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RESUMO

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de ovos, sendo esta producdo em
constante crescimento, impulsionada principalmente por investimento de produtores
independentes e da criacdo de cooperativas. As instalagdes aviarias brasileiras séo
principalmente em madeira com gaiolas metélicas. H4 poucos aviarios completamente
automatizados, principalmente pelo alto investimento inicial que estes exigem. As
estruturas em madeira, geralmente mais antigas, favorecem o aparecimento de alguns
artrépodes-pragas, dentre os quais destaca-se o acaro vermelho das galinhas
Dermanyssus gallinae (De Geer, 1778) (Acari: Dermanyssidae). Este acaro é
hematofago e apresenta comportamento gregario e habitos noturnos, passando o dia
escondido em frestas e fendas dos aviarios, ranhuras da madeira, restos de sujeira e
acumulo de comida e teias de aranha. Dentre os prejuizos causados pelas infestacdes
deste &caro, destacam-se 0 estresse das aves, a dermatite e a anemia, a qual pode
ocasionar diminuicdo da producdo. Além disso, D. gallinae também pode ser
transmissor de bactérias do género Salmonella, virus causadores da doenca de
Newcastle e da variola aviaria. As estratégias de controle sdo baseadas principalmente
no uso de acaricidas quimicos, 0s quais representam riscos aos animais, aos avicultores,
aos consumidores pelos residuos que podem deixar nos ovos, além de selecionar
populacdes de acaros resistentes. Atualmente, o manejo integrado com utilizacdo de
estratégias menos impactantes esta sendo pesquisado, visando sua utilizacdo no controle
da praga. Dentre estas estratégias, destacam-se 0s extratos e 6leos essenciais vegetais,
p6s inertes (terra de diatoméaceas, silicas, talcos), predadores e fungos
entomopatogénicos. Os fungos entomopatogénicos tém se apresentado como uma das
técnicas mais eficientes para controle de D. gallinae em condi¢des de laboratério,
porém com poucos estudos de campo. A combinacdo destas estratégias de controle
também estdo sendo pesquisadas visando encontrar um método que seja eficiente e ao
mesmo tempo nado represente riscos a salde animal e humana.

Palavras-chave: avicultura, acaros hemat6fagos, estratégias de controle, controle
biol6gico
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ABSTRACT

Brazil is one of the largest producers of eggs, and this production is constantly growing,
based on investment independent producers and the creation of cooperatives. Brazilian
poultry facilities are mainly in wood with metal cages. There are few fully automated
poultry, mainly by the high initial investment they require. The wooden structures,
usually older, favor the appearance of some arthropod pests, as the poultry red mite
Dermanyssus gallinae (De Geer, 1778) (Acari: Dermanyssidae). This mite is
hematophagous and features gregarious and nocturnal behavior, spending the day hiding
in cracks and crevices of the poultry houses, timber slots, dirt and debris accumulation
of food and cobwebs. Among the damage caused by this mite infestation highlights the
stress of birds, dermatitis and anemia, which can cause a decrease in production.
Moreover, D. gallinae can also be transmitter the bacteria genus Salmonella, viruses of
Newcastle disease and avian pox. Control strategies are mainly based on the use of
chemical acaricides, which present risks to animals, poultry farmers and eggs
consumers by residues in the eggs. Also, can select populations of resistant mites.
Currently, the integrated management with use of less impactful strategies has been
researched aiming their use at the field level. Among these strategies include the use of
extracts and essential oils, inert powders (diatomaceous earth, silicas, talc), predators
and entomopathogenic fungi. The entomopathogenic fungus has emerged as one of the
most efficient techniques to control D. gallinae in laboratory conditions, but with a few
field studies. The combination of these control strategies are also being studied aiming
to find a method that is efficient and at the same time represents no risk to human and
animal health.

Keywords: poultry, bloodsucking mites, control strategies, biological control
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INTRODUCAO GERAL

No quarto trimestre de 2015, o Brasil atingiu a marca de 746,26 milhdes de
duzias de ovos, apresentando uma queda de 0,5% na produgdo quando comparado com
0 trimestre anterior e um aumento de 3,8% quando comparado com o igual periodo de
2014. A producéo brasileira tem mantido aumento constante de producdo, inclusive na
regido sul do Brasil, onde esse aumento € impulsionado principalmente por
investimentos registrados nos Estados do Parana e do Rio Grande do Sul (IBGE, 2015).

