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Abstract

Resumo
Alphitobius diaperinus, popularmente conhecido como cascudinho,

atualmente é um dos principais problemas da avicultura mundial. Objetivou-
se avaliar o potencial do fungo Pochonia chlamydosporia (VC4) no controle
biolégico de A. diaperinus em condigdes laboratoriais. Exemplares adultos
do inseto foram coletados em uma granja avicola, no sudeste do Brasil. Em
seguida, foi realizado crescimento do fungo P. chlamydosporia em meio agar
quitina (AQ2%). Apds 10 dias, foi obtida uma concentracdo de estruturas
fungicas (conidios/clamidésporos) de 1500/pL. Posteriormente, foram
formados dois grupos: grupo tratamento (G1), que consistiu em placas de
Petri contendo meio de cultura dgar-d4gua a 2% (AA2%) com 10 insetos vivos
+ 10uL de solucéo fungica (vertida) sobre cada inseto; e o grupo controle
(G2), que foi constituido por placas de Petri contendo AA 2% + 10 insetos
vivos + 10pL de dgua destilada vertidos sobre cada inseto. Ambos os grupos
foram realizados em triplicata. As placas de ambos os grupos G1 e G2 foram
incubadas em BOD a 25+1°C e 80+10% de umidade relativa, durante 7 dias.
Ao final do sétimo dia de interagdo, no grupo G1 foi observada a colonizagdo
e morte de 100% de A. diaperinus e visualizagdo de hifas de VC4 sobre os
mesmos, sugerindo uma possivel atividade entomopatdgenica. No grupo G2
foram observados insetos vivos. Conclui-se que o controle biolégico de A.
diaperinus pelo fungo P. chlamydosporia (VC4) foi eficaz em condigdes
laboratoriais e mais delineamentos experimentais, em condi¢des a campo,
podem vir a colaborar com a sua aplicabilidade.

Alphitobius diaperinus, commonly known as lesser mealworm or darkling beetle, is currently one of the main

problems in global poultry farming. The aim of this study was to evaluate the potential of the fungus Pochonia

chlamydosporia (VC4) in the biological control of A. diaperinus under laboratory conditions. Adult specimens of
the insect were collected from a poultry farm in southeast Brazil. Subsequently, the fungus P. chlamydosporia was
grown on chitin agar medium (2% AQ). After 10 days, a concentration of fungal structures (conidia/chlamydospores)
of 1500/puL was obtained. Later, two groups were formed: group (G1), consisting of Petri dishes containing 2% water

agar culture medium (AA2%) with 10 live insects + 10pL of fungal solution (poured) over each insect; and the control

group (G2), which consisted of Petri dishes containing 2% AA + 10 live insects + 10uL of distilled water poured over

each insect. Both groups were conducted in triplicate. The plates of both groups G1 and G2 were incubated in a
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BOD at 25+1°C and 80+10% relative humidity for 7 days. At the end of the seventh day of interaction, in group G1,
colonization and death of 100% of A. diaperinus were observed, along with the visualization of VC4 hyphae on
them, suggesting a possible entomopathogenic activity. In group G2, live insects were observed. It is concluded

that the biological control of A. diaperinus by the fungus P. chlamydosporia (VC4) was effective under laboratory
conditions, and further experimental designs under field conditions may contribute to its applicability.
Keywords: poultry farming; lesser mealworm; nematophagous fungi; pest control.

1 | Introducao

Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina
Animal, o Brasil é o segundo maior produtor de carne
de frango do mundo, atingindo em 2022 uma
producdo de 14,5 milhdes de toneladas e gerando ao
pais 9,7 bilhdes de ddlares somente com as
exportacdes para mais de 140 paises no mundo
(ABPA, 2023). Nesse sentido, justifica-se o fato de que
a avicultura é um setor importante da economia
brasileira e responsavel por uma grande parcela da
producdo de alimentos no pais e no mundo, gerando
direta e indiretamente mais de 5 milhdes de
empregos (Schmidt e Silva, 2018). No entanto, tanto
a avicultura brasileira quanto a mundial enfrentam
desafios, como doencas, aumento dos custos de
producdo e problemas ambientais.

