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RESUMO GERAL

Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) ¢ um predador voraz que
desempenha importante papel ecolégico na regulacéo de artropodes-praga. Com ampla
ocorréncia natural em sistemas de cultivo agricolas neotropicais, possui habito noturno
e durante o dia busca abrigo em locais estreitos, imidos e escuros, como por exemplo o
cartucho da planta de milho. Além disso, € um inseto onivoro, com capacidade de
utilizar recursos complementares como polen de milho e esporos de fungos
fitopatogénicos, o que auxilia no estabelecimento em campo. Fémeas de D. luteipes
apresentam o comportamento peculiar de cuidar dos ovos, denominado cuidado
maternal, por meio do qual garantem a sobrevivéncia, potencial reprodutivo e,
possivelmente, protegem a prole contra entrada de patdgenos e posterior infec¢éo.
Visando integrar estratégias de controle de insetos-praga mais sustentaveis, a utilizagdo
de produtos microbioldgicos a base de fungos estd cada vez mais frequente, com
destaque para Beauveria bassiana (Balsamo), Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae)
e Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae). No
campo, tais fungos podem apresentar interagdes diretas ou indiretas com este predador,
ainda ndo foram mensuradas. Pensando na atuagdo conjunta de agentes macro e
microbioldgicos, avaliou-se primeiramente se os isolados IBCB 66 (B. bassiana) e
IBCB 425 (M. anisopliae) sdo patogénicos aos diferentes estagios de D. luteipes e,
posteriormente, se a manipulacdo dos ovos, realizada pelas fémeas durante o cuidado
maternal, evita ou reduz a infeccdo microbiana. Para o teste de patogenicidade foi
utilizado exposicdo tépica e em filme seco dos insetos e suspensfes fungicas nas
concentragdes crescentes de 10* a 108 conidios.mL™. Os resultados indicaram que estes
isolados, nas concentracdes e formas de exposicao testadas ndo sao patogénicos a D.
luteipes e, portanto, sdo compativeis para utilizacdo em conjunto. Adicionalmente, foi
manipulada a presenca ou auséncia do cuidado maternal apos exposicéo total e parcial
dos ovos aos mesmos isolados, na concentracdo de 108 conidios.mL™. Os resultados
evidenciaram que o cuidado maternal exercido por fémeas de D. luteipes reduz os efeitos
da exposicao dos ovos aos esporos de fungos entomopatogénicos e garante o sucesso do
desenvolvimento embrionario e da prole.

Palavras chave: Compatibilidade. Controle-Biologico. Fungos-entomopatogénicos.
Cuidado-maternal. Patogenicidade.



GENERAL ABSTRACT

Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) is a voracious predator that plays
an important ecological role in the regulation of pest arthropods. With wide natural
occurrence in neotropical farming systems, it has a nocturnal habit and during the day
it seeks shelter in narrow, humid and dark places, such as the corn plant cartridge. In
addition, they are omnivorous insects, with the ability to use complementary resources
such as corn pollen and spores of phytopathogenic fungi, which corroborates their
establishment in the field. Females of D. luteipes have the peculiar behavior of caring
for the eggs, called maternal care, through which they guarantee survival, reproductive
potential and, possibly, protect the offspring against the entry of pathogens and
subsequent infection. In order to integrate more sustainable insect pest control strategies,
the use of fungal-based microbiological products is increasingly frequent, with emphasis
on Beauveria bassiana (Balsamo), Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) and
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae). In the
field, such fungi may present direct or indirect interactions with this predator, but they
have not yet been measured. Considering the joint action of macro and microbiological
agents, we first evaluated if the isolates IBCB 66 (B. bassiana) and IBCB 425 (M.
anisopliae) are pathogenic to the different stages of D. luteipes and, later, if the
manipulation of the eggs, carried out by the females during maternal care, prevents or
reduces microbial infection. For the pathogenicity test, we used topical and dry film
exposure of insects and fungal suspensions at increasing concentrations from 10 to 108
conidia.mL™. Our results indicated that these isolates, at the concentrations and
exposure methods tested, are not pathogenic to D. luteipes and, therefore, are compatible
for use together. Additionally, we manipulated the presence or absence of maternal care
after total and partial exposure of eggs to the same isolates, at a concentration of 108
conidia.mL™. Our results showed that maternal care exercised by females of D. luteipes
reduces the effects of exposure of eggs to entomopathogenic fungal spores and ensures
successful embryonic and offspring development.

Keywords: Compatibility. Biological control. Entomopathogenic fungi. Maternal care.
Pathogenicity.
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INTRODUCAO GERAL

Insetos da ordem Dermaptera, popularmente conhecidos como tesourinhas,
desempenham papel ecoldgico como predador de diversas espécies de insetos-praga, como
ovos e pequenas larvas de Lepidoptera (Noctuidae e Crambidae) (Cruz et al., 1995; Pasini et
al., 2007; Sueldo et al., 2009; Naranjo-Guevara et al., 2017), tripes (Silva et al., 2022 b), pulgbes
(Cruz, 2007) e moscas-das-frutas (Hennessey, 1997).

A tesourinha Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae), muito abundante em
areas agricolas, se destaca como agente entomofago de controle bioldgico, principalmente em
funcdo da voracidade de predacéo e relativa facilidade de criagdo massal, por meio de dieta
artificial. Ocorre em regides neotropicais e, ao contrario de outros predadores, possui habito
noturno (Naranjo-Guevara et al., 2017), se abriga em locais estreitos, umidos e escuros
(Oliveira et al., 2011; Silva et al., 2018). No entanto, apresenta um ciclo de vida longo, de
aproximadamente 220 dias (fase jovem e adulto) (Cruz; et al., 1995; Silva et al., 2010, 2018).

No milho, a incidéncia de D. luteipes coincide com a ocorréncia de Spodoptera
frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuide) e os dois compartilham o mesmo micro-habitat, o
cartucho do milho (Marucci et al., 2019 b), local de elevada umidade e fator de vital importancia
para o desenvolvimento embrionario do predador (Cruz, 1995). Quando adultos, podem ser
observados também nas espigas e penddes do milho (Pasini et al., 2007), contribuindo para o
controle biolégico natural. Além disso, apresentam capacidade de utilizar recursos alimentares
complementares como pélen de milho (Marucci et al.,, 2019 a e b) e esporos de fungos
fitopatogénicos (Silva et al., 2022 a).

Embora nos altimos anos os produtos microbioldgicos estejam sendo incorporados as
estratégias de manejo integrado de pragas nas lavouras de milho (Michereff et al., 2009; Bolzan
et al., 2019), ndo ha informacdes a respeito da seletividade ao predador D. luteipes.

Dentre os fungos entomopatogénicos mais utilizados destacam-se, pela versatilidade,
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) e Metarhizium
anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae). O género Metarhizium de
distribuicdo mundial (Alves, 1998; Zimmermann, 2007)), possui capacidade de infectar
naturalmente mais de 300 espécies de artropodes das mais variadas ordens, incluindo insetos-
praga de importancia para a agropecudria, como a cigarrinha da cana-de-aclcar, Mahanarva
fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae).

J& 0 género Beauveria, foi relatado infectando mais de 200 espécies de insetos, pertencentes

a diversas ordens (Gomes et al., 2004). Produtos a base de B. bassiana sdo utilizados para o
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controle de diversos artropodes-praga, com destaque para a cigarrinha-do-milho Dalbulus
maidis (DeLong e Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae), cuja infestacdo tem aumentado
progressivamente nas Ultimas safras (Oliveira e Frizzas, 2022). Como a aplica¢do € direcionada
ao cartucho do milho, local onde D. luteipes se abriga (Cruz et al., 1995), o produto pode atingir
diretamente os ovos e 0s demais estagios do inseto.

Entre os isolados de M. anisopliae e B. bassiana mais efetivos e com registro no Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para uso como inseticida microbiolégico
destacam-se os isolados IBCB 425 e IBCB 66, respectivamente (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento - MAPA, 2022), sendo esses selecionados para esta pesquisa.

No caso de se verificar interacdo direta ou indireta entre 0s agentes entomopatogénicos e 0s
entomofagos, efeitos deletérios podem ocorrer nos diferentes estadios de desenvolvimento do
predador. Maior vulnerabilidade aos entomopatogenos quanto as defesas fisicas e quimicas
normalmente sdo observadas nas fases iniciais de desenvolvimento, como efeitos ovicidas
(Alves, 1998; Rampelotti et al., 2007; Pena et al., 2009). No caso dos derméapteros, considerados
insetos subsociais, existe um diferencial, pois as fémeas realizam cuidado parental ou maternal
(Lamb e Wellington, 1975), por meio do qual ndo somente asseguram a sobrevivéncia e/ou
potencial reprodutivo da prole (Greer et al., 2020), possivelmente, protegem e removem
patdgenos microbianos dos ovos (Costa, 2006; Trumbo, 2012). Curiosamente, qualquer
disturbio sofrido pelas fémeas pode resultar em canibalismo dos proprios ovos (Matzke e Klass,
2005). Assim, as fémeas por meio das mandibulas manipulam e rotacionam 0s ovos a
determinados intervalos de tempo, 0 que é decisivo para 0 sucesso do desenvolvimento
embrionéario (Costa, 2006).

E comum em vérias espécies de Dermaptera, caso as posturas estejam em ambiente
indspito, as fémeas de transportam os ovos para um local mais adequado, com mais umidade,
condicdo fundamental para assegurar alta viabilidade. As fémeas, além de movimentar e
reorganizar 0s ovos, provavelmente aplicam secrecBes com funcdo de umidificacdo e
desinfeccdo dos mesmos (Matzke e Klass, 2005), porém em muitos casos ndo se sabe se a defesa
é quimica ou apenas de remocao mecanica (Costa, 2006).

Resultados experimentais indicam que, durante a limpeza, ocorre saliva¢do no corio do
0vo, 0 que evita a infeccdo por fungos com menor investimento tanto em tempo, quanto em
energia no cuidado da prole (Butnariu et al., 2013; Silva et al.,2018; Greer et al., 2020). Ha
também evidéncias de que possa ocorrer transferéncia vertical de microrganismos simbiontes
das fémeas para a superficie dos ovos durante a limpeza, visando evitar ou reduzir infec¢des

por fungos. Adicionalmente, a presenca da fémea associada ao manuseio dos ovos parece estar
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associada a reposi¢do destes microrganismos, mantendo-o0s em niveis ideais para protecdo dos
ovos (Greer et al., 2020).

O cuidado maternal parece ser restrito aos ovos e ninfas jovens, porém a relagdo com
as ninfas varia de espécie para espécie (Matzke e Klass, 2005). Butnariu et al. (2013)
observaram que quando as ninfas de Doru lineare (Eschs) (Dermaptera: Forficulidae) saem do
abrigo, as fémeas carregam-nas de volta visando manté-las agrupadas e proximas de si. FEmeas
de Anisolabis maritima (Borelli) (Dermaptera: Labiduridae) protegem tanto os ovos quanto as
ninfas de primeiro instar, principalmente do canibalismo de coespecificos. Elas constroem os
ninhos, se posicionam préximas aos ovos e, por meio das mandibulas, passam grande parte do
tempo higienizando-os e movimentando-os (Butnariu et al., 2013; Silva et al., 2018; Greer et
al., 2020).