No sistema de producdo de ovos predomina o confinamento de galinhas
poedeiras em aviarios com gaiolas metalicas visando diminuir os custos de produgao.
Em contrapartida, favorece o aparecimento de algumas espécies de artropodes-pragas,
como moscas, piolhos e &caros. Também, este sistema, tem sido apontado como
prejudicial a saide e ao bem-estar animal, pois limita atividades naturais das aves
(Tucci et al., 1998; Axtell, 1999; Singh, Cheng e Silversides, 2008; Van Horne e
Achterbosch, 2008; Pereira, 2009; Rios et al., 2009).

Dentre os acaros, Dermanyssus gallinae (Acari: Dermanyssidae) representa a
espécie mais importante em nivel de danos para as aves e perdas econdmicas. O sucesso
deste &caro como praga de aviarios se da, principalmente, pelo fato de apresentar ciclo
de vida curto, em torno de sete a 10 dias e também por conseguir permanecer no
ambiente por longos periodos sem se alimentar, podendo reinfestar um novo lote de
galinhas, mesmo apds o periodo do vazio sanitario (Tucci e Guimardes, 1998; Cunha,
2013; Sparagano et al., 2014; Pritchard et al., 2015).

Os métodos de controle para este acaro sdo baseados, principalmente, na
utilizacdo de acaricidas de origem quimica, cuja acdo e mau uso tém levado ao

desenvolvimento de populagBes de acaros resistentesaos principios ativos empregados.
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Além disso, tais produtos representam risco ambiental, e para a saide humana e de
outros mamiferos, artrépodes ndo-alvo e podem deixar residuos nos ovos (Liebisch et
al., 2011; Schulz et al., 2014; Sparagano et al., 2014; Pritchard et al., 2015).

No Brasil, tém-se trés produtos registrados junto ao Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para controle de D. gallinae, pertencentes a trés
grupos quimicos (carbamatos, piretroides e organofosforados). Todos séo
ectoparasiticidas de uso externo para banho, pulverizagio ou polvilhamento
(Compéndio de Produtos Veterinarios, 2016).

Desse modo, novas formas de controle tém sido pesquisadas, destacando-se o
uso de extratos e O6leos essenciais, po6s inertes, predadores naturais, vacinas,
semioquimicos, métodos fisicos e uso de bactérias e fungos entomopatogénicos
(Pereira, 2009; Tavassoli et al., 2008; Magdas et al., 2010; Harrington et al., 2011,
Schulz et al., 2014; Sparagano et al., 2014).

O controle biolégico é uma estratégia mais segura quando comparada ao uso de
acaricidas quimicos, pois ndo apresentam riscos a salide humana e dos animais, nao
deixam residuos nos ovos € no meio ambiente além de serem mais seletivos nédo
afetando populacgdes de organismos ndo alvos.

O uso de fungos entomopatogénicos tem se apresentado como uma forma
promissora do controle desta praga na avicultura, com resultados comprovados em
laboratério e alguns em campo (Steenberg e Kilpinen, 2003; Steenberg, Kilpinen;
Moore, 2006; Tavassoli et al., 2008; Kaoud, 2010; Tavassoli et al., 2011; Immediato et
al., 2015; Kasburg et al., 2016, no prelo).

Dessa forma, visando a reducdo de impactos ambientais e na saude, o uso de

fungos entomopatogénicos tem grande potencial como uma estratégia segura e eficazno
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controle de D. gallinae em aviarios, principalmente, no Brasil, onde as pesquisas sdo

escassas.



14

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Biologia e importancia de Dermanyssus gallinae

A familia Dermanyssidae inclui acaros fitofagos, sapréfagos, predadores e
parasitas hematdfagos. Entre os ectoparasitas hematéfagos destaca-se Dermanyssus
gallinae (De Geer, 1778), o qual apresenta ampla distribuicdo mundial sendo uma das
mais importantes pragas avicolas, causando problemas a salde e ao bem estar das aves
(Lesna et al., 2009; Sparagano et al., 2009; Koenraadt e Dicke, 2010; Pritchard et al.,
2015).