Dentre estes problemas, cita-se Alphitobius
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), conhecido
popularmente como cascudinho, um artrépode
(besouro) atraido pela umidade e odor produzidos
pelos das
transmissor de iniUmeros patégenos que interferem

excrementos aves, potencialmente
diretamente na saude animal (Dinev, 2013; Crippen
etal., 2018; Smith et al., 2022). Além disso, a presenca
deste artropode nas granjas avicolas pode levar ao
de ambiente,

aumentando o risco de contaminacdo ambiental e de

acumulo matéria orgédnica no
doencas associadas a esses detritos (Gehring et al.,
2020). A literatura tem disponibilizado diversos
trabalhos que mencionam a dificuldade no controle
deste inseto e, atualmente, tém sido utilizados trés
métodos como medidas de controle: (1) o método
quimico (Wolf et al., 2014); (2) o método fisico (Wolf
et al., 2015), e (3) o método bioldgico (Daniel et al.,
2019). Entretanto, Singh e Johnson (2015) chamam a
atencdo em relacdo ao uso de inseticidas, uma vez
que seu uso prolongado tem gerado resisténcia,
além de custos adicionais aos produtores avicolas e
danos a saude humana.

Neste contexto, o controle bioldgico tem sido

uma ferramenta importante no combate as pragas
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agricolas, principalmente de insetos (Senna et al.,
2018; Ferraz et al., 2021). Rohde et al. (2006)
que a do
entomopatogénico Beauveria bassiana apresentou

demonstraram utilizacédo fungo
efeito nocivo as fases do ciclo bioldégico do
cascudinho, com excecdo do inseto adulto. Por outro
lado, o trabalho pioneiro de Braga et al. (2013)
demonstrou que o fungo nematéfago Duddingtonia
flagrans poderia colonizar e destruir o exoesqueleto
dos artropodes, isolando uma enzima quitinase
durante seus ensaios experimentais. Nesse sentido,
Senna et al. (2018) e Ferraz et al (2021) registraram
uma possivel atividade entomopatdgenica de P
chlamydosporia em ensaios in vitro, o que gerou
novas vertentes no controle bioldgico utilizando este
fungo e, <com isso, novos delineamentos
experimentais.

Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar
o potencial do fungo Pochonia chlamydosporia (VC4)
no controle biolégico do Alphitobius diaperinus em

condicdes laboratoriais.
2 | Material e Métodos

Exemplares adultos de Alphitobius diaperinus
foram coletados diretamente da cama avidria, em
uma granja avicola localizada no municipio de
Marechal Floriano (Latitude: 20° 24' 46" S; Longitude:
40° 40' 59" W), estado do Espirito Santo, na regido
Sudeste do Brasil. Os insetos foram armazenados
junto com amostras da cama aviaria e enviados para
o Laboratério de Parasitologia Experimental e
Controle Bioldgico da Universidade Vila Velha.

Para o ensaio experimental foi utilizado o fungo
VC4). P
chlamydosporia é um fungo encontrado em diversos

Pochonia  chlamydosporia  (isolado
ambientes ao redor do mundo, especialmente em
solos agricolas. O VC4, especificamente, foi isolado
do solo brasileiro e é mantido em condig¢bes
laboratoriais ao longo dos anos pelo Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal de Vigosa. Foi

realizado um repique para placa de Petri contendo o
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meio de cultura agar quitina (AQ2%) (Braga et al.,
2013) modificado. Apds 10 dias do crescimento do
fungo, foi preparada uma solucdo de conidios e
clamidésporos por meio da raspagem do micélio
fungico crescido na superficie do dgar. A raspagem
foi realizada com auxilio de dgua destilada e uma
ldmina, ambas estéreis. Posteriormente, a solucéo
contendo os conidios e clamidésporos foi vertida em
um béquer estéril e a de
conidios/clamidésporos foi calculada por meio de
aliquotas. Foi obtida uma concentracdo de 1500
estruturas fungicas/pL, segundo Braga et al. (2013),
modificado.

concentragao

Dois grupos experimentais foram formados:
grupo tratamento (G1) e grupo controle (G2). Ambos
os grupos foram formados em placa de Petri
contendo meio agar-agar 2%. No G1, 10 exemplares
de A. diaperinus foram distribuidos em placa de Petri
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+ 10uL da solugdo de conidios e clamiddsporos
(vertida) sob cada exemplar. No G2, 10 exemplares
de A. diaperinus foram distribuidos na placa e 10uL
de agua destilada estéril foi vertida sobre cada
exemplar do A. diaperinus. Os ensaios foram
realizados em triplicata. As placas foram incubadas
em temperatura ambiente (25+2°C), durante sete
dias. Diariamente as placas foram inspecionadas para
avaliar o crescimento do fungo P. chlamydosporia.

3 | Resultados e Discussao

Ao final do sétimo dia de interacdo, no grupo
G1 foi observada a colonizacdo e morte de 100% de
A. diaperinus (Figura 1B-F) e visualizacdo de hifas de
VC4 sobre os mesmos, sugerindo uma possivel

atividade entomopatégenica. No grupo G2, foram
observados insetos vivos (Figura 1A).