Costa (2006), cita varios exemplos de espécies de tesourinhas cujas fémeas foram
isoladas de parte da massa de ovos, o que resultou em reducdo da viabilidade, contaminagéo
por fungos e canibalismo. Dessa forma, quando os ovos sdo mantidos na presenca das fémeas
ocorre: i) remocdo mecanica dos esporos do patdgeno, ii) aplicagio de um agente
antimicrobiano (secrecao salivar antibidtica) ou iii) ambos. Porém, ndo se sabe qual estratégia
é adotada por D. luteipes no cuidado da prole.

Para compatibilizar o uso de agentes macro e microbiolégicos € importante
compreender as interacdes e as estratégias utilizadas pelas fémeas de D. luteipes durante o
cuidado maternal para cuidar e proteger os ovos e instares iniciais contra fungos
entomopatogénicos.

Dessa forma, o primeiro objetivo foi verificar se os isolados de B. bassiana IBCB 66 e
de M. anisopliae IBCB 425 sdo patogénicos aos diferentes estagios de D. luteipes, e 0 segundo
investigar se a manipulacédo dos ovos realizada pelas fémeas durante o cuidado maternal, evita
ou reduz a infeccdo microbiana.

Com base no exposto, hipotetizou-se que por meio do cuidado maternal, as fémeas de
D. luteipes podem reduzir os efeitos negativos que os fungos entomopatogénicos podem exercer
sobre 0s ovos e ninfas de primeiros instares, o que pode viabilizar o uso conjunto desses agentes.

Os resultados obtidos na pesquisa foram utilizados na elaboracdo de dois manuscritos,

0S quais serdo apresentados na sequéncia.
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RESUMO

O predador noturno Doru luteipes (Dermaptera: Forficulidae) ocorre naturalmente em lavouras
de milho e busca abrigo durante o dia no cartucho destas plantas. Para garantir sua permanéncia
em campo é importante priorizar a adogao de solugGes sustentaveis como aplicacéo de produtos
microbioldgicos. Dentre os fungos entomopatogénicos mais utilizados, Beauveria bassiana
(Hypocreales: Clavicipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) se
destacam pela versatilidade e capacidade de infectar naturalmente diversos insetos-praga. O
objetivo deste trabalho foi verificar se os isolados IBCB 66 de B. bassiana e IBCB 425 de M.
anisopliae sdo patogénicos aos diferentes estagios do predador D. luteipes. Os insetos foram
expostos de forma topica e em filme seco as concentragdes crescentes de 10* a 108 conidios.mL-
! de cada isolado. Foram obtidos baixos valores de mortalidade confirmada pela infeccdo dos
isolados (< 15%) e alta viabilidade dos ovos e estadios ninfais sob exposicéao topica e em filme
seco para ambos os isolados nas concentracGes testadas. Diferencas significativas com
prolongamento da duracdo do 3° e 4° instares foram observadas apenas para B. bassiana na
concentragéo de 102 conidios.mL™ e para o nimero de ovos depositados por fémeas expostas a
M. anisopliae na concentragdo de 10° conidios.mL™. Os resultados mostram que os isolados de
B. bassiana e M. anisopliae nas concentragdes utilizadas, tanto sob exposicéo tépica, como em
filme seco, séo seletivos a D. luteipes e apresentam compatibilidade para utilizacdo conjunta.

Palavras chave: Tesourinha. Entomopatdgeno. Controle-Biologico. Fungos. Compatibilidade.
Seletividade.
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ABSTRACT

The nocturnal predator Doru luteipes (Dermaptera: Forficulidae) occurs naturally in maize
crops and seeks shelter during the day in the cartridge of these plants. To ensure their
permanence in the field, it is important to prioritize the adoption of sustainable solutions such
as the application of microbiological products. Among the most used entomopathogenic fungi,
Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae) and Metarhizium anisopliae (Hypocreales:
Clavicipitaceae) stand out for their versatility and ability to naturally infect several insect pests.
The objective of this work was to verify if the isolates IBCB 66 of B. bassiana and IBCB 425
of M. anisopliae are pathogenic to different stages of the predator D. luteipes. The insects were
exposed topically and on dry film to growing suspensions of 10* to 10 conidia.mL™ of each
isolate. Low values of mortality effectively confirmed by the infection of the isolates (< 15%)
and high viability of eggs and nymphal stages were obtained under topical and dry film
exposure for both isolates at the concentrations tested. Significant differences with prolonged
duration of the 3rd and 4th instars were observed only for B. bassiana at a concentration of 108
conidia.mL™ and for the number of eggs laid by females exposed to M. anisopliae at a
concentration of 10° conidia.mL™. Our results show that the isolates of B. bassiana and M.
anisopliae at the concentrations used, both under topical exposure and in dry film, are selective
for D. luteipes and are compatible for joint use.

Key-words: Earwig. Entomopathogen. Biological control. Fungi. Compatibility. Selectivity.
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INTRODUCAO

A tesourinha Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) é um predador
onivoro cuja ocorréncia esta relacionada aos paises da América do Sul e comumente encontrada
na cultura do milho, principalmente, nos estadios iniciais de desenvolvimento (Cruz et al.,
1995). Possui habito noturno (Lamb e Wellington 1975; Sueldo et al. 2010; Naranjo-Guevara
et al., 2017; Haas 2018) e comportamento tigmotatil (Jarvis et al. 2005), o que permite abrigar-
se durante o dia no cartucho das plantas de milho (Pasini et al., 2007), onde além de encontrar
presas (Waquil et al., 2016; Zambiazzi et al., 2016), tem acesso a alimentos complementares
como esporos de fungos (Silva et al., 2022 a) e pélen de milho (Marucci et al., 2019 a e b).

Para assegurar a sobrevivéncia e manutencdo de D. luteipes na cultura do milho é
importante associar 0 manejo de pragas e doencas com a utilizagdo de produtos de origem
biologica. Por meio dessa estratégia, é possivel minimizar o uso de inseticidas quimicos e
reduzir a selecdo de individuos resistentes (Bayu e Prayogo, 2018; Ahmed e Freed, 2021).

Dentre os produtos de origem biologica, os mais utilizados nas culturas agricolas sdo os
microbiolégicos (Croplife Brasil, 2021). No entanto, ha uma lacuna na literatura em relacéo a
compatibilidade entre agentes microbiolégicos e os agentes macrobiologicos (Dias et al.,
2019) de ocorréncia natural, como D. luteipes.

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) e
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae), estdo entre 0s
fungos entomopatogénicos mais pesquisados e comercializados (Mcguire e Northfield, 2020).
Ambos apresentam versatilidade, boa capacidade de multiplicacdo e dispersdo no ambiente e
possibilidade de serem empregados em conjunto com o0s agentes macrobiolégicos ou
entomofagos (Sayed et al., 2019; Ahmed e Freed, 2021).

Metarhizium anisopliae € comumente utilizado para o controle da cigarrinha da cana-
de-aglcar, Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) (Mateus et al., 2020) e B.
bassiana para o controle de Dalbulus maidis (DeLong e Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae)
(Cotacet al., 2021). Como a aplicacdo de inseticidas quimicos ou microbiol6gicos é direcionada
ao cartucho do milho, local onde D. luteipes se abriga (Cruz et al., 1995), os ovos e demais
estadios do inseto sdo os alvos atingidos.

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, dependendo do isolado,
concentracdo e forma de exposicdo podem afetar direta ou indiretamente predadores como
Cryptolaemus montrouzieri (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae) (Mohamed, 2019), Adalia
bipunctata (L.) e Coccinella septempunctata L. (Coleoptera: Coccinellidae) (Roy et al., 2008),
Gaeolaelaps gillespiei (Beaulieu) (Acarina: Acaridae) (Saito e Brownbridge, 2016). No



19

entanto, sdo compativeis para uso em conjunto com Chrysoperla externa (Hagen) (Neuroptera:
Chrysopidae) (Castro et al., 2019; Dias et al., 2020), Orius sauteri (Poppius) (Hemiptera:
Anthocoridae) (Gao et al., 2012) e Orius albidipennis (Reuter) (Hemiptera: Anthocoridae)
(Pourian et al., 2010).

Embora a sobrevivéncia da tesourinha Euborellia annulipes (Lucas) (Dermaptera:
Anisolabididae), ndo tenha sido afetada por esses fungos, efeitos na taxa de ecloséo de ninfas
deste predador apds exposicdo a B. bassiana foram observados (Oliveira et al., 2011). No
entanto, ndo ha informacdes sobre os efeitos desses agentes microbianos sobre D. luteipes.

Entre os isolados de M. anisopliae e B. bassiana mais efetivos e com registro no Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para uso como inseticida microbiolégico
destacam-se 0 IBCB 425 e o IBCB 66, respectivamente (Almeida, 2020). De acordo com a a
ultima atualizagdo do MAPA para o isolado IBCB 425 ha 49 produtos comerciais registrados
para a agricultura organica e para isolado IBCB 66, 42 produtos comerciais, sendo esses 0s dois
isolados selecionados para esta pesquisa.

Com base no exposto, o objetivo desta dissertacdo foi verificar se os isolados IBCB 425 de
M. anisopliae e IBCB 66 de B. bassiana, sdo patogénicos aos diferentes estagios do predador
D. luteipes por meio da exposicao topica e em filme seco. Com base nos resultados obtidos sera
possivel verificar se ha seletividade para utilizacdo conjunta desses agentes microbianos e D.
luteipes. Dessa forma, foi elaborado a hipdtese de que os isolados de B. bassiana e M.
anisopliae, dependendo da concentracdo e da forma de exposicdo, testados em condicdes de

laboratdrio, podem ser compativeis com atuacao conjunta de D. luteipes.

MATERIAL E METODOS
Os bioensaios foram realizados nos Laboratério de Controle Bioldgico de Pragas e de
Patologia e Controle Microbiano de Insetos, do Departamento de Entomologia (DEN) da Escola
de Ciéncias Agrarias de Lavras (ESAL) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras
- MG.

Obtencdo e manutencao de insetos e dos isolados

Doru luteipes

Os insetos foram obtidos da criacdo mantida em sala climatizada (25 £ 2 °C, 70 = 10%
de UR e fotofase de 14 horas) conforme procedimentos descritos por Pacheco et al. (2023). A

dieta artificial a base de 35% de rac&o de gato ®MaxCat; 27% de farelo de trigo; 23% de levedo
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de cerveja; 14% de leite em po; 0,5% de Nipagin; 0,5% de acido sorbico os quais foram
triturados e homogeneizados em liquidificador (Cruz, 2009). Semanalmente, fémeas alojadas
em abrigo de oviposicdo com posturas foram retiradas das gaiolas de criacédo e transferidas para
recipientes plasticos (1,8 L), contendo algoddo umedecido, papel sanfonado e dieta artificial,
os quais foram vedados com tecido voil. Os abrigos de oviposi¢cdo foram constituidos por
pipetas Pasteur cortadas e preenchidas com algoddo umedecido em uma das extremidades. As
fémeas foram retiradas dos recipientes plasticos, a medida que as ninfas eclodiam e
abandonavam a pipeta, em busca de abrigo no papel sanfonado, finalizando assim o periodo de
cuidado maternal.