O éacaro D. gallinae apresenta tamanho em torno de 1,5mm, coloracdo variando
de marrom escuro a vermelho intenso, dependendo da quantidade de sangue que tenham
ingerido no respasto sanguineo (Sillos, 2002; Sparagano et al., 2014). Apds a
alimentacdo, as fémeas realizam a oviposicdo, sendo o periodo de incubacdo em torno
de dois a trés dias; durante toda a vida, uma fémea pode liberar cerca de 25 ovos. O
ciclo do acaro completa-se entre sete e 10 dias, iniciando-se pela larva ndo hematofaga,
caracterizada pela coloracdo branca cristalina, evolui para os estagios de protoninfa e
deutoninfas hemato6fagas, fazendo com que as populacBes de acaros aumentem em
poucas semanas (Flechtmann, 1985; Tucci e Guimardes, 1998; Pereira, 2011; Cunha,
2013).

Este acaro se desenvolve bem em temperaturas entre 25 a 30°C e umidade
relativa em torno de 70 a 90%, com diferenca para as temperaturas o0timas das fases de
ovo ateé adulto e ocorrendo diminuigdo da populagdo do acaro nos periodos de inverno.
Temperaturas negativas ou acima de 45°C sdo letais (Tucci e Guimaraes, 1998, Tucci,

Prado e Araujo, 2008; Mul et al., 2009; Othman, Abdallah, Abo-Omar, 2012).
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A maior parte do ciclo de vida de D. gallinae ocorre fora do hospedeiro, onde
permanece escondido durante o dia em fendas e frestas da madeira, em acimulo de
penas, poeiras, comida e teias de aranha e nas estruturas metalicas das gaiolas e durante
a noite sai a procura das aves para o repasto sanguineo (Tucci e Guimaraes, 1998; Mul
et al., 2009; Koenraadt e Dicke, 2010; Pereira, 2011; Sparagano et al., 2014).

Segundo Sillos (2002), infestagdes mais elevadas foram encontradas em aviarios
onde as estruturas eram basicamente de madeira quando comparados com aqueles onde
haviam estruturas metalicas (comedouros, suportes). Nas estruturas de metal os acaros
concentravam-se quando havia acimulo de poeira e penas.

Para localizar o hospedeiro, D. gallinae utiliza varios estimulos como a
temperatura corporal das aves, sinais quimicos (feroménios e cairomonios) e o diéxido
de carbono eliminado pelas aves na respiragdo. O acaro também é muito sensivel a
mudangas de temperatura, detectando variagdes muito pequenas as quais auxiliam na
busca pelo hospedeiro, sendo mais evidente ap6s periodos prolongados de jejum (Mul et
al., 2009; Koenraadt e Dicke, 2010).

Em estudo de laboratério, Koenraadt e Dicke (2010) estudando o
comportamento do acaro, verificaram que penas velhas sdo mais atrativas que penas
recém retiradas das galinhas, pois estas apresentam substancias resultantes da
degradacdo microbiana dos lipidios da glandula uropigial, auxiliando na localizac¢do do
hospedeiro. Também verificaram que &caros alimentados movem-se em menor
velocidade e estdo mais empenhados em procurar seus co-especificos para agregarem-
se, enguanto que acaros nao alimentados movem-se mais rapido, focados em encontrar
0 hospedeiro.

Mesmo na falta de alimento, D. gallinae pode realizar a hematofagia em outras

aves silvestres ou domesticas que possam entrar em contato com o aviario em busca de
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comida, ou até mesmo em animais como gatos, caes, bovinos e equinos. O periodo de
alimentacdo pode variar de 30 a 60 minutos sobre o hospedeiro e ocorre a cada dois ou
quatro dias, iniciando algumas horas apds o periodo de escuro. Cada acaro pode ingerir
cerca de 0,2uL em cada alimentacdo, que usualmente é feita a noite. Contudo, h&
situacGes em que os acaros podem se alimentar também durante o dia (Mul et al., 2009;
Sparagano et al., 2014)

InfestacOes por D. gallinae ocasionam grandes perdas econdomicas, pois estes

debilitam as aves causando estresse, bicagem, dermatite, distrbios do sono, perda de
peso e de penas, diminuicdo da producdo de ovos, perda da qualidade do ovo devido a
manchas de sangue, anemia devido a hematofagia e, em casos mais graves, podem
causar a morte do animal (Pereira, 2011; Rezende et al., 2013).
Outros fatos observados dizem respeito ao consumo de &gua pelas aves, que pode
aumentar em aviarios infestados, causando também aumento do consumo de racao,
porém com baixa conversdao alimentar pelas aves, reducdo visivel da qualidade das
penas e alteracbes no sistema imune, em reacdo a infestacdo e hematofagia, como
diminuigdo dos nives de y-globulina no plasma das aves infestadas com D. gallinae,
indicando estresse crénico das galinhas. Tais respostas podem ser varidveis de acordo
com o genotipo e resposta imune das aves e levam a reducdo na producdo de ovos e
aumento da mortalidade das aves (Mul et al., 2009; Kowalski e Sokol, 2009).