Figura 1. (A) Grupo controle. (B-F) Espécimes de Alphitobius diaperinus (seta branca) colonizados pelo fungo Pochonia
chlamydosporia (seta preta) ao longo do ensaio experimental. (G) Clamidésporos e hifas de P. chlamydosporia obtidos da

interagdo com os insetos.

No presente trabalho a atividade do fungo VC4
sobre insetos pode ter sido resultado direto da sua
alta capacidade em expressar enzimas quitinoliticas
processo de dos
exoesqueletos e, com isso, sugerindo uma possivel

durante o colonizacdo
acdo entomopatogénica. Em estudos pioneiros,
Senna et al. (2018) e Ferraz et al. (2021) registraram
que a possivel atividade entomopatbgenica de P.
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chlamydosporia se deu a partir do crescimento do
fungo em meio rico em quitina e com isso produgdo
de quitinases Estes autores
demonstraram a eficiéncia de P. chlamydosporia

extracelulares.

(VC4) em colonizar e eliminar formigas urbanas,
sugerindo aplica¢des potenciais e sua eficécia in vitro
contra Spartocera dentiventris (Berg) (Hemiptera:
Coreidae), comumente conhecido como "percevejo
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do tabaco", uma praga significativa no cultivo de
tabaco no Brasil, respectivamente. No entanto, nédo
existem relatos cientificos da atividade de VC4 sobre
A. diaperinus, o que pode vir a ser no futuro uma
ferramenta no controle desta praga avicola.

Em uma outra vertente, Esteves et al. (2009)
descreveram a produgdo e secrecdo de enzimas
(incluindo
proteases-EC 3.4, quitinases-EC 3.2.1.14, e lipases-
EC 3.1.1.3) a partir de varios meios de cultura e dessa
forma o

hidroliticas por P. chlamydosporia

controle biolégico com um fungo
nematdfago ovicida poderia expressar uma grande
versatilidade para a sua utilizagcdo. Nesse sentido, P.
chlamydosporia demonstra versatilidade na sua
atividade ovicida e larvicida sobre nematoides e
entomopatogénica (Braga e Araljo, 2014; Fonseca et
al., 2023).

Fabritius et al. (2011) mencionaram que os
artréopodes, incluindo A. diaperinus, possuem um
exoesqueleto responsavel pelo suporte externo e
protecdo, composto principalmente por proteinas e
quitina, sendo este Ultimo um como componente
estrutural em indmeros organismos, como insetos,
crustdceos e ovos de nematoides (Cohen, 1993).
Dessa forma, como discutido por Braga et al. (2013),
os meios de cultura podem influenciar a producgéo de
enzimas extracelulares, como quitinases. Neste
estudo, o meio de AQ2% foi utilizado, provavelmente
promovendo a producdo de quitinase. Além disso,
Braga e Araljo (2014) discutiram a importancia da
quitina como alvo para fungos nematdfagos na
colonizacgdo de formas de
nematoides e artrépodes.

Em estudo conduzido por Valad&o et al. (2020),
foi registrado que P. chlamydosporia foi capaz de

sobreviver apds passar pelo trato gastrintestinal de

pré-parasitarias

galinhas domésticas e ainda germinar apds ser
excretada com as fezes. Ha seguranca em relacdo a
salde dos animais na administracdo de P.
chlamydosporia (Garcia et al., 2004). Dessa forma,
sua utilizacdo a campo poderia ser vidvel com a sua
disponibilidade na ragdo em um futuro produto a
base deste fungo (Garcia et al., 2004).

Ressalta-se que o manejo do cascudinho
apresenta desafios devido ao seu comportamento,
pois muitas vezes ele se esconde em locais escuros e
inacessiveis, como fendas, rachaduras, perto de
pilares, sob comedouros e no solo, onde completa
seu ciclo de vida (Alves et al., 2004). As medidas de
controle tradicionalmente dependem de inseticidas

quimicos aplicados na superficie da cama, mas o uso
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indiscriminado levou a problemas no contexto da
Satde Unica e controle ineficaz de infestagdes em
granjas avicolas (Chernaki-leffer e Almeida, 2001).
Conclui-se que o controle biolégico de A. diaperinus
pelo fungo P. chlamydosporia (VC4) foi eficaz em
condi¢cdes laboratoriais e mais delineamentos
experimentais em condi¢des a campo podem vir a
colaborar com a sua aplicabilidade.
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