Para obtencdo de individuos com idade padronizada, acompanhou-se diariamente a

eclosdo dos instares ninfais e, posteriormente, a emergéncia dos adultos.

Isolados

Os isolados IBCB 425 de M. anisopliae e IBCB 66 de B. bassiana foram obtidos da
Colecdo de Microrganismos Entomopatogénicos do Laboratério de Controle Bioldgico do
Instituto Bioldgico, Campinas, Sdo Paulo. Discos de micélio foram armazenados a -5 °C em
freezer, no Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Insetos do Departamento de
Entomologia (DEN) da Escola de Ciéncias Agréarias de Lavras (ESAL) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em Lavras — MG.

Para a realizacdo dos bioensaios, cada isolado foi multiplicado, inoculando-se o0s
conidios em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-
agar) e incubados em camara climatizada (25+1 °C, £ 10% de UR e fotofase de 12 horas) até
plena esporulacéo e colonizacdo do meio de cultura. A cada 15 a 20 dias foram realizadas novas

repicagens para renovacao do estoque dos isolados (Mascarin e Quintela, 2013).

Patogenicidade dos isolados de M. anisopliae e de B. bassiana sobre o predador Doru
luteipes

Os isolados foram testados por meio de aplicacdo tépica (ovos, ninfas e adultos), sendo que
as suspensoes foram aplicadas diretamente sobre o corpo dos insetos, e em filme seco (ninfas e
adultos). As suspensdes foram preparadas de acordo com os procedimentos descritos por Alves
e Faria (2010) adicionando 5 mL de solugdo aquosa 0,01% de Tween 80 em seis placas de Petri

contendo o fungo em meio de cultura. Cuidadosamente, com o auxilio de uma alca de platina
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raspou-se os conidios transferindo-os para um Erlenmeyer de 1L contendo solugdo 0,01% de
Tween 80 obtendo-se a suspensdo aquosa concentrada.

Os conidios foram quantificados em cadmara Neubauer e, em seguida, preparadas
suspensdes aquosas com concentragdes crescentes de 104, 10°, 10°, 107 e 108 conidios.mL?, as
quais se constituiram nos cinco tratamentos testados. Como tratamento controle, foi utilizada
agua destilada + 0,01% de Tween 80.

Exposigéo dos Ovos

Todos os bioensaios foram conduzidos em condi¢des controladas (25 £ 2 °C, 70 + 10%
de UR e fotofase de 14 horas). Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado
com cinco repeticdes e cada unidade experimental foi composta por uma postura com média de
(28,97 £ 1,47) e (33,11 + 1,69) ovos para 0s bioensaios com B. bassiana e M. anisopliae,
respectivamente, além de sua fémea progenitora. Para avaliar o efeito dos isolados por meio da
exposicdo topica, 0s ovos com até 24 horas de idade contidos no abrigo de oviposicdo foram
quantificados e mantidos juntamente com as fémeas progenitoras em recipientes plasticos (500
mL). O fundo do recipiente foi forrado com papel filtro, contendo dieta em forma de papel e
algod@o umedecido e o topo foi vedado com tecido voil. Antes das aplicacGes, as fémeas foram
retiradas do abrigo e uma aliquota de 0,5 mL de cada suspensdo aquosa foi aplicada sobre a
postura, de tal forma a cobrir por completo a massa de ovos, sendo o excesso do liquido drenado
pelo algodao. Posteriormente, as fémeas foram cuidadosamente transferidas de volta ao abrigo
na presenca dos ovos, dando prosseguimento ao cuidado maternal. As posturas foram
observadas diariamente até a eclosdo das ninfas e avaliada a viabilidade dos ovos e das ninfas

de 1° instar.

Exposicdo das ninfas

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com cinco repeticdes.
Cada unidade experimental foi composta por dez ninfas de 2°, 3° e 4° instares com idade entre
24 a 48 horas, as quais foram mantidas em recipientes plasticos conforme descrito
anteriormente.

Antes da aplicacdo as ninfas foram transferidas para placas de Petri (90 x 15 mm)
forradas com papel de filtro e mantidas em freezer a -21° C por um periodo de 50 segundos.
Uma aliquota de 2 mL foi aplicada por meio de um pulverizador de pressdo acumulada (Strong),

com capacidade de 1,5 litros, sobre a face dorsal das ninfas, sendo a seguir transferidas para os
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recipientes plasticos (500 mL) ja descritos. Apds a aplicacdo da suspensdo aquosa fangica, as
ninfas permaneceram nos recipientes até a mudanga para o instar seguinte ou para a fase adulta.

Para exposicdo em filme seco foi aplicada uma aliquota de 2 mL de cada suspenséao
aquosa dos isolados no ambiente (papel filtro + pote de 500 mL). Aguardou-se cerca de 2 horas
até a suspensdo aquosa secar e, a seguir, as ninfas foram liberadas para que caminhassem sobre
o papel filtro ou se abrigassem, permanecendo nos recipientes até a mudanga para o instar
seguinte ou para a fase adulta.

Foram avaliadas a duracdo e viabilidade de cada estadio de desenvolvimento.

Exposicdo dos adultos

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com cinco repeticdes.
Cada unidade experimental foi composta por cinco machos e cinco fémeas aproximadamente,
com idade entre 24 a 48 horas ap0s emergéncia. Os adultos foram mantidos em recipientes
plasticos (500 mL) conforme descrito anteriormente acrescidos de abrigo para oviposigéo.
Adotaram-se 0s mesmos procedimentos utilizados com as ninfas para exposicdo topica e em
filme seco. Apos a aplicacdo fungica, os insetos permaneceram nos recipientes até a realizacao
da primeira postura, quando cada abrigo contendo as fémeas e as posturas foi transferido para
outro recipiente plastico.

Foram avaliados a mortalidade de fémeas e machos, o niUmero de ovos por posturas, e
a viabilidade dos ovos durante o cuidado maternal.

Para confirmacdo da causa da mortalidade, ovos inviaveis, ninfas e adultos mortos
foram lavados em alcool a 70%, hipoclorito de sodio a 1% e agua destilada esterilizada por 10

segundos e colocados em camara Umida para verificacdo da possivel extrusdo do patogeno.

Analise estatistica e correcdo da eficiéncia de mortalidade

As analises foram realizadas utilizando o Software R versdo 4.2.0 (R Core Team, 2022).
Os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett (o = 0,05) foram aplicados para verificacdo dos
pressupostos de normalidade dos erros e homocedasticidade das variancias e como nao
assumiram distribuicdo normal, os dados foram analisados por meio de Modelos Lineares
Generalizados (GLM). Dados referentes a viabilidade de ovos e ninfas seguiram a distribuicao
quasibinomial, com funcdo de ligacdo log usando o pacote Multcomp e teste razéo de
verossimilhanca, seguida por comparacbes pelo teste Tukey (P=0,05). Dados referentes a

duracdo do instar e nimero de ovos seguiram distribuicdo Poisson, com fun¢éo de ligacdo log



23

por meio do pacote Multicomp e teste razéo de verossimilhanca, seguida por comparacdes pelo
teste Tukey (P=0,05). Os dados referentes aos dois isolados e as duas formas de exposi¢do
foram analisados separadamente.

Os dados referentes a mortalidade de D. luteipes sob o efeito dos dois isolados foram
submetidos a formula de Abbott (1925) de correcdo da mortalidade.

Mortalidade corrigida = ———————E-x100

Onde:
Mt: porcentagem de mortalidade no tratamento.
Mc: mortalidade na testemunha (controle).

RESULTADOS

De modo geral, baixa mortalidade corrigida pela formula de Abbot foi observada em
todos os estagios de desenvolvimento de D. luteipes e ndo houve diferenca significativa para 0s
dois isolados submetidos a exposicéo topica e em filme seco nas concentragdes crescentes de
conidios utilizadas (Tabelas 1 e 4). Quanto a viabilidade de ovos e ninfas, ndo houve diferenca
significativa para todos os instares avaliados, independente do isolado e da forma de exposicéo,

e a viabilidade foi superior a 75% em todos os tratamentos.

Isolado IBCB 66 de Beauveria bassiana

A porcentagem de viabilidade dos ovos (GLM; F = 1,35,g.1.=5,P = 0,27) variou de
76,89 a 94,24% e das ninfas de 1° instar (GLM; F = 1,04,g.1.=5,P = 0,41) de 75,87 2 91,20
% para as diferentes concentracdes testadas.

Com relacdo a duracdo de cada instar, houve diferenca significativa para o terceiro
(GLM; y? = 18,00,g.1.= 5,P < 0,001) e quarto instares (GLM; y? = 23,22,g.1.=5,P <
0) em relacdo aos tratamentos controle, quando foram submetidos a exposi¢do topica na
concentracio de 108 conidios.mL™, com prolongamento na duracgio do instar. Para o 3° instar
a duracao foi de 10,56 dias e para o 4° instar 12,30 dias, enquanto nos tratamentos controle foi
de 8,59 e 9,78 dias, respectivamente. Para o segundo instar ndo houve diferenca significativa
(GLM; 2 = 22,62,g.1.=5,P = 0,52) em relacdo a duracdo nas diferentes concentracoes
(Tabela 2).

N&o houve diferencas significativas para a duragdo do 2° (GLM; y% = 28,31,g.1.=
5P =099), 3° (GLM; y? = 20,10,g.1.=5,P =0,99) e 4° (GLM; y? = 30,70,g.1.=

5,P = 0,99) instar de D. luteipes, quando submetidas a exposi¢do em filme seco (Tabela 2).
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A porcentagem de viabilidade das ninfas sob exposi¢éo topica foi alta, variando de 92 a
100% para ninfas de 2° instar (GLM; F = 1,41,g.1.= 5,P = 0,26), de 96 a 100% para o 3°
instar (GLM; F = 1,38,g.1.=5,P = 0,27) e para o 4° instar (GLM; F = 2,38,g.1.=5,P =
0,07) de 92 a 100%.

Quando as ninfas foram expostas em filme seco, a porcentagem de viabilidade variou
de 96 a 100% para ninfas de 2° instar (GLM; F = 1,87,g.1.= 5,P = 0,14), de 98 a 100% para
as de 3° instar (GLM; F = 0,96,g.1.=5,P = 0,46) e de 96 a 100% para as de 4° instar
(GLM; F = 0,89,g.1.= 5,P = 0,50).