Como D. gallinae ataca a noite, periodo de descanso das aves, elas se
movimentam tentando se livrar dos &caros e ficam mais agitadas, pois ndo conseguem
se livrar dos mesmos, devido a limitacdo imposta pelo tamanho da gaiola, nimero de
animais por gaiola e por terem as unhas e os bicos cortados (Sillos, 2002).

Além destes prejuizos, este acaro pode atuar com agente transmissor de alguns

patogenos. Entre bactérias, destacam-se o género Salmonella enterica Sorotipos
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Gallinarum e Enteritidis, Escherichia coli, Coxiella burnetii, Streptomyces spp., entre
outras. Também pode ser transmissor do paramixovirus aviario Tipo | (virus da doenca
de Newcastle), virus da encefalite de Saint Louis, virus da encefalite equina causada por
diferentes espécies do género Alphavirus. Na maioria dos casos, a infec¢do por estes
microrganismos se deu apos repasto sanguineo em animais infectados pelos agentes
patogénicos (Moro, Chauce e Zenner, 2005; Magdas et al., 2006; Moro et al., 2009).

A dispersédo deste acaro de uma granja para outra ou entre animais pode ocorrer
pelo trénsito de pessoas, compartilhamento de utensilios ou equipamentos, acimulo de
entulhos que podem servir de abrigo aos &caros e contato com outros animais e aves
parasitadas (Rezende et al., 2013).

Baseado em todas estas caracteristicas, D. gallinae é apontado como um dos
principais ectoparasitas de importancia econémica e veterinaria que ocorre em granjas

de postura no Brasil e no mundo (Lesna et al., 2009).

Estratégias de Controle do acaro vermelho Dermanyssus gallinae

Para se iniciar um método de controle, medidas de observacdo visual e
monitoramento com armadilhas sdo indispensaveis. O desenvolvimento de armadilhas
que sejam eficientes para monitoramento e que, além disso, também podem ser usadas
com atrativos ou produtos quimicos e bioldgicos para auxiliar no controle estdo sendo
pesquisadas. Armadilhas confeccionadas em papel corrugado, plastico, tubos de PVC e
bambu se apresentaram eficientes para captura de acaros, auxiliando na estimativa da
populacdo (Lundh, Wiktelius e Chirico, 2005; Nordenfors e Chirico, 2001; Cunha,

2013).
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Atualmente, o principal desafio para os avicultores, no Brasil e no mundo, esta
relacionado aos métodos de controle disponiveis para eliminagdo do &caro.

O método tradicionalmente adotado é baseado na utilizacdo de acaricidas e
inseticidas quimicos, dentre 0s quais muitos ndo sdo registrados para uso contra D.
gallinae. Frente a essa situacio, varias pesquisas, principalmente, na Europa e na Asia
foram e sdo realizadas para se encontrar metodos alternativos de controle.

Além de um produto eficaz, o sucesso do controle é exige que 0 avicultor esteja
atento aos focos do &caro e que ndo somente recorra ao uso de acaricidas, mas que
sejam adotadas taticas integradas de manejo, como por exemplo, fazer a limpeza do
aviario, retirando acimulos de penas, fezes e restos de comida, que podem servir de
abrigo ao acaro; evitar o contato das aves com outros animais, como ratos e aves
silvestres, que podem ser atraidas pela comida e o trafego de pessoas entre locais

infestados (Pereira, 2009; Sparagano et al., 2014).

