupagéo.

As larvas utilizadas foram obtidas a partir de adultos de B. carambolae na segunda
geragdo da criacdo de mosca-da-carambola da Embrapa Amapa. Os ovos foram coletados

duas vezes por dia e colocados em dieta artificial (composta de 67g de bagaco de cana de
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acucar, 41,29 de farinha de soja, 41,29 de levedura, 41,2g de acUcar cristal, 8,59 de acido
citrico, 1g de benzoato de sodio, 1,2g de nipagin e 298,7mL de agua destilada) para o

desenvolvimento das larvas até o 3° instar (Figura 5).

Figura 5 - Ovos de Bactrocera carambolae sobre papel poroso em dieta artificial (A) e larvas de 3° instar de
Bactrocera carambolae (B).
Fonte: Taline Silva

As caixas gerbox contendo os diferentes substratos foram pulverizadas com as
suspensdes de conidios das duas espécies de Metarhizium e com a solucdo ADE especificadas
anteriormente. Em seguida foram acrescentadas cinco larvas de 3° instar de B. carambolae.
Posteriormente as caixas gerbox foram transferidas para cadmara de crescimento do tipo
B.O.D. nas mesmas condic¢Bes descritas no item 4.1 (Figura 6). Diariamente as caixas gerbox
foram umedecidas com ADE (adaptado de QUESADA-MORAGA; RUIZ-GARCIA;
SANTIAGO-ALVAREZ, 2006).

Figura 6 - Caixas gerbox contendo os diferentes substratos em camara de crescimento do tipo B.O.D., sendo: (A)
gerbox com solo e (B) gerbox com vermiculita.
Fonte: Taline Silva
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Por fim, as avaliacdes foram realizadas com base na contagem do nimero de adultos

de B. carambolae emergidos.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados, os dados foram inicialmente submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade dos residuos, e aos testes de Bartlett e de Levene,
para verificar a homogeneidade entre as variancias. Como os dados originais ndo atenderam a
esses pressupostos, foram realizadas transformacbes adequadas a cada varidvel. Para
porcentagem de mortalidade, usou-se a transformacdo arco seno da raiz quadrada e, para
concentracdo de conidios, a transformacdo logaritmica. Em seguida, os dados foram
submetidos a andlise da variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade. As anélises

estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico “R”.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DE Metarhizium anisopliae E Metarhizium robertsii EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO

Houve efeito da interacdo entre os fatores isolados (M. anisopliae e M. robertsii) e

meios de cultura (BDA, SDA e EMA), o que significa que os isolados esporulam de forma

diferente em cada meio de cultivo (Figuras 7 e 8).

Figura 7 — Cultivo de Metarhizium anisopliae em meio Batata-Dextrose-Agar (A), Sabouraud-Dextrose-Agar
(B) e Extrato de Malte-Agar (C).
Fonte: Taline Silva

Figura 8 — Cultivo de Metarhizium robertsii em meio Batata-Dextrose-Agar (A), Sabouraud-Dextrose-Agar (B)
e Extrato de Malte-Agar (C).
Fonte: Taline Silva

O isolado de M. anisopliae apresentou maior esporulacdo média total no meio SDA
(25,13x10" conidios/mL), enquanto M. robertsii teve maior esporulacdo média total em BDA
(15,53x10" conidios/mL) (Tabela 3). Em meio SDA, M. anisopliae esporula
aproximadamente trés vezes mais que M. robertsii (Tabela 3). Ambos os isolados

apresentaram baixa esporulacdo no meio EMA (5,94x10’ conidios/mL para M. anisopliae e
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5,34x10’ conidios/mL para M. robertsii), indicando néo ser um meio de cultivo adequado para

a esporulacéo.

Tabela 3 - Numero de conidios (x107/mL) produzidos por isolados de Metarhizium
anisopliae e Metarhizium robertsii em trés meios de cultivo.

Meios de cultivo*
BDA** SDA** EMA**
Metarhizium anisopliae  11,94+2,82 bA 25,13+4,61 aA 5,94+0,64 cA
Metarhizium robertsii 15,53+1,57 aA 8,44+151 bB 5,34+0,39 bA
“Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e de mesma letra maitiscula na coluna,
ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.**Bl?A — Batata Dextrose Agar; SDA — Sabouraud Dextrose Agar; EMA —
Extrato de Malte-Agar.

Fungos

Estudos que indiqguem o melhor meio de cultivo para os isolados sdo incomuns, uma
vez que para producdo em larga escala, a forma mais usada de multiplicacdo de Metarhizium
é através de cultivo em arroz. Porém, alguns estudos analisam a esporulacdo dos isolados em
meios de cultivo interagindo com inseticidas ou outras substancias, como o caso de alguns
estudos que serdo discutidos e onde poderemos comparar 0s dados apresentados (em relacao
ao controle/testemunha) com os resultados obtidos neste estudo.