Com relacdo ao numero de ovos colocados pelas fémeas ap6s exposicao topica aos
isolados ndo houve diferenca significativa (GLM; y? = 393,24,g.1.= 5,P = 0,39), assim
como para exposicdo em filme seco (GLM; y? = 287,42,g.1.= 5,P = 0,19) (Tabela 3).
Também ndo houve diferenca significativa em relacéo a viabilidade dos ovos para a exposicao
topica (GLM; F = 0,93,g.1.= 5,P = 0,46) que variou de 80,08 a 85,87% e para o filme seco
(GLM; F = 0,60,g.1.=5,P = 0,73) que variou de 80,31 a 86,49%.

Isolado IBCB 425 de Metarhizium anisopliae

A porcentagem de viabilidade dos ovos (GLM; F = 1,31,g.1.=5,P = 0,29) variou de
90,39 a 97% e das ninfas de 1° instar (GLM; F = 0,85,g.1.= 5,P = 0,53) de 90,39 a 97,56%.

Nao houve diferenca significativa na duracdo do 2° (GLM; y? = 22,50,g.1.= 5,P =
0,74), 3° (GLM; y2 = 16,23,g.1.=5,P = 0,74) e 4° instares (GLM; y? = 20,91,g.1.=
5P =0,17), quando as ninfas foram submetidas a exposi¢do tdpica ao isolado de M.
anisopliae, assim como para exposicdo em filme seco (GLM; y? = 29,93,g.1.= 5,P = 0,98),
(GLM; y? = 19,23,g.1.=5,P=1), (GLM; y* = 21,50, g.1.=5,P =0,99) para 0s
mesmos instares.

A porcentagem de viabilidade das ninfas de 2° instar submetidas a exposicdo tdpica
variou de 92 a 96% (GLM; F = 0,60,g.1.=5,P =0,71), para o 3° instar (GLM; F =
3,45,g.1.= 5,P = 0,02) de 90% a 100% e para o 4° instar (GLM; F = 2,46,g.1.=5,P =
0,06) de 92 a 100%.

Quando as ninfas foram expostas em filme seco, a porcentagem de viabilidade variou
de 78 a 96% para o 2° instar (GLM; F = 1,39,g.1.=5,P = 0,26), de 96 a 100% para o 3°
instar (GLM; F = 4,32,g.1.=5,P < 0,001) e de 92 a 98% para 0 4° instar (GLM; F =
0,85,g.1.=5,P = 0,53).

Com relacdo ao nimero de ovos postos pelas fémeas ap0s exposi¢éo topica dos adultos

aos isolados houve diferenca significativa (GLM; y? = 318,66,g.1.= 5,P < 0) com maior
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nimero de ovos para os adultos expostos a suspenso aquosa 10° conidios.mL™ em relagdo ao
tratamento controle e as suspensdes aquosas de 10* e 10° conidios.mL™. Para exposi¢do em
filme seco nédo houve diferenca significativa (GLM; y? = 355,26,g.1.=5,P = 0,89) (Tabela
5). N&@o houve diferenca para viabilidade dos ovos depositados pelas fémeas submetidas a
exposicao topica (GLM; F = 0,19,g.1.=5,P = 0,96) com variacdo de 80,86 a 84,72% e na
exposi¢do em filme seco (GLM; F = 0,24,g.1.=5,P = 0,95) de 80,97 a 84,94%.

DISCUSSAO

Para garantir a atuacdo conjunta de D. luteipes e agentes microbiolégicos no campo é
importante compreender os possiveis efeitos que os fungos entomopatogénicos podem exercer
e, assim determinar a compatibilidade entre eles (Souza et al., 2015). Neste trabalho,
verificamos apenas efeito na duracéo do 3° e 4° instares de D. luteipes pelo isolado IBCB 66 de
B. bassiana e no nimero de ovos depositados por fémeas expostas ao isolado IBCB 425 de M.
anisopliae, levando-se em consideracdo i) concentracdo da suspensdo aquosa e ii) forma de
exposicdo, como fatores que podem influenciar a compatibilidade. Com o intuito de simular
situacGes em que o predador entraria em contato com o fungo no ambiente, adotamos as duas
formas mais utilizadas de exposi¢do: pulverizacdo sobre o inseto (topica) (Rohde et al., 2006)
e tratamento da superficie com a suspensdo aquosa de conidios (filme seco) (Batista et al.,
1992).

A baixa mortalidade corrigida pela formula de Abbott em todos os estadios de
desenvolvimento de D. luteipes avaliados neste trabalho (2°, 3°, 4° instares e adulto) demonstra
a reduzida patogenicidade de ambos os isolados a D. luteipes sob exposicéo topica e em filme
seco. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Oliveira et al. (2011) para as
ninfas de 1° e 2° instar de E. annulipes, quando submetidas a aplicacéo topica de M. anisopliae
e B. bassiana, com sobrevivéncia de 100% para as concentragdes testadas (5,00x10°; 7,50x10°;
10,00x10°% 12,50x10° conidios.mL™.) Para o estagio adulto, os autores observaram que a
sobrevivéncia dos insetos testados para M. anisopliae foi de 96,02% a 100% e para B. bassiana
de 95% a 100%.

Dias et al. (2020) observaram baixa mortalidade (< 30%) 120 horas apds aplicacdo
topica e em filme seco em todos os instares de Chrysoperla externa (Hagen) (Neuroptera:
Chrysopidae), expostos as concentragdes de 107, 108 e 10° conidios.mL* de M. anisopliae (cepa
ESALQ E9), Metarhizium rileyi (Farlow) Samson (cepa UFMS 03) e B. bassiana (cepa ESALQ
PL63), indicando seletividade as larvas deste predador, reforcando que entomopatogenos

podem apresentar baixa viruléncia a alguns artropodes de importancia ecoldgica.
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Contudo, Roy et al. (2008) obtiveram resultados diferentes para os predadores
Harmonia axyridis (Pallas), Adalia bipunctata (L.) e Coccinella septempunctata L.
(Coleoptera: Coccinellidae) em relagdo a susceptibilidade a B. bassiana (sob trés
concentragdes). Enquanto H. axyridis apresentou menor infeccdo por este fungo, nas outras
duas espécies a mortalidade variou de 70 a 80%. Para o predador Perillus bioculatus (F)
(Hemiptera: Pentatomidae), cinco isolados a base de B. bassiana foram patogénicos e causaram
mais de 77% de mortalidade (TODOROVA, et al., 2002). Assim sendo, diferentes artropodes,
podem apresentar uma susceptibilidade variavel a entomopatdgenos.

Vale ressaltar que foi constatada mortalidade natural ligeiramente maior para o estadio
de adultos deste predador (D. luteipes). Observou-se durante as avaliagcbes que ocorre
competicdo entre alguns individuos machos que por meio dos cercos dividiam outros machos e
fémeas na regido de transicdo entre o torax com o abdémen. Comportamentos mais agressivos
ja foram relatados em diversas espécies de tesourinha como Forficulidae, Labiidae,
Carcinophoridae e Pygidicranidae, e seguem um padrdo de intensidade de acordo com a
frequéncia de interacdo que ocorre entre os individuos, que utilizam seus cercos para defesa
contra ameacas (Bricefio e Eberhard., 1995).

Com o intuito de se realizar uma correcdo envolvendo as mortes naturais nos
tratamentos, calculou-se a mortalidade corrigida por meio da formula de Abbott (Abbott, 1925),
a partir da mortalidade total em relacdo a mortalidade da testemunha, enquanto que a
mortalidade confirmada corresponde a porcentagem de insetos mortos que apresentaram
esporos dos isolados dos fungos utilizados.

N&o houve diferenca para a viabilidade dos ovos expostos a aplicagdes topicas dos
isolados, tampouco sobre as ninfas de 1° instar, sob o cuidado maternal da fémea. O cuidado
maternal € uma caracteristica comportamental das fémeas de Dermaptera, que aumenta a
sobrevivéncia e/ou potencial reprodutivo da prole e protege os ovos de infeccdo microbiana.
Essa protecdo pode ocorrer por meio de transferéncia vertical de microrganismos com funcgéo
antifangicas (Greer et al., 2020), deposicdo de hidrocarbonetos sobre a superficie dos ovos e
consumo de esporos (Boos et al., 2014), indicando que o cuidado dos ovos pelas fémeas de D.
luteipes pode ser um mecanismo que permite eliminar os esporos dos fungos M. anisopliae e
B. bassiana testados.

A viabilidade dos ovos de Forficula auricularia (Dermaptera: Forficulidae) expostos a
um fungo do género Mucor foi de 77% na presencga e 4% na auséncia da fémea progenitora,

indicando o papel do cuidado maternal na protecdo da prole (Boos et al., 2014).
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Entre todas as caracteristicas biologicas de D. luteipes avaliadas houve efeito apenas do
isolado IBCB 66 (B. bassiana) apds exposicio topica, na concentracdo de 108 conidios.mL™
com prolongamento da duragdo do 3° e 4° instar ninfal quando comparado ao tratamento
controle.

Entomopat6genos podem trazer consequéncias prejudiciais aos inimigos naturais,
principalmente na biologia com modificagdes no ciclo de vida (Magalhdes et al., 1998). Efeitos
na duracdo do 3° instar de larvas de C. externa foram observados por Pessoa et al. (2005), ap6s
exposicdo tdpica a B. bassiana com prolongamento do ciclo de desenvolvimento de
Coleomegilla maculata De Geer (Coleoptera: Coccinellidae) (Todorova et al., 1998). Ja em
relacdo ao fungo M. anisopliae, observou-se reducdo na duracao dos trés instares das larvas de
C. externa quando comparado com o tratamento controle (Souza et al., 2015).

Contudo, para esta mesma espécie de crisopideo, Dias et al. (2020) observaram que ndo
houve variacdo na duracdo dos estddios de larva, pré-pupa e pupa em decorréncia dos
tratamentos com os fungos entomopatogénicos B. bassiana (ESALQ PL63), M. anisopliae
(ESALQ E9) e M. rileyi (UFMS 03) e suas concentracoes utilizadas.

Da mesma forma como sob exposicdo em filme seco ndo se verificou diferenca
significativa na duracdo do instar, 0 mesmo ocorreu para duragdo do periodo larval de
Ceraeochrysa cincta (Schneider) (Neuroptera: Chrysopidae) sob exposicéo ao isolado (ARSEF
6430) do fungo  Lecanicillium lecanii  (Zimmermann) Gams e  Zare
(Hypocreales: Cordycipitaceae) e o isolado E9 de M. anisopliae (Cardoso et al., 2007).

Altas viabilidades dos estadios ninfais de D. luteipes foram observadas para ambos os
isolados e nas duas formas de exposicdo. Resultados similares foram observados por Souza et
al. (2015) para a fase larval de C. externa, utilizando o produto comercial Metarril® a base de
M. anisopliae (isolado IBCB 425), obtendo viabilidade entre 95% e 100%. Thungrabeab e
Tongma (2007) verificaram que B. bassiana (isolado Bb.5335) foi seletivo para larvas de 1°
instar de Chrysoperla carnea (Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae) até a mudanca de instar,
por meio de aplicacéo direta na concentracéo de 108 conidios.mL™. Ja M. anisopliae (isolado
Ma. 7965) apresentou efeito negativo sobre C. carnea. E importante ressaltar que diferentes
isolados podem apresentar viruléncia e patogenicidade distintas sobre determinado inseto e suas
espécies, e tais diferencas sdo uma indicacdo da variabilidade genética natural que existe dentro
das espécies (Diodato., 1992; Paccola-Meirelles., 1998; Loureiro e Monteiro., 2005; Castilho
et al., 2010; Potrich et al., 2011).