Controle Quimico

O uso de produtos quimicos contra D. gallinae é a forma convencional de
controle utilizada pelos avicultores. A grande maioria dos acaricidas utilizados pertence
aos grupos quimicos dos piretréides, organofosforados e carbamatos, sendo os dois
ultimos considerados toxicos para aves e mamiferos devido a inativacdo da enzima
hepética acetilcolinesterase. Muitos outros produtos, inclusive de ampla utilizacdo
agricola ou ndo registrados, vém sendo usados contra D. gallinae, acarretando
problemas e tornando o controle cada vez mais dificil (Thind e Ford, 2007; Pereira,

2009; Sparagano et al., 2014).
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Em alguns paises da Europa, utilizacdo indiscriminada e incorreta de acaricidas
tem selecionado populagdes resistentes em vérias regies. Muitas substancias tiveram
sua utilizagdo proibida e muitas foram banidas pela Unido Europeéia, devido aos
residuos presentes nos ovos e animais e que representam para a saude humana
(Nordenfors et al., 2001; Thind et al., 2007; Marangi et al., 2009, 2012).

Em estudo realizado por Marangi et al. (2012), amostras de tecidos foram
coletadas de um grupo de aves abatidas para consumo visando analisar e verificar o teor
residual de carbaril (atualmente proibido na Unido Européia) e permetrina, compostos
muito utilizados em diversos locais para controle de D. gallinae. Carbaril foi
identificado em mais de 40% das amostras, estando presente principalmente na gordura,
pele e 6rgdos, e em algumas amostras, sua concentracao era superior ao permitido pela
antiga legislagdo. Ao final da amostragem, os autores verificaram que mais de 80% das
aves selecionadas se apresentavam positivas para o composto carbaril e mais de 8%
eram positivas para permetrina.

Na Europa, cipermetrina e a a-cipermetrina tém sido amplamente usados contra
0 &caro vermelho, apesar da sua eficécia ter sido questionada por muitos avicultores.
Thind e Ford (2007), ao testar esses dois compostos para D. gallinae de quatro regides
diferentes, observaram que em duas regides onde 0 uso era continuo as populagdes eram
mais tolerantes do que nas outras onde 0 uso passava por um intervalo de tempo.

No Brasil, residuos de acaricidas foram detectados em ovos coletados em
supermercados no Estado de Sdo Paulo. Foram encontrados residuos de 44 produtos
quimicos, e dentre os produtos quimicos encontrados estava o0 herbicida alacloro
(Ciscato 2008). Em um estudo no Estado do Parana foram encontrados residuos em
ovos de aldicarbe (carbamato) e dimetoato (organofosforado), os quais ndo possuem

registro veterinario (Romao, 2007).
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Em S&o Paulo, devido a ocorréncia de resisténcia a piretroides, carbamatos e
organofosforados o uso destes pesticidas ndo é recomendado (Tucci e Aradjo, 2000).
Uma suposta resisténcia também foi observada por Sillos (2002) em aviarios da regido
de Curitiba — PR. Um dos fatores que contribuem para o insucesso do controle quimico
também esta relacionado a aplicagdo, ja que os &caros passam o dia agregados em
abrigos e nem sempre tais focos séo atingidos pelos produtos. Nestes casos, a populagéo
tende a aumentar em um periodo de tempo cada vez mais curto (Pereira, 2009).

Na Europa, o produto ByeMite® (foxim 50%, Bayer) foi testado contra D.
gallinae em condi¢des de campo, com eficacia de 96% apo6s 3 dias da aplicacdo, e
ultrapassando os 99% ateé atingir 49 dias (Meyer- Kihling et al., 2007).

Para verificar a seguranca de foxim, Hamscher, Prieb e Nau (2007) avaliaram a
quantidade de residuos presentes nos ovos e observaram que, mesmo sendo largamente
empregados, os residuos de foxim se mantiveram dentro da faixa limite de 60 ug kg™
(5,7 — 51,6 mg/kg™).

Estudos mais recentes mostraram a eficiéncia de espinosade (composto
fermentado da bactéria Saccharopolyspora spinosa) contra D. gallinae foi demostrada
por George et al., (2010) e Liebisch, Hack e Smid (2011). No Brasil, héa alguns produtos
a base de espinosade registrados para pragas de culturas agricolas, mas ndo ha registros
junto ao 6rgdo competente para uso contra D. gallinae (Agrofit, 2016).