Guarana (2007) estudou a interacdo de um isolado de M. anisopliae com os inseticidas
Confidor 700 GR (Imidaclopride), Decis 25 SC (Deltametrina), K-Othrine CE 25
(Deltametrina), Quimidleo (Azadiractina) e Sevin 480 SC (Carbaril). O fungo, cultivado a
28°C, em fotoperiodo de 12h, por 12 dias, em meio BDA, apresentou esporulagdo de 7,5x10’
conidios/mL. Também avaliando a esporulacdo de dois isolados de M. anisopliae (URPE-6 e
URPE-19) em contato com os inseticidas Neemseto (Nim), Pirate SC (Clorfenapir), Rumo
WG (Indoxacarbe), Tracer SC (Espinosade) e Vertimec 18 CE (Abamectina), Santos (2008)
obteve taxas de esporulacdo de 10,7x10" e 15,2x10" conidios/mL, respectivamente, sob
condicdes de 27°C, em fotoperiodo de 12h, por 14 dias em meio BDA.

No presente trabalho, os isolados M. anisopliae e M. robertsii apresentaram 11,94x10’
e 15,53x10’ conidios/mL, respectivamente, em meio BDA. Esses resultados se aproximam
dos obtidos por Guarana (2007) e Santos (2008), detalhados acima.

Estudando as diferentes condigdes nutricionais de carbono e nitrogénio nos meios de
cultivo frente a esporulacdo de M. anisopliae (CG312), Fernandes (2010) obteve esporulacdes
que variaram de 8,1x10* conidios/mL em meio Sabouraud, até 4,45x10® conidios/mL em

Batata Agar Maltose. Os resultados obtidos em meio Sabouraud e meio Batata Agar Maltose
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sdo inferiores aos obtidos em nosso estudo, porém a esporulacdo obtida em meio BDA
(1,2x10® conidios/mL) foi muito semelhante & esporulacdo do isolado M. anisopliae de nosso
estudo, com valor de 11,94x10” conidios/mL.

Jabor et al. (2003) avaliaram a esporulacdo de sete linhagens de M. anisopliae em
Meio Completo (MC), meio Sabouraud (MS) e meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Apenas
uma linhagem (Dipldide) esporulou melhor em MS. Trés linhagens obtiveram maior
esporulacdo em meio BDA e trés em MC, sendo o0 meio BDA 0 que proporcionou as maiores
esporulaces frente aos outros meios. As linhagens obtiveram esporulacdo variando de
10,2x10°cm* a 280x10°cm’ em MC, de 1x10°cm® a 265x10°cm® em MS e de 1,6x10°cm’ a
346x10°cm? em meio BDA.

Onofre et al. (2001) estudando o efeito de trés meios de cultivo, Batata-Dextrose-Agar
(BDA), Czapek-Agar (CZP) e Meio Completo (MC), e trés regimes de luminosidade (claro
continuo, alternancia com luz do dia/escuro e luz negra/escuro), sobre a esporulacdo de
Metarhizium flavoviride var. flavoviride, obtiveram em meio BDA esporulacdes de 5,3x10°
conidios/mL, 1x10° conidios/mL e 2x10°conidios/mL, respectivamente nos regimes de claro
continuo, luz negra/escuro e luz do dia/escuro. Em meio MC o isolado obteve esporulacGes de
3,4x10° conidios/mL, 2,8x10° conidios/mL e 2,4x10°conidios/mL nos regimes de claro
continuo, luz negra/escuro e luz do dia/escuro, respectivamente. Em meio CZP o isolado
obteve esporulacées de 2,9x10° conidios/mL, 1,7x10° conidios/mL e 1,7x10%onidios/mL nos
regimes de claro continuo, luz negra/escuro e luz do dia/escuro, respectivamente.

Os resultados obtidos por Jabor et al. (2003) e Onofre et al. (2001), mesmo 0s que
apresentaram maior esporulacdo (346x10° e 5,3x10° conidios/mL), foram inferiores aos
obtidos no presente trabalho para os isolados de M. anisopliae e M. robertsii nos trés meios de
cultivo avaliados. Essa inferioridade na esporulacdo pode estar relacionada com o tempo de
crescimento dos isolados, tendo em vista que nos trabalhos citados o tempo de crescimento
foi de 15 e 7 dias, respectivamente.

Por outro lado, Vieira et al. (2009) utilizaram o meio de cultivo BDA e diferentes
temperaturas (25, 28, 30, 35, 40 e 45° C) para avaliar a esporulagdo de Metarhizium
anisopliae var. acridum, por 15 dias. As médias de esporulacdo de M. anisopliae var. acridum
nas diferentes temperaturas foram: 2,5x10° conidios a 25°C; 2,9x10°® conidios a 28°C; e
2,7x108 conidios a 30°C. Nas temperaturas de 35°, 40° e 45°C, a esporulacéo foi abaixo de
0,00x10° conidios. Comparando os resultados anteriores com os obtidos em nosso estudo,

observamos uma inferioridade nas esporulacdes de M. anisopliae (11,94x10" conidios/mL) e
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M. robertsii (15,53x10" conidios/mL) frente as observadas para M. anisopliae var. acridum,
nas temperaturas de 25°, 28° e 30°C.

52 MORTALIDADE DE IMATUROS DE Bactrocera carambolae (DIPTERA:
TEPHRITIDAE) CAUSADA POR Metarhizium anisopliae E Metarhizium robertsii

Os resultados do presente estudo mostram que M. anisopliae foi superior a M.
robertsii no que diz respeito a capacidade patogénica contra imaturos de B. carambolae nos
trés substratos avaliados. As maiores mortalidades obtidas foram de 54% e 36%, causadas por
M. anisopliae, nos substratos vermiculita e solo esteéril, respectivamente (Tabela 4). Ambas as
mortalidades diferiram significativamente das proporcionadas por M. robertsii nos mesmos
substratos. Curiosamente, M. robertsii ocasionou menor mortalidade que o tratamento

testemunha em solo ndo estéril, porém essa diferenca ndo foi significativa estatisticamente.

Tabela 4 - Mortalidade (%) de imaturos de Bactrocera carambolae em diferentes substratos tratados
com Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii.

Substratos
Fungos T - ~ -
Vermiculita Solo estéril Solo ndo estéril
Testemunha 6,00+3,06 aC 10,00£2,98 aB 10,00£3,33 aA
Metarhizium anisopliae 54,00+6,00 aA 36,00+7,18 abA  20,00+7,30 bA
Metarhizium robertsii 30,00+6,15 aB 14,00+4,27 abB 4,00+2,67 bA

“Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e de mesma letra maitscula na coluna, néo
diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Nossos resultados foram inferiores aos obtidos por Yousef et al. (2013) em ensaio de
controle de Bactrocera oleae com o fungo entomopatogénico Metarhizium brunneum. No
referido trabalho o substrato (solo esterilizado) tratado com M. brunneum teve efeito
significativo na sobrevivéncia de B. oleae, tendo em vista que 82,27% das larvas ndo
chegaram ao estdgio adulto, enquanto 35,45% das larvas atingiram o estadgio adulto no
tratamento testemunha. Por outro lado, observa-se que, mesmo no tratamento testemunha, a
mortalidade dos imaturos foi elevada (35,45%), 0 que ndo ocorreu no presente trabalho, ja que
em solo estéril, apesar da mortalidade proporcionada por M. anisopliae ter sido de 36%, a

mortalidade no tratamento testemunha foi de apenas 10% (Tabela 4).
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Em outro ensaio, realizado por Gul et al. (2015), o fungo entomopatogénico M.
anisopliae também foi avaliado quanto ao potencial de controle de larvas e pupas de
Bactrocera zonata em solo estéril. Nesse trabalho o entomopatdgeno foi utilizado em trés
concentragdes (1x10%, 2x108 e 3x10°® conidios/mL). Na concentracéo de 1x10® conidios/mL a
mortalidade dos adultos foi de 5%, enquanto nas concentracdes de 2x10° e 3x108 conidios/mL
a mortalidade foi um pouco inferior a 20%. Esses resultados séo inferiores aos obtidos no
presente estudo, uma vez que em solo estéril o tratamento que recebeu M. anisopliae resultou
em 36% de mortalidade de adultos (Tabela 4). Além disso, deve-se considerar que a
concentracdo de M. anisopliae utilizada em nosso estudo foi de apenas 1x10° conidios/mL.

Além de espécies do género Bactrocera, o entomopatégeno M. anisopliae também
tem sido avaliado quanto a capacidade de infectar outras espécies de moscas-das-frutas,
inclusive de outros géneros (Anastrepha e Ceratitis). Em trabalho realizado por Destéfano et
al. (2005), M. anisopliae foi testado para o controle de Anastrepha fraterculus em solo estéril
e ndo estéril. Para o bioensaio foram utilizadas as concentracdes de 2,52x10° 2,52x10° e
2,52x10"° conidios/grama de solo. Para a concentracdo de 2,52x10° conidios/grama de solo a
mortalidade dos adultos foi de 46% para o solo estéril e 40% para o solo ndo estéril. Na
concentracdo de 2,52x10" conidios/grama de solo, a mortalidade dos adultos foi de 86%. E
importante ressaltar que as concentracdes utilizadas nesse estudo foram consideravelmente
elevadas quando comparadas as utilizadas no presente trabalho. Além disso, os conidios, apos
aplicados, eram dispersados no solo, 0 que possivelmente contribuiu para a elevada eficiéncia
de controle de M. anisopliae, especialmente na maior concentragéo (2,52x10* conidios/grama
de solo).

Em trabalho semelhante ao anterior, Lozano-Tovar et al. (2013) avaliaram o potencial
de M. brunneum para o controle de C. capitata em solo. Nesse ensaio 0s autores obtiveram
elevada mortalidade de imaturos (até 95%) nos tratamentos que receberam M. brunneum. No
entanto, como no trabalho anterior, os conidios eram dispersados apds a aplicagdo no solo.
Isso certamente contribuiu para a melhor distribuicdo dos propagulos no perfil do solo e
aumentou consideravelmente a possibilidade dos conidios entrarem em contato com 0s
imaturos de M. brunneum, levando, consequentemente, a uma maior eficiéncia de controle
por parte do entomopatogeno.

A infectividade de M. anisopliae sobre imaturos de C. capitata em solo também foi
investigada por Garrido-Jurado et al. (2011). Nesse ensaio, a mortalidade pupal obtida nos
tratamentos com M. anisopliae variaram entre 40% e 83,8%, enquanto nos tratamentos que

ndo receberam o entomopatdgeno a mortalidade variou entre 6,7% a 20%. Mais uma vez se
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observa a alta mortalidade de imaturos de C. capitata ocasionada por M. anisopliae.
Entretanto, novamente deve ser ressaltado que essa elevada mortalidade pode ser ocasionada
pela metodologia de aplicacdo dos propagulos do entomopatégeno no solo, ja que apds a
aplicacdo da suspensdo de conidios, o solo é misturado para facilitar a dispersdo desses
propagulos em todo o perfil. Essa pratica certamente aumenta a possibilidade dos conidios
entrarem em contato com os imaturos de C. capitata, para iniciar o processo de infecgéo.

Lezama-Gutiérrez et al. (2000) em bioensaio de controle da Anastrepha ludens com
M. anisopliae obtiveram mortalidade de 51% e 67% em solo arenoso e franco,
respectivamente. Nesse mesmo trabalho, mortalidades de larvas de A. ludens entre 37,5% e
98,75% foram observadas. Esses valores possivelmente s6 foram obtidos porque as larvas
foram imersas diretamente na suspensdo de conidios por 30 segundos, 0 que certamente ndo é
factivel quando consideramos a possivel utilizacdo de fungos entomopatogénicos para o
controle de moscas-das-frutas na pratica.

Metarhizium anisopliae também foi avaliado em quatro diferentes formulagdes para o
controle de Ceratitis capitata, C. fasciventris e C. cosyra (EKESI et al., 2005). A taxa de
mortalidade dos adultos variou entre 77% a 66% para C. capitata, 84% a 51% para C.
fasciventris e 83% a 70% para C. cosyra. Nesse trabalho M. anisopliae apresentou elevada
capacidade de controle das diferentes espécies de Ceratitis. Essa maior capacidade de controle
pode ser parcialmente explicada pela eficiéncia das formulacGes. Nesse contexto, o
desenvolvimento de formulacbes que ampliem o tempo de sobrevivéncia dos
entomopatogenos e tornem seus propagulos (conidios) mais infectivos parece ser uma das
maiores barreiras para o desenvolvimento efetivo do controle bioldgico de pragas agricolas.

A compatibilidade de M. brunneum com diferentes herbicidas (Oxyfluorfen,
Terbuthylazine, Diflufenican, Glyphosate, Diflufenican + Glyphosate, e Glyphosate +
Terbuthylazine) visando ao controle de C. capitata foi analisada por Yousef, Quesada-Moraga
e Garrido-Jurado (2015). Nesse trabalho, o tratamento que recebeu somente a suspensao de
conidios (1x10® conidios/mL) proporcionou a mortalidade de 75%. Os trés tratamentos que
continham o herbicida glifosato mais M. brunneum foram significativamente diferentes do
tratamento com somente o0 entomopatdgeno, e significativamente iguais entre si (mortalidades
que variaram entre 45% e 50%). Esse resultado sugere que o glifosato pode interferir na
capacidade de entomopatogenos do género Metarhizium controlar moscas-das-frutas em solo.
O tratamento que recebeu Oxyfluorfen mais M. brunneum ocasionou 80% de mortalidade de
C. capitata, indicando que esse herbicida nédo interfere na capacidade de controle do

entomopatogeno.
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Em outro trabalho, M. anisopliae foi testado para o controle de C. capitata em solo
ndo estéril com diferentes umidades e temperaturas (EKESI; MANIANIA; LUX, 2003). Os
valores de mortalidade de adultos variaram entre 90% e 25%. Também foi verificado que a
temperatura e umidade influenciam a mortalidade de C. capitata, visto que em maiores
temperaturas e menores umidades ocorreu maior mortalidade. Essa constatacdo é importante
quando se vislumbra o uso do controle biolégico de moscas-das-frutas por M. anisopliae em
regibes como o estado do Amapa, ja que as diferencas na umidade do solo variam
enormemente durante o periodo seco e chuvoso.

Quesada-Moraga, Ruiz-Garcia e Santiago-Alvarez (2006) também exploraram a
capacidade de dois isolados de M. anisopliae (EAMa 01/58-Su e EAMa 01/121-Su) para o
controle de C. capitata em diferentes umidades (-0,1Mpa, -0,01MPa e -0,0055Mpa). Ambos
os isolados causaram maior mortalidade na umidade -0,1Mpa, comprovando que esse fator €
fundamental para o sucesso do controle biolégico com fungos entomopatogénicos.

Em estudo na mesma linha do trabalho anterior, Garrido-Jurado, Valverde-Garcia e
Quesada-Moraga (2011) analisaram a influéncia de diferentes temperaturas e umidades na
infectividade de M. anisopliae sobre C. capitata. A porcentagem maxima de puparios
infectados foi de 64,3% a uma temperatura de 35°C e umidade de -0,23Mpa. Nesse estudo,
mais uma vez ficou evidente a influéncia de fatores climaticos sobre a capacidade infectiva de

M. anisopliae.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho evidenciou o potencial de dois isolados regionais, Metarhizium
anisopliae e Metarhizium robertsii, para o controle da praga quarentenaria B. carambolae. O
status quarentenario da mosca-da-carambola é indiscutivel sob o ponto de vista econémico, ja
que o simples registro dessa praga em &reas de exportacdo de frutas frescas, como o vale do
Sdo Francisco, pode ocasionar prejuizos irreparaveis a fruticultura brasileira no curto e médio
prazo, devido ao fechamento dos mercados internacionais as frutas produzidas no Brasil.

Além disso, é igualmente importante considerarmos os custos ambientais associados a
maior utilizacdo de defensivos para o controle da praga em regides onde ela ndo ocorria.
Tanto as implicacdes econdmicas quanto ambientais associadas a mosca-da-carambola
justificam plenamente qualquer investimento em alternativas de manejo para essa praga.
Adicionalmente, uma possivel dispersdo da praga poderia causar problemas sociais
significativos, decorrentes da perda de inumeros postos de trabalho.

Nesse contexto, ensaios visando a producdo massal de inimigos naturais de pragas
agricolas sdo importantes. No presente trabalho ficou evidente o0 comportamento diferenciado
dos dois isolados de Metarhizium quanto a capacidade de esporulagdo em diferentes meios de
cultivo. Nossos resultados sugerem a utilizacdo do meio de cultivo SDA para M. anisopliae,
enquanto M. robertsii apresenta maior esporulacdo no meio de cultivo BDA.

Os resultados desse trabalho também mostraram diferencas na patogenicidade dos
isolados de Metarhizium frente a imaturos de B. carambolae em diferentes substratos.
Metarhizium anisopliae foi mais eficiente do que M. robertsii no controle dos imaturos,
sugerindo o potencial de utilizacdo desse isolado para o controle de imaturos da mosca-da-
carambola diretamente no solo.

Finalmente, é importante observar que os resultados do presente trabalho ndo
contemplaram a avaliagdo da mortalidade dos adultos de B. carambolae ap6s a emergéncia.
No entanto, observacOes preliminares em laboratorio indicam que adultos emergidos de
substratos tratados com os diferentes isolados de Metarhizium tiveram vida efémera quando
comparados com o0s adultos emergidos de substratos ndo tratados. Essa constatacdo indica que
a mortalidade total (imaturos + adultos recém-emergidos) de B. carambolae pode ser
significativamente superior a apresentada neste trabalho, o que tornaria o potencial dessa
estratégia consideravelmente atrativa para inclusdo em programa de controle integrado da

mosca-da-carambola nas condicGes brasileiras.
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