Embora ndo tenha havido diferencas significativas na viabilidade das larvas de segundo

e terceiro instares de C. externa, uma maior patogenicidade foi observada no terceiro instar
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deste predador, quando as larvas foram expostas a B. bassiana, nas concentragdes de 107 e 108
conidios.mL* (Pessoa et al., 2005).

Importante destacar que apenas na aplicacdo topica de M. anisopliae, na concentracéo
de 10° conidios.mL* houve aumento no niimero de ovos depositados por D. luteipes em relacéo
ao controle e concentragdes menores. No entanto, em termos numéricos a diferenca foi de cerca
de cinco a seis ovos. Reducdo na fecundidade de fémeas de H. axyridis também foi observada
por Roy et al. (2008), quando expostas a B. bassiana nas concentragdes de 10°, 10" e 10°
conidios.mL™.

Esses resultados sdo inéditos e indicam que os isolados IBCB 425 de M. anisopliae e
IBCB 66 de B. bassiana sdo compativeis com os diferentes estadios da tesourinha D. luteipes
apos exposicdo topica e em filme seco. Foram encontrados apenas efeitos subletais do isolado
IBCB 66 de B. bassiana com prolongamento da duragdo de instares e pequeno aumento no
namero de ovos quando os adultos foram expostos ao isolado IBCB 425 de M. anisopliae.
Importante destacar que foram utilizados nesta pesquisa 0s isolados dos dois fungos e ndo os
produtos comerciais, 0 que devera ser avaliado em futuras pesquisas. Além disso, como esses
insetos sdo considerados subsociais (Lamb e Wellington, 1975) e o comportamento maternal
ocorre de forma generalizada, cabe investigar se para D. luteipes, assim como ocorre para
outras espécies de Dermaptera (Lamb, 1976; Matzke e Klass, 2005; Costa, 2006; Trumbo,
2012; Diehl e Meunier, 2018) o cuidado maternal executado pelas fémeas no inicio do
desenvolvimento embrionario dos ovos é responsavel por garantir a imunidade da prole aos

dois isolados.

CONCLUSAO

Os isolados IBCB 66 de B. bassiana e IBCB 425 de M. anisopliae nas suspensdes
aquosas de concentragio crescentes de 10* a 108 conidios.mL™ tanto sob exposigdo topica como
em filme seco apresentaram baixa viruléncia sobre o predador D. luteipes, podendo ser

observados apenas efeitos subletais, e, portanto, sdo compativeis para utilizacdo em conjunto.
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Tabelas

Tabela 1 Mortalidade corrigida pela férmula de Abbott nos diferentes estadios de Doru luteipes
submetidos a exposicdo topica e filme seco ao isolado IBCB 66 de Beauveria bassiana em
diferentes concentragdes (conidios.mL™).

Estadio 10* 10° 10° 107 108

Mortalidade Corrigida (tépica)

2° instar 4,00 4,00 4,00 6,12 8,16
3° instar 2,04 0,00 2,04 2,04 2,04
4° instar 2,04 0,00 2,04 2,04 2,04
Adulto 1,74 4,42 2,07 6,98 0,00

Mortalidade Corrigida (filme seco)

2° instar 2,00 0,00 4,00 4,00 2,00
3° instar 2,04 0,00 2,04 0,00 0,00
4° instar 0,00 2,04 2,04 2,04 0,00
Adulto 2,04 4,44 2,22 0,00 2,22

Tabela 2 Duracdo média (x erro padréo) (dias) das ninfas de 2°, 3° e 4° instar de Doru luteipes
apos exposicdo topica e em filme seco de diferentes concentragcdes do isolado IBCB 66 de
Beauveria bassiana.

Exposicéo topica (conidios.mL™?)

10* 10° 108 107 108 Controle

2°instar 8,02+0,12 A 8,27+0,12 A 8,35+0,12 A 8,78+0,11 A  8,97+0,10 A 8,04+0,12 A
3°instar 8,68+0,09 A 8,69+0,09 A 8,7+0,11 A 10,04+0,13 AB 10,56+0,11 B 8,59+0,09 A
4°instar 9,81+0,12 A 9,78+0,15 A 9,84+0,12 A 11,47+0,11 AB 12,30+0,14 B 9,78+0,13 A

Exposicéo a filme seco (conidios.mL™?)

10* 10° 108 107 108 Controle

2° instar 8,06+0,13 A 8,10+0,11 A 8,18+0,13 A 8,22+0,11 A 8,28+0,12 A 8,06+0,13 A
3°instar 8,68+0,11 A 8,66+0,11 A 8,68+0,11 A 8,77+0,11 A 8,81+0,11 A 8,55+0,10 A
4° instar  9,69+0,12 A 9,62+0,14 A 9,76+0,14 A 9,89+0,16 A 9,87+0,16 A 9,65+0,13 A

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 Média (x erro padrdo) do nimero de ovos depositados por fémeas de Doru luteipes
apos exposicdo topica e em filme seco aos isolados IBCB 66 de Beauveria bassiana em
diferentes concentracdes

Topica

Suspensdes (conidios.mL™)

104 10° 108 107 108 Controle

32,36+1,71 A 32,46+1,83 A 32,85+2,61 A 3545+1,40 A 33,36+1,85 A 32,23+2,46A

Filme Seco

Suspensoes (conidios.mL™?)

104 10° 108 107 108 Controle

29,45+150 A 29,23+1,79 A 32,63+2,07 A 31,72+2/48 A 30,26+0,96 A 29,27+1,11A

Meédias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4 Mortalidade corrigida pela férmula de Abbott nos diferentes estadios de Doru luteipes
submetidos a exposicao topica e filme seco ao isolado IBCB 425 de Metarhizium anisopliae
em diferentes concentragBes (conidios.mL™).

Estadio 10 10° 10° 10’ 10°

Mortalidade Corrigida (topica)

2° instar 0,00 0,00 4,51 2,21 6,46
3° instar 4,00 6,00 6,00 4,00 12,00
4° instar 6,12 2,00 6,00 8,00 8,16
Adulto 0,00 2,22 4,44 6,67 4,44

Mortalidade Corrigida (filme seco)

2° instar 2,04 4,44 2,22 0,00 2,22
3° instar 2,04 2,04 2,04 2,04 2,04
4° instar 4,21 2,13 2,13 1,13 1,13

Adulto 8,51 8,51 4,26 6,38 8,51
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Tabela 5 Média (x erro padrdo) do nimero de ovos depositados por fémeas de Doru luteipes
apos exposicao tdpica e em filme seco aos isolados IBCB 425 de Metarhizium anisopliae em
diferentes concentracdes.

Topica

Suspensdes (conidios.mL™)
10* 10° 106 10’ 108 Controle
27,34+1,18 A 27,31#209 A 32,54+1,32B 30,95+1,80 AB 31,04+2,19 AB 26,54+1,43A

Filme Seco

Suspensoes (conidios.mL™?)
10* 10° 106 10’ 108 Controle
30,10+1,77 A 30,33x1,37 A 31,43+220 A 31,14+1,40 A 31,54+2,17 A 30,08+2,15A

Meédias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 1 Adultos de Doru luteipes infectados por Beauveria bassiana (isolado IBCB 66). Fonte: Arquivo
pessoal (Rafael Resende).
Fig. 2 Adultos de Doru luteipes infectados por Metarhizium anisopliae (isolado IBCB 425). Fonte:

Arquivo pessoal (Rafael Resende).

Figura 1.
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RESUMO

Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) apresenta comportamento de protecdo e
cuidado da prole, denominado cuidado maternal, porém ndo se sabe se a fémea desta forma
consegue evitar a infec¢do dos ovos por microrganismos, como fungos entomopatogénicos. Foi
avaliado o efeito do cuidado maternal dos ovos no desenvolvimento embrionério e ecloséo das
ninfas e de fémeas ao cuidar dos ovos podem protegé-los contra fungos entomopatogénicos.
Para isso manipulou-se a presenga/auséncia do cuidado maternal e a exposicéo total/parcial dos
ovos aos fungos. Diferencas significativas foram observadas na viabilidade dos ovos quando
manipulada a exposicao aos isolados de Beauveria e Metarhizium, porém ndo houve diferenca
significativa para a infeccdo dos ovos quando comparado a exposicdo total e parcial. A
viabilidade dos ovos diferiu significativamente, sendo superior na presenca da fémea em
comparagdo com sua auséncia. Na auséncia das fémeas a taxa de infecgéo dos ovos foi de (47,6
+ 13%) para Beauveria e (54,5 + 13,1%) para Metarhizium. N&o houve diferenga significativa
para a infeccdo das ninfas por Beauveria quando manipulada a exposicdo e na auséncia da
fémea a porcentagem de ninfas infectadas foi de (34,2 + 14,2%). Contudo, para Metarhizium,
houve diferenca significativa entre a exposicdo parcial e total. O cuidado maternal reduziu a
porcentagem de ninfas infectadas, na presenca da fémea foi de (11,74 + 0,05%) e na auséncia
(78,41 £ 0,14%). Portanto, os resultados mostram que o cuidado maternal exercido por fémeas
de D. luteipes reduz os efeitos da exposicdo dos ovos aos esporos garantindo sucesso no
desenvolvimento embrionério.

Palavras chave: Doru luteipes. Dermaptera. Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae.
Ovo.
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ABSTRACT

Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) shows typical behavior of protection and
care of the offspring, called maternal care, but it is not clear whether the female through this
can avoid infection of eggs by microorganisms, such as entomopathogenic fungi. Our objective
was to verify the beneficial effect of maternal care of eggs on embryonic development and
hatching of nymphs and whether females caring for eggs can directly or indirectly protect them
against entomopathogenic fungi. For this we manipulated the presence/absence of maternal care
and the total or partial exposure of eggs to these isolates. Significant differences were observed
in egg viability when we manipulated the exposure to Beauveria and Metarhizium isolates, but
there was no significant difference for egg infection when compared to total and partial
exposure of both isolates. Egg viability differed significantly and was higher in the presence of
the female compared to her absence for the two isolates. In the absence of females, the egg
infection rate was (47.6 + 13%) for Beauveria and (54.5 + 13.1%) for Metarhizium. There was
no significant difference for the infection of the nymphs by Beauveria when we manipulated
the exposure of the eggs and in the absence of the female the percentage of infected nymphs
was (34.2 + 14.2%). However, for Metarhizium, there was a significant difference between
partial and total exposure of eggs. Maternal care reduced the percentage of infected nymphs,
which in the presence of the female was (11.74 £+ 0.05%) and in the absence (78.41 + 0.14%).
Therefore, our results show that maternal care exercised by females of D. luteipes reduces the
effects of exposure of eggs to spores and ensures successful embryonic and offspring
development.