A utilizagdo de 6leo mineral também foi avaliada contra D. gallinae em
condicGes de laboratério e de campo por Guimardes e Tucci (1992). O 6leo foi eficaz
para todas as formas moveis, exceto para 0os ovos, demonstrando que o 6leo tem acdo
sobre a respiracdo dos acaros. Esta alternativa de controle além de se mostrar eficiente

ndo deixa residuos e ndo prejudica a saude dos animais.
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Oleos essenciais e extratos vegetais

Devido a toda problematica relatada com o controle quimico e seus efeitos na
salde e no meio ambiente, Gleos essenciais e extratos de plantas sdo pesquisados para
controle e repeléncia de insetos pragas em cultivos agricolas e no manejo de pragas de
interesse veterinario, e dentre os produtos de origem vegetal mais utilizados, destacam-
se 0 piretro, a rotenona, o neen e o0s Oleos essenciais (Isman, 2006; George et al.,
2008a).

Especificamente para D. gallinae, George et al. (2008b) testaram a acéo
acaricida de quatro Oleos essenciais (tomilho, cominho, palmarosa e zimbro) e
verificaram maior eficiéncia quando os 4caros estavam em um periodo de abstinéncia
de alimentacdo. Sendo assim, os autores indicam a utilizacdo destes Oleos para a
higienizacéo dos aviarios bem como sua aplica¢do no periodo que compreende a saida e
a entrada de um novo lote de aves. Quando comparados a acdo individual de cada 6leo,
tomilho e cominho foram mais eficazes que zimbro e palmarosa.

Testando a acdo acaricida de 56 0leos essenciais, Kim et al. (2004) obtiveram
100% de mortalidade contra D. gallinae na concentragdo de 0,07mg cm™ impregnada
em papel filtro para os 6leos de cade, canela, cravo-da-india, coentro, rabano, liméo
galego, mostarda, poejo, pimenta, horteld, tomilho vermelho e tomilho branco. Essa
eficacia, porém, baixou quando a concentracdo diminuiu para 0,02 mg cm™. Nos testes
de fumigacdo na concentracdo de 0,28 mg cm?, os 6leos de cade, cravo-da-india,
coentro, rabano e mostarda destacaram-se dos demais, sendo mais eficazes em
ambientes fechados (100% de mortalidade) do que em abertos (2 a 5% de mortalidade).

Na avaliagdo em campo da acdo de armadilhas de papel corrugado impreganado
com 06leo de neem a 20%, Lundh, Wiktelius e Chirico (2005) verificaram que ao final

de quatro semanas de avaliacdo a populacdo de D. gallinae diminuiu aproximadamente
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92%. O neem possui acdo inseticida comprovada para muitas espécies devido as seus
varios componentes que apresentam propriedades inseticidas ou acaricidas.

Testando a acdo acaricida de 11 6leos essenciais contra D. gallinae, Magdas et
al. (2010) utilizaram as concentragdes de 0.2; 0.4 e 0.6 mg/cm? impregnadas em papel
filtro e as avaliagbes foram realizadas com 24, 48 e 72 horas de exposicdo. Os
resultados revelaram que os 6éleos mais eficientes foram de manjericdo (51 a 100%),
coentro (56,6 a 100%), hortel&-pimenta (53,3 a 100%) e segurelha (56,6 a 100%).

Para avaliar a acdo acaricida de Artemisia vulgaris L. contra D. gallinae, Soares
(2012) testou a acéo do Oleo essencial e do extrato etanolico e verificou que o 6leo
essencial foi eficiente nas concentracfes de 15 e 20%, com uma porcentagem de
mortalidade de 75 e 96,67%, respectivamente. J& para o extrato etanélico apenas a
concentracdo de 0,875 mg/cm™ foi eficaz, diferindo do grupo controle e apresentando
uma mortalidade de 22,47%.

Na avaliacdo de trés terpenos (eugenol, geraniol e citral) nas concentragdes de 1,
10 e 100%, Sparagano et al. (2013) demostraram que todos foram eficientes contra D.
gallinae na concentragdo maxima, causando 100% de mortalidade. J& na concentragao
de 10%, eugenol causou 54,5% de mortalidade enquanto que citral e geraniol 34,6 e
20,7% de mortalidade, respectivamente. Apenas eugenol teve eficacia na concentracdo
de 1% com 19,2% de mortalidade.

Também, carvacrol, timol e farnesol foram testados contra D. gallinae, em
comparacgao a permetrina. Os compostos carvacrol e timol foram considerados toxicos
para D. gallinae, apresentando uma DL50 de 1 e 3.15 pg/cm®, respectivamente,
enquanto que a permetrina apresentou DL50 de 31.95ug/cm®, comprovando assim a

eficiéncia de carvacrol contra o acaro (Tabari et al. 2015).
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Apesar da eficiéncia, os 6leos essenciais e extratos apresentam a desvantagem da
varia¢do quimica que pode ocorrer dentro de uma variedade da mesma espécie vegetal,
e esta pode ser influenciada principalmente por fatores como sazonalidade, origem,
modo de extracdo, solvente usado, periodo da colheita e condi¢bes de secagem e
armazenamento. Como solucéo para este problema, a identificacdo e isolamento dos
compostos com acdo inseticida e acaricida sdo essenciais para a sintese de novas
moléculas e de métodos de aplicacdo (Sparagano, et al., 2013).

Avaliando a acéo acaricida dos extratos foliares de espécies de Coffea sobre D.
gallinae, Morrone et al. (2001) comprovaram uma elevada atividade acaricida para os
extratos cloroférmicos de C. racemosa (100%), C. canephora (100%), C. salvatrix
(82%), C. stenophylla (73%), C. arabica (83%) e no extrato etandlico de C. canephora
(90%). Demais extratos etandlicos variaram a mortalidade entre 45 e 62% e 0s extratos
aquosos registrou-se as menores mortalidades, variando entre 5 e 25%.

Ressalta-se que as pesquisas nessa area sao relativamente recentes e ainda sdo
necessarios muitos testes, tanto em laboratério quanto em campo, para que se alcance

no futuro produtos com boa empregabilidade em nivel de campo.

Pés Inertes

Os pos inertes sdo conhecidos e utilizados na avicultura para controle de do
cascudinho, Alphitobius diaperinus, sendo esses silicas, terra de diatomaceas, caulins e
talcos. Ha também estudos envolvendo cal hidratada para controle de larvas e adultos de
A. diaperinus e também como sanitizante e secante das fezes, diminuindo odores e
proliferacdo de moscas (Watson et al., 2003; Alves et al., 2006; Alves, Oliveira &

Neves, 2008, Alves et al., 2015, dados em publicacéo).
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A utilizacdo de pos inertes vem ganhando destaque justamente pelo fato de ndo
ocorrer resisténcia por parte dos insetos e com baixa toxicidade para as aves e 0s seres
humanos. Esses materiais, principalmete, as silicas, atuam por contato, aderindo ao
tegumento, ocasionando um processo fisico de dessecacdo através da remocdo da
camada de lipidios que protege o inseto. Para D. gallinae, h4 vérios trabalhos que
demostram a sua eficacia desses pds, tanto em laboratorio quanto em campo (Maurer &
Perler, 2006; Kilpinen & Steenberg 2009; Maurer et al., 2009; Schulz et al., 2014,
Amalin et al., 2015).

A maioria dos produtos disponiveis no mercado estdo na forma de po,
dificultando assim a sua aplicacdo e podendo causar problemas alérgicos devido a
aspiracdo. Porém, novos métodos de aplicacdo tém demostrado que 0s pos em
formulagdes liquidas, fluidas ou em gel podem ser utilizados com mais facilidade e
apresentam a mesma eficacia que a silica em pé (Maurer & Perler, 2006; Mul et al.,

2009, Santesson, 2013).

Métodos fisicos

Temperaturas de -20 e acima de 45°C sé&o letais para D. gallinae. Apesar de
eficiente, pode se mostrar pouco eficaz, caso a temperatura ndo seja homogénea por
todo o aviério, ndo combatendo todos os acaros. Também é um método que demanda
maior investimento do avicultor e deve-se tomar muito cuidado para ndo afetar a satde
das aves (Tucci, Prado e Araujo, 2008; Mul et al., 2009). Por isso, € um método que
pode ser combinado com outras formas de controle, sendo mais indicado utiliza-lo

durante o periodo de vazio do aviario. Tambem é relatado o uso, por alguns avicultores,
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de lanca-chamas nas estruturas metalicas para controle dos acaros aglomerados nestas
estruturas.

A iluminacdo também pode ser um metodo fisico de controle, de forma que
periodos intercalados de claro e escuro poderiam ser aplicados a fim de diminuir a