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1 INTRODUCAO

Periplaneta americana Linnaeus, 1758 (Blattaria, Blattidae), apresenta
elevada sinantropia e pode atuar como vetor mecanico de diversos patdgenos, além
de causar desconforto a humanos e outros animais (GUTRHIE e TINDALL, 1968;
CONSOLI e OLIVEIRA, 1998). Um fator que pode contribuir na capacidade vetorial
desses insetos é a alternancia de habitats, pois durante o dia repousam em
ambientes escuros, Umidos e quentes, como tubula¢cdes de esgoto, fossas sépticas
e latrinas e a noite, invadem habitacbes como armazéns, restaurantes, cozinhas e
hospitais (VIANNA; BERNE; RIBEIRO, 2001).

O uso constante de inseticidas para o controle de baratas pode fazer com
que surja resisténcia ao tratamento quimico. A utlizacdo de fungos
entomopatogénicos como agentes de controle bioldgico vem sendo aplicada como
alternativa de controle destes insetos. Dentre os fungos mais usados encontra-se
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) (Hypocreales, Clavicipitaceae), que
apresenta um grande numero de hospedeiros, sendo comprovadamente
entomopatogénico (ALVES et al., 1998; LOPES, 2005).

Uma das dificuldades do uso de fungos para o controle biolégico € a sua
estocagem, poucas sdo as informacdes sobre as formas de armazenamento e o
impacto dessa na acdo dos entomopatdgenos. A estabilidade de M. anisopliae na
formulacdo é importante para a determinacdo do periodo de atividade do fungo
(LOPES, 2005). Técnicas de producdo e formulacdo geralmente ndo atendem a
quantidade e qualidade do patégeno, necessérias para o controle do inseto (LEITE
et al., 2003).

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do tempo de refrigeracdo da
suspensdao de M. anisopliae sobre a sobrevivéncia de adultos de P. americana.

2 MATERIAL E METODOS

Os casais de Periplaneta americana foram obtidos de colbnias pré-
estabelecidas em camara climatizada (26 °C = 2 °C; UR>75%; fotofase de 12h) em
gue eram alimentados com acucar refinado e farinha de carne, na proporcédo 1:1 e
agua. Os espécimes foram mantidos em gaiolas teladas (30x30x30cm) durante todo
experimento.

O isolado de M. anisopliae (CG34) mantido sob refrigeracdo em meio de
cultivo batata-dextrose-agar (BDA) foi repicado para tubos de ensaio com meio de
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cultivo e estocados em estufa a 25°C com fotofase de 12h. Apos a esporulacao das
culturas, foram feitas suspensées na concentracdo de 10’ conidios/ml, em &gua
destilada estéril adicionada de espalhante adesivo (Tween 80) na proporcdo de
0,01%.

A suspensdo de M. anisopliae na concentracdo de 10’ conidios/ml foi
armazenada sob refrigeracdo a 4°C por diferentes periodos (0, 48, 96 e 144 horas).
Para cada periodo foram utilizados dez casais de P. americana. Cada adulto foi
banhado em 2 ml de solugdo durante 10 segundos. Para o grupo controle foram
utilizados dez casais que foram mergulhados em agua estéril, sem a presenca de
conidios. Os tratamentos e o grupo controle foram alimentados do mesmo modo que
as colonias de manutencédo e revisados diariamente para retirada dos individuos
mortos. Os mortos foram isolados em placa de Petri com algoddo Umido para
posterior confirmacéo da mortalidade pelo fungo.