Key-words: Doru luteipes. Dermaptera. Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae. Egg.
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INTRODUCAO

Na classe Insecta, € comum alguns individuos se utilizarem de respostas imunoldgicas,
técnicas de autolimpeza e outros artificios para reduzir riscos de parasitismo e patogenicidade,
advindos de outros organismos (Hoffmann et al., 1996; Rosengaus et al., 2010; Boos et al.,
2014). Outra estratégia de defesa bastante estudada é a imunidade social, a qual pode ser
expressa por meio do “grooming” (auto-limpeza), “allogrooming” (limpeza entre individuos da
colbnia) e secrecdo de substancias antibidticas (Hughes et al., 2002; Walker e Hughes, 2009).
Hughes et al. (2002) relataram que, quando formigas Acromyrmex echinatior Forel
(Hymenoptera: Formicidae) séo expostas ao fungo entomopatogenico Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae), a sobrevivéncia € maior quando essas
sdo mantidas em grupo, do que isoladas. No caso das abelhas Apis melifera L. (Hymenoptera:
Apidae), o comportamento de higiene social € comumente associado a remocdo do &caro
parasita Varroa destructor Anderson e Trueman (Mesostigmata: Varroidae) das colonias
(Morfin et al., 2020).

No entanto, ha escassas pesquisas sobre os mecanismos de defesa em sistema néo social
ou subsocial, como no caso de insetos da ordem Dermaptera. Fémeas de tesourinhas apresentam
0 comportamento peculiar de cuidar e proteger a prole, denominado cuidado parental ou
maternal, por meio do qual as fémeas, utilizando as mandibulas, manipulam e rotacionam o0s
ovos a determinados intervalos de tempo. Esse comportamento € decisivo para o sucesso da
eclosdo das ninfas por garantir a sobrevivéncia e/ou potencial reprodutivo dos descendentes
(Greer et al., 2020). Curiosamente, qualquer distarbio sofrido pelas fémeas pode resultar em
canibalismo dos proprios ovos (Costa 2006).

Embora o cuidado parental dos descendentes seja expresso de maneira generalizada
entre as diversas espécies de tesourinhas, ndo foi completamente elucidada a funcdo protetiva
exercida pela fémea contra a infeccdo dos ovos por fungos e bactérias (Lamb, 1976, Costa,
2006, Trumbo 2012). O contato do aparelho bucal com os ovos parece ser uma estratégia
antimicrobiana que pode ser universal entre as tesourinhas. Esta caracteristica faz os
dermapteros serem considerados modelos para estudos do cuidado maternal, porém nao se sabe
se a defesa é quimica ou apenas de remocdo mecanica (Costa 2006).

Estudos com a tesourinha europeia, Forficula auricularia L. (Dermaptera: Forficulidae)
demonstraram que a presenca da fémea progenitora aumentou a eclosdo das ninfas que foram
expostas a um fungo do género Mucor, indicando funcdo de defesa antifungica do cuidado
maternal (Boos et al., 2014). Esses autores sugerem que o cuidado maternal pode servir tanto

para a remogdo mecénica dos esporos sobre 0s ovos, quanto pela salivagdo de substancias
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quimicas sob a superficie dos mesmos. Além disso, essa tesourinha, quando exposta ao fungo
Metarhizium brunneum Petch (Hypocreales: Clavicipitaceae), intensificou o investimento no
cuidado maternal, reduzindo o tempo em que se ausentava do abrigo visando proteger e limpar
0s ovos (Diehl e Meunier, 2018).

Adicionalmente, Greer et al. (2020) sugerem que fémeas de F. auricularia depositam
substancias quimicas, como hidrocarbonetos, sobre a superficie dos ovos, o que pode protegé-
los por tornar cascdo cério improprio para o desenvolvimento de fungos, porém essas
informacGes ainda sdo incipientes e requerem estudos para sua confirmagéo.

Com relacdo as espécies de tesourinhas que ocorrem no Brasil, ha duas espécies mais
importantes na cultura do milho. Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) nédo
somente é a mais abundante, mas a mais eficaz como predadora de Spodoptera frugiperda
(Smith) e Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) e também apresenta habito
micofago (Silva et al.,, 2022). Euborellia annulipes (Lucas, 1847) (Dermaptera:
Anisolabididae), € conhecida por ser predadora de outras espécies de Lepidoptera (Marucci et
al., 2019a).

A incidéncia de D. luteipes em milho coincide com a ocorréncia de S. frugiperda e os
dois compartilham o mesmo micro-habitat, o cartucho do milho (Naranjo-Guevara et al., 2017;
Marucci et al., 2019 b), local de elevada umidade e fator de vital importancia para o
desenvolvimento embrionario do predador (Cruz, 1995, Jarvis et al, 2005).
Contraditoriamente, esse ambiente acaba por favorecer a ocorréncia de fungos oportunistas
(Butnariu et al., 2013), mas de modo geral por meio do cuidado maternal acredita-se que assim
como acontece com outras espécies de Dermaptera, as fémeas dessa espécie protegem 0s 0vos
e garantem a alta viabilidade das ninfas (Costa, 2006).

Na criacdo dessa espécie em laboratdrio sdo utilizadas pipetas Pasteur com uma das
extremidades cortada e preenchida com algoddo umedecido como abrigo de oviposicao,
obtendo-se alta viabilidade ninfal, cerca de 75%. Dessa forma, acredita-se que por meio da
manipulacdo dos ovos pelas fémeas, a chance de infeccdo microbiana dos mesmos em funcéo
do ambiente Umido seja minimizada. Apesar dos estudos envolvendo fungos
entomopatogéncios e espécies de Dermaptera serem escassos, S0 muito pertinentes para
compreender melhor o papel do cuidado maternal sobre a defesa da prole.

Dessa forma, foram utilizados de experimentos comportamentais para testar a fungédo
antimicrobiana contra entomopatdgenos, onde, objetivou-se investigar o potencial do cuidado

dos ovos e ninfas na limpeza mecanica e protecdo dos descendentes.
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NOs manipulamos a presenca/auséncia do cuidado maternal, assim como a exposi¢do
total e parcial dos ovos a dois fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) e M. anisopliae para testar os pressupostos: i) efeito
benéfico do cuidado maternal dos ovos no desenvolvimento embrionario e eclosdo das ninfas e
ii) fémeas ao cuidar dos ovos podem diretamente ou indiretamente protegé-los contra fungos
entomopatogénicos.

Doru luteipes é uma espécie ideal para responder a esses questionamentos porque i)
fémeas cuidam das posturas dispostas em abrigos, inclusive expostas a fungos oportunistas e
outros microrganismos (Lamb, 1976; Suzuki, 2010); ii) esta espécie apresenta habito mic6fago
(Silva et al., 2022 a); iii) fémeas apresentam comportamento caracteristico de manusear e
limpar os ovos (Matzke e Klass, 2005); iv) estudos prévios indicam que o cuidado maternal é
requerimento fundamental para o desenvolvimento embrionario dos ovos e V) as caracteristicas
biologicas dessa espécie sdo conhecidas (Cruz et al., 1995).

Com base no exposto, foi estudado a hipdtese de que por meio do cuidado maternal, as
fémeas de D. luteipes reduzam os eventuais efeitos negativos que os fungos entomopatogénicos
possam causar sobre 0s ovos e ninfas de primeiro instar, o que pode viabilizar o0 uso conjunto

desses agentes bioldgicos.

MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados nos Laboratdrios de Controle Biologico de Pragas e de
Patologia e Controle Microbiano de Insetos, do Departamento de Entomologia (DEN) da Escola
de Ciéncias Agrarias de Lavras (ESAL) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras
- MG.

Obtencéo de Doru luteipes

Os insetos foram obtidos da criacdo mantida em sala climatizada (25 £+ 2 °C, 70 + 10% de
UR e fotofase de 14 horas), conforme procedimentos descritos por Pacheco et al. (2023). A
dieta artificial foi composta por 35% de racdo de gato ®MaxCat; 27% de farelo de trigo; 23%
de levedo de cerveja; 14% de leite em pd; 0,5% de nipagin; 0,5% de acido sorbico os quais
foram triturados e homogeneizados em liquidificador (Cruz, 2009). Semanalmente, fémeas
alojadas em abrigo de oviposicdo com posturas foram retiradas das gaiolas de criacdo e
transferidas para recipientes plasticos (1,8 L), contendo algoddo umedecido, papel sanfonado e

dieta artificial, os quais foram vedados com tecido voil. Os abrigos de oviposi¢cdo foram
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constituidos por pipetas Pasteur cuja extremidade foi cortada e vedada com algoddo umedecido.
A fémeas foram retiradas dos recipientes plasticos, & medida que as ninfas eclodiam e
abandonavam a pipeta, em busca de abrigo no papel sanfonado, finalizando assim o periodo de
cuidado maternal.

Para padronizar a idade dos ovos, pipetas Pasteur devidamente identificadas foram inseridas

na gaiola de criagdo de manutencéo e diariamente observadas para separacao das posturas.

Obtencéo dos isolados e preparo das suspensdes

Os isolados IBCB 425 de M. anisopliae e IBCB 66 de B. bassiana foram obtidos da Cole¢éo
de Microrganismos Entomopatogénicos do Laboratério de Controle Bioldgico do Instituto
Biologico, Campinas, S&o Paulo. Discos de micélio foram armazenados a -5 °C em freezer, no
Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de Insetos do Departamento de Entomologia
(DEN) da Escola de Ciéncias Agrarias de Lavras (ESAL) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras — MG.

Para a realizacdo do bioensaio, cada isolado foi multiplicado, inoculando os conidios em
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) e incubados
em camara climatizada (25 = 1 °C e fotofase de 12 horas) até plena esporulacéo e colonizacéo
do meio de cultura. A cada 15 a 20 dias foram realizadas novas repicagens para renovagao do
estoque dos isolados seguindo os procedimentos de Mascarin e Quintela (2013). Utilizou-se a
suspensdo aquosa na concentracdo de 102 conidios.mL™ a qual foi preparada de acordo com os
procedimentos descritos por Alves e Faria (2010) adicionando 5 mL de solucdo 0,01% de
Tween 80 em seis placas de Petri contendo o fungo em meio BDA. Cuidadosamente com o
auxilio de uma alca de platina raspou-se os conidios transferindo-os para um Erlenmeyer de 1L
de solucdo 0,01% de Tween 80 obtendo-se a suspensdo aquosa concentrada, a qual foi ajustada
para concentracéo de 108 conidios.mL™. Como tratamento controle, foi aplicado agua destilada
+ 0,01% de Tween 80.

Efeito do cuidado maternal com e sem exposi¢ao aos fungos entomopatogénicos

Os efeitos do cuidado maternal dos ovos e exposicdo aos isolados de fungos no sucesso
do desenvolvimento embrionario e producdo de ninfas sadias foi testado em cerca de 90
posturas, as quais foram separadas em duas porg¢des (Figura 1). Dois fatores foram estudados:
i) exposicao total ou parcial dos ovos aos esporos de dois isolados de fungos entomopatogénicos

e i) presenca e auséncia do cuidado maternal. A exposicéo parcial dos ovos aos fungos visou
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verificar se as fémeas conseguem reconhecer imediatamente 0s ovos contaminados e descarta-
los (canibalismo) ou, se 0s mantém junto aos ndo contaminados e executam o cuidado maternal.
As unidades experimentais foram constituidas por ovos e fémeas progenitoras mantidos em
recipientes plasticos (500 mL) revestidos por papel filtro, forma de papel (3 cm) com dieta e
algod@o umedecido. Os recipientes foram vedados com tecido voil e mantidos em condicGes
controladas (25 £ 2 °C, 70 £ 10% de UR e fotofase de 14 horas).

909

&
Q@o QQ.
b {

n=(34 + 1,35)

Figura 1 llustracdo adaptada de (Boos et al., 2014), que representa o desenho experimental. Cada
postura foi dividida em duas porgdes com aproximadamente metade dos ovos A) todos 0s 0vos
receberam os esporos, B) metade dos ovos receberam os esporos e C) sem exposi¢ao aos esporos.
Posturas com pontuagdes pretas simbolizam exposicdo aos esporos e presenca da tesourinha
cuidado maternal. n refere-se ao nimero médio de ovos (+ erro padrdo) e R ao nimero de
repeticoes

As posturas contidas nos abrigos com cerca de 24 horas apds oviposi¢do foram expostas
aos isolados ou a agua + Tween (tratamento controle). Antes das aplicacGes, as fémeas foram
retiradas do abrigo e uma aliquota de 0,5 mL da suspensdo aquosa ou agua + Tween foi aplicada
sobre a postura utilizando uma micropipeta, de tal forma a cobrir por completo a massa de ovos,
sendo o excesso do liquido drenado pelo algoddo. No caso da exposicéo total, todos 0s ovos

foram expostos aos isolados e no caso da exposicao parcial, cerca da metade foi exposta. Neste
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caso, utilizando um pincel de cerdas macias os ovos foram retirados do abrigo, transferidos para
uma placa de Petri (90 x 15 mm) e a massa de ovos foi dividida e os ovos quantificados. Na
sequéncia, a primeira metade dos ovos foi cuidadosamente transferida para a parede de uma
pipeta Pasteur e a segunda metade para outra, as quais foram devidamente identificadas.

Para cada um dos trés tratamentos utilizaram-se 15 repeticbes, no entanto, algumas
repeticdes foram perdidas, pois em func¢do da manipulacdo algumas fémeas se alimentaram dos
préprios ovos (canibalismo). Apds exposicao aos esporos ou agua, 0s ovos foram mantidos na
presenca das fémeas por um periodo de 48 h, as quais no caso de exposicdo parcial tiveram a
oportunidade de buscar os ovos e 0s transportar para um mesmo o abrigo. A média (£ erro
padrdo) do nimero de ovos por postura foi de 35 (+ 1,28) e 32,6 (+ 1,29) ovos para 0s bioensaios
com B. bassiana e M. anisopliae, respectivamente. Apos 48 horas, cada postura foi dividida em
aproximadamente metade dos ovos (17,37 = 0,50) para B. bassiana e (16 = 0,49) para M.
anisopliae com auxilio de um pincel de cerdas macias, sendo metade mantida na presenca e
metade na auséncia da respectiva fémea progenitora.

Durante cerca de dez dias acompanhou-se o desenvolvimento embrionario dos ovos e
eventual infeccdo por fungos. Um dia apds o inicio da eclosao, o total de ninfas eclodidas foi
quantificado, assim como o numero de ninfas contaminadas, aléem de ocorréncia de
canibalismo.

Os ovos inviaveis, ninfas e adultos mortos foram lavados em alcool 70%, hipoclorito de
sodio a 1% e agua destilada esterilizada, por 10 segundos, e mantidos em camara Uumida para
verificacdo da possivel extrusdo do patdgeno, para sua posterior identificacdo e confirmacéo se

de fato a morte foi causada pelo isolados dos fungos B. bassiana e M. anisopliae.

Anélise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o Software R versédo 3.4.1 (R Core Team, 2021)
e 0 seguintes pacotes emmeans (Searle et al., 1980) e hnp (Moral et al., 2017). Os testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett (a = 0,05) foram aplicados para verificagdo dos pressupostos de
normalidade dos erros e homocedasticidade das variancias, respectivamente, e como nao
assumiram distribuicdo normal, os dados foram analisados por meio de Modelos Lineares
Generalizados (GLM). Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial sendo o fator 1 as diferentes exposi¢des ao fungo e o fator 2 a presenca ou auséncia da
fémea. Os experimentos foram realizados em duas datas diferentes, o que foi considerado na
analise dos dados. As varidveis proporcao de ovos, ninfas infectadas pelo fungo e viabilidade

de ovos foram analisadas utilizado o Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuicéo
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quasibinomial, link logit e teste raz&o de verossimilhanga, seguida por comparacdes pelo teste
Tukey (P=0,05), com ajuste de Bonferroni. A qualidade do ajuste foi determinada através de

um gréafico semi-normal com um envelope de simulacéo.

RESULTADOS
Para os isolados de B. bassiana e M. anisopliae ndo houve interacdo entre os fatores

cuidado maternal e exposi¢cdo dos ovos, quando avaliados viabilidade dos ovos e infec¢do dos
0Vos e ninfas.

Para o isolado IBCB 66, houve diferenca significativa (GLM; y? = 12,03; g.l.=
2; P < 0,001), na porcentagem de viabilidade dos ovos entre os que ndo foram expostos ao
isolado (60,56 + 0,038%) e os que foram expostos total (45,16 + 0,042%) ou parcialmente
(41,71 + 0,045%) (Figura 2), porém, ndo houve diferenca significativa entre exposicéo total e

parcial.
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Figura 2 Viabilidade média (+ erro padrdo) dos ovos de Doru luteipes sob exposicao (parcial e total) e
sem exposic¢do dos ovos ao isolado IBCB 66 de Beauveria bassiana. Médias seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Adicionalmente, ndo houve diferenca significativa (GLM; y? = 0,06; g.1.=1; P =
0,80) para a infeccdo dos ovos quando comparadas a exposicao total (39,1 + 16%) e parcial
(36,9 + 17,4%). Para o controle, ndo houve infeccédo dos ovos.

Com relagdo & manipulacdo da presenca e auséncia da fémea progenitora, a viabilidade

dos ovos de D. luteipes diferiu significativamente, quando a fémea efetuou o cuidado maternal
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(GLM; y2 = 222,65; g.l.= 1; P < 0), obtendo-se alta viabilidade (78,50 + 0,024%),

enquanto na auséncia da fémea, houve reducédo (20,40 £ 0,023%) (Figura 3).
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Figura 3 Viabilidade média (x erro padrao) dos ovos de Doru luteipes sob o efeito ou ndo do cuidado

maternal, apds exposicdo dos ovos ao isolado IBCB 66 de Beauveria bassiana. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Em relacdo a porcentagem de ovos infectados, quando a fémea estava presente
efetuando o cuidado maternal, ndo houve infeccdo, porém na auséncia da fémea progenitora,

(47,6 £ 13%) dos ovos foram infectados (Figura 4).
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Figura 3 Porcentagem de infeccdo média (+ erro padrdo) dos ovos (A) e ninfas (4) de Doru luteipes
sob a presenga ou ndo do cuidado maternal, ap6s exposi¢do dos ovos ao isolado IBCB 66 de Beauveria
bassiana. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade
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Quanto a infeccdo das ninfas, ndo houve diferenca significativa (GLM; y? =
0,78; g.1.= 1; P = 0,37), entre exposicdo total e parcial dos ovos ao isolado, sendo que a
porcentagem de ninfas infectadas foi de (26,4 + 16,4%) e (26,9 = 17,4%); respectivamente.
Com relagdo ao cuidado maternal, quando a fémea progenitora esteve presente ndo houve
infeccdo e em sua auséncia (34,2 £ 14,2%) das ninfas foram infectadas (Figura 4).

Para o isolado IBCB 425, houve diferenca significativa (GLM; y? = 39,05; g.1.=
2; P < 0) em relacdo a exposi¢do ou ndo dos ovos. A viabilidade dos ovos no tratamento
controle foi superior a (67,16 £ 0,03%), e sob exposicao total (44,44 + 0,039%) e parcial (33,70
+ 0,037%) (Figura 5), porém ndo houve diferenca entre exposicdo total e parcial dos ovos ao

isolado.
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Figura 4 Viabilidade média (+ erro padrdo) dos ovos de Doru luteipes sob exposicdo (parcial, total) e
sem exposic¢do dos ovos ao isolado IBCB 425 de Metarhizium anisopliae. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Da mesma forma como ocorreu para B. bassiana, ndo houve diferenca significativa
(GLM; y2 = 0,68; g.1.= 1; P = 0,40) para a infeccdo dos ovos quando comparado a
exposicdo total e parcial, sendo que os valores foram (40,8 + 16,7%) e (43 = 17,2%);

respectivamente. Para o controle, ndo houve infeccédo dos ovos.
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Em relagdo a viabilidade dos ovos, o cuidado maternal foi efetivo. Houve diferenca
significativa (GLM; y2 = 272,17; g.1.= 1; P < 0) quando manipuladas a presenca (79,29 +
0,021%) e a auséncia (18,76 = 0,020%) da fémea (Figura 6).
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Figura 6 Viabilidade média (z erro padrdo) dos ovos de Doru luteipes sob presencga ou ndo do cuidado
maternal, apds exposicdo dos ovos ao isolado IBCB 425 de Metarhizium anisopliae. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Na presenca da fémea nao houve infeccdo dos ovos, porém na auséncia (54,5 + 13,1%)

dos ovos foram infectados (Figura 7).
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Figura 7 Porcentagem de infeccdo média (+ erro padrdo) dos ovos (A) e ninfas (B) de Doru luteipes
sob presenca ou ndo do cuidado maternal, ap6s exposicao dos ovos ao isolado IBCB 425 de Metarhizium
anisopliae. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade
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No entanto, houve diferenca significativa (GLM; % = 6,44; g.1.= 1; P <
0,01), entre exposicao total e parcial dos ovos em relacédo a infec¢do das ninfas. A porcentagem
de ninfas infectadas sob exposicéo parcial dos ovos ao isolado foi (65,85 + 0,14%) e, portanto,
superior a exposicao total de (20,05 = 0,10%) (Figura 8). O cuidado maternal foi significativo
(GLM; y2 =12,8; g.1.= 1; P < 0) e proporcionou reducdo na porcentagem de ninfas
infectadas, que na presenca da fémea progenitora foi de (11,74 + 0,05%) e na auséncia (78,41

+ 0,14%) (Figura 7).
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Figura 8 Porcentagem de infeccdo média (x erro padrdo) de ninfas de Doru luteipes ap6s exposicao
parcial ou total dos ovos ao isolado IBCB 425 de Metarhizium anisopliae. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

DISCUSSAO
Estudos prévios indicam que por meio do cuidado maternal, fémeas de tesourinhas

(Dermaptera) garantem a sobrevivéncia e defesa da prole (Butnariu et al., 2013; Gomez;
Kolliker, 2013; Suzuki, 2014, 2018; Van Meyel et al., 2019; Greer et al., 2020; Van Meyel e
Meunier, 2020). No entanto, esta caracteristica comportamental parece ser expressa
diferentemente em funcdo da espécie de Dermaptera e, além disso, poucos estudos visaram
elucidar o papel do cuidado maternal na protecdo contra infec¢Bes causadas por fungos (Lamb,
1976, Matzke e Klass, 2005; Costa, 2006; Trumbo 2012; Diehl e Meunier, 2018). Fémeas
progenitoras de Doru lineare (Eschs) (Dermaptera: Forficulidae), ndo discriminam os ovos de

outras fémeas e independente do estadio de desenvolvimento em que 0s 0vos se encontram,
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cuidam de um nimero maior do que elas conseguiam ovipositar (Butnariu et al., 2013), porém
assim como para D. luteipes ndo ha informac&o sobre o papel da manipulagdo dos ovos pelas
fémeas na protecdo contra fungos. Neste trabalho, demonstramos a importancia do cuidado
maternal, onde a fémea progenitora atuou para i) garantir alta viabilidade de ovos e ii) proteger
ovos e ninfas contra infec¢do por fungos entomopatogénicos.

Por meio da exposicdo dos ovos aos dois isolados de fungo entomopatogénicos,
observou-se que os fungos afetam a viabilidade dos ovos, independente dos ovos serem
expostos total ou parcialmente, sugerindo que as fémeas ndo distinguem ovos contaminados de
ndo contaminados logo ap6s a exposicdo, cuidando ou manipulando todos os ovos
indistintamente. Foi obtida viabilidade de ovos superior a 60% nos tratamentos controle (sem
exposi¢édo ao fungo) com queda tanto sob exposi¢éo total quanto parcial na viabilidade dos ovos
aos isolados de B. bassiana e M. anisopliae. Resultados semelhantes foram encontrados por
Oliveira et al. (2011) para viabilidade dos ovos da tesourinha Euborellia annulipes (Lucas,
1847) (Dermaptera: Anisolabididae) ap0s exposicdo ao produto comercial Boveril®,
observando-se viabilidade de 31,13% (12,50%x10°) e 60,06% (5,0x10°). Ja para Metarril®, altas
viabilidades foram observadas.

Demonstrou-se que a presenca da fémea progenitora, por meio do cuidado maternal,
garantiu a viabilidade dos ovos, mesmo quando estes foram expostos aos isolados de B.
bassiana e M. anisopliae, indicando que a fémea por meio da manipulacdo dos ovos remove 0s
esporos o0 que garante a viabilidade dos ovos. Em contraste, 0s 0vos que permaneceram na
auséncia da fémea de D. luteipes tiveram o desenvolvimento embrionario comprometido com
acentuada reducdo na viabilidade. Resultados similares foram observados por Boos et al. (2014)
para a tesourinha F. auricularia sob exposicéo prévia dos ovos a um fungo do género Mucor,
sendo que a viabilidade dos ovos foi de 77% e 4% na presenca e auséncia da fémea progenitora,
respectivamente.

Adicionalmente, os ovos que ficaram sob o cuidado maternal ndo apresentaram sinais
de infeccdo por ambos os isolados, enquanto que na auséncia da fémea os ovos foram infectados
pelos isolados de B. bassiana e M. anisopliae. Fica evidente que o cuidado maternal realizado
por fémeas de D. luteipes, assim como 0 “grooming” (auto-limpeza), “allogrooming” (limpeza
entre individuos da coldnia) que comumente ocorre em insetos sociais (Hughes et al., 2002;
Walker e Hughes, 2009) apresenta acdo antifungica e garante viabilidade e sobrevivéncia da
progénie (Hughes et al., 2002). Entretanto, por meio destes resultados com D. luteipes ndo é
possivel afirmar qual estratégia é utilizada por esta espécie. Estudos prévios com outras espécies

de Dermaptera sugerem a deposicao de hidrocarbonetos sobre a superficie dos ovos, 0s quais
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integram a saliva da fémea e 0 consumo de esporos ou outra forma de eliminacgdo de estruturas
patogénicas (Boos et al., 2014; Greer et al., 2020; Korner et al., 2020).

Em relacdo a infeccdo das ninfas proveniente dos ovos expostos aos isolados, estas
foram avaliadas até 0 momento da saida do abrigo, o que marca o fim do cuidado maternal. No
tratamento controle, ndo houve sinal de infeccdo pelos dois isolados. Embora para exposi¢éo
ao isolado de B. bassiana, ndo observou-se diferenca significativa em relacédo a infeccdo das
ninfas tanto para exposi¢éo total quanto parcial dos ovos, para M. anisopliae, foram observadas
diferencas significativas com acentuada infec¢do das ninfas na exposi¢éo parcial dos ovos, 0
que ndo foi observado em relagéo aos ovos, cuja infeccao foi similar tanto para exposicéo total
e quanto parcial dos ovos ao isolado de M. anisopliae. Essa diferenga observada na infeccao
das ninfas por M. anisopliae, pode ter ocorrido devido a uma maior agressividade deste fungo
(Franca et al., 2006; Loureiro e Moino Jr, 2007; Potrich et al., 2009) quando cerca de metade
dos ovos apenas foram expostos, o qual se manifestou apenas na fase de ninfas.

Potrich et al. (2009), observaram que quando ovos de Anagasta kuehniella (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae) parasitados por Trichogramma pretiosum (Riley) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), foram pulverizados por B. bassiana e M. anisopliae, a emergéncia dos
adultos foi afetada apenas por Metarhizium. Os autores destacaram gque mesmo aplicando o
fungo previamente ao parasitismo, o desenvolvimento das fases jovens do parasitoide, foi
afetado. Dessa forma, é possivel que os conidios de M. anisopliae tenham infectado os ovos
expostos parcialmente, mas somente foram capazes de causar a mortalidade nas ninfas no 1°
instar, contudo, mais estudos séo necessarios para compreender melhor tal efeito patogénico
sobre ovos e ninfas contaminadas por este patdgeno.

Franca et al. (2006) avaliaram os efeitos da aplicacdo tdpica de M. anisopliae e B.
bassiana sobre ninfas de 5° instar e adultos do percevejo predador Podisus nigrispinus (Dallas)
(Hemiptera: Pentatomidae) e verificaram diferenca na susceptibilidade de P. nigrispinus em
funcédo da espécie de entomopatégeno.

Embora o comportamento de cuidar dos ovos seja generalizado em Dermaptera (Rankin
et al., 1996; Butnariu et al., 2013; Van Meyel et al., 2019; Greer et al., 2020; Van Meyel et al.,
2021; Xiong et al., 2021), qualquer estresse pode gerar canibalismo dos ovos pela propria fémea
progenitora (Brown, 2007; Van Meyel e Meunier, 2020). Quando utilizada a exposicao total
dos ovos aos isolados, considerou-se que a fémea ndo tinha direito de escolha e, dessa forma,
teria que cuidar da massa de ovos totalmente contaminada. Porém, quando somente metade dos
ovos foi exposta aos isolados, havia a possibilidade da fémea, que dessa vez tinha direito a

escolha, descartar os ovos contaminados e cuidar apenas dos ndo expostos aos isolados ou vice-
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versa. No entanto, as fémeas juntaram 0s 0vos expostos e ndo expostos e cuidaram dos mesmaos,
sendo que o indice de canibalismo foi muito baixo, 13,33% para Metarhizium e 20% para
Beauveria. Apenas para o isolado de M. anisopliae foi possivel detectar diferenca na proporcéo
de ninfas infectadas, a qual foi duas vezes superior na exposicao parcial em relacdo a total. Esse
resultado pode estar relacionado ao comportamento das fémeas ao reagrupar 0S 0vV0s expostos
parcialmente, ap6s a exposicao e precisa ser melhor investigado levando-se em consideracdo
0S custos e investimento da fémea no cuidado maternal (Choe e Crespi, 1997).

Em resumo esses resultados mostram que se 0s ovos de D. luteipes forem expostos aos
isolados dos fungos Beauveria e Metarhizium, as fémeas contribuem para o sucesso da taxa de
eclosdo das ninfas e, consequentemente, aumentam a aptiddo dos descendentes. A fémea,
independente da exposi¢do dos ovos aos isolados ser total ou parcial, por meio do cuidado
maternal, consegue efetuar a limpeza de ovos e ninfas contaminados por fungos. Contudo,
estudos complementares devem ser realizados para compreender melhor este mecanismo de
protecdo da prole efetuado por D. luteipes, uma vez que poucos trabalhos envolvendo espécies
tropicais de tesourinha (Butnariu et al., 2013) foram realizados, o que dificulta uma melhor

compreensdo da evolugdo do comportamento de cuidado maternal.

CONCLUSAO
O cuidado maternal exercido por fémeas de D. luteipes reduz os efeitos da exposicao
dos ovos aos esporos dos fungos entomopatogénicos, M. anisopliae e B. bassiana e garante o

sucesso do desenvolvimento embrionario e da prole.
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CONSIDERACOES FINAIS

Essa pesquisa foi motivada pela auséncia de informag6es cientificas, sobre a interacéo
dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae e o predador
comum em areas agricolas da regido Neotroplical, Doru luteipes. Os resultados apresentados
nesta dissertacao sao inéditos e relevantes para definir estratégias de controle associando 0 uso
conjunto desses fungos em ambientes de atuacéo do predador, como lavouras de milho. Em um
primeiro momento demonstramos experimentalmente que os isolados IBCB 66 e IBCB 425 sob
exposicao topica e em filme seco, nas concentragdes crescentes de 10* a 108 conidios.mL s&o
seletivos a D. luteipes e, portanto, seguros para serem aplicados em lavouras onde esse predador
desempenha a funcao ecossistémica de regular a populacdo de diversas espécies de insetos-
praga. No entanto, faltava ainda investigar se o tempo gasto pelas fémeas com o cuidado
maternal dos ovos seria compensado pelo sucesso no desenvolvimento embrionario da prole.
Constatamos que a exposicdo aos fungos entomopatogénicos afeta a viabilidade dos ovos,
porém as fémeas por meio do cuidado maternal protegem-nos da infecc¢éo fungica e garantem
a viabilidade dos mesmos e a eclosdo de ninfas sadias. No entanto, ainda ndo sabemos se para
D. luteipes essa protecdo estad relacionada a uma defesa mecénica ou quimica, o que abre
possibilidade para futuras pesquisas, principalmente caso se constate a producgéo de substancias

quimicas ou se a saliva possua propriedades antifungicas.
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