Os tratamentos foram observados por um periodo de 30 dias, para a
analise de sobrevivéncia com distribuicdo de Weibull (¥F=e&™" ~Bsempo® ),
considerando probabilidade de qui-quadrado (X?) menor que 0,05, seguida de
andlise de contrastes para verificacao das diferencas entre as concentracfes para
cada estagio. Todos os testes foram realizados no programa estatistico R (R
Development Team 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O tempo de estocagem da suspensdo de M. anisopliae influenciou a
sobrevivéncia de P. americana (X*=57,84; G.L.=2; p<0,001), ndo havendo diferenca
entre os tratamentos 48h e 96h (p=0,402) pela andlise de contrastes. O tempo letal
médio foi de cerca de trés, 10, 10 e 31 dias para os tratamentos 0, 48, 96 e 144h,
respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia de Periplaneta americana em func¢éo do tempo (dias) a 25°C, UR
>70% e fotofase de 12h, em laboratério. A: tratamento com zero hora de estocagem; B: tratamento
com 48 horas de estocagem; C: tratamento com 96 horas de estocagem; D: tratamento com 144
horas de estocagem.
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Nos periodos de estocagem da suspensdo de M. anisopliae a 0, 48, 96 e
144 horas o total de adultos de P. americana mortos foi de 20, 11, nove e quatro
respectivamente, sendo que todos estes apresentaram o crescimento de M.
anisopliae. No grupo controle ndo houve mortalidade de adultos durante o periodo
do experimento. Lopes (2005) avaliou a viabilidade de conidios em isca armazenada
e formulagéo de talco a 27°C e nao observou a redugéo da viabilidade dos conidios
armazenados até 72 horas de armazenamento. No entanto, apés 120 horas o
namero de conidios foi até 100 vezes menor, se comparado com o0 numero de
conidios apds uma hora de armazenamento. Neste mesmo trabalho o autor utiliza o
armazenamento de conidios de M. anisopliae a -40°C, temperatura em que obtém
viabilidade acima de 95%.

A metodologia de estocagem da suspensdo de M. anisopliae sob
refrigeracdo a 4°C, temperatura encontrada em geladeiras, ndo foi viavel porque
houve influéncia do periodo de armazenamento da suspenséo na sobrevivéncia dos
individuos de P. americana. Talvez a diferenca se deva ao fato de que foi utilizada
uma suspensao fangica, enquanto que Abreu et al. (1983) afirmam que a forma mais
adequada para uso de fungos no controle biolégico € o conidio seco, sendo mais
resistente a condicbes ambientes, podendo ser preservado por até um ano.
Marques, Alves e Marques (2000) ao utilizarem conidios secos do fungo Beauveria
bassiana (Balsamo) (Ascomycetes: Sordariomycetidae) armazenados em freezer a -
7°C, obtiveram apdés 80 meses, 100% de viabilidade e elevada viruléncia, pois
causou 94% de mortalidade em lagartas de Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera:
Crambidae).

A umidade elevada é necessaria para a germinagdo de esporos de M.
anisopliae para que ocorra infeccdo do hospedeiro, com penetracdo na quitina e
colonizacdo da hemocele do inseto (CASTRILLO; ROBERTS; VANDERBERG,
2005). Conforme Walstad, Anderson e Stambaugh (1970) a germinacdo de esporos
em um periodo de 24 horas, com UR de 100%, é de até 57%, jA& com umidade
abaixo de 92,5% ocorre inibicdo da germinacdo dos esporos. Além disso, a
sobrevivéncia dos esporos é afetada pela temperatura de estocagem, a temperatura
de 8°C o0s esporos se mantém viaveis pelo menos por 12 meses, ja em 21°C
sobrevivem por apenas 2,5 meses (WALSTAD; ANDERSON; STAMBAUGH , 1970).

As limitacbes no uso de fungos entomopatogénicos para controle de
baratas sdo: o periodo necessario para obtencéo de altos indices de mortalidade e o
desempenho dos produtos em condi¢cdes de campo. Tais razfes levaram a retirada
de produtos do mercado americano, como a isca Bio-Path™. No entanto, a
associacdo do fungo com inseticida quimico tem sido utilizada para eliminar os
problemas da eficiéncia em campo (KAAKEH; REID; BENNETT, 1996).

4 CONCLUSOES

Quanto maior o periodo de estocagem da suspensdo de M. anisopliae, na
concentracdo de 10’conidios/ml, a 4°C, menor é seu impacto na reducdo da
sobrevivéncia de P. americana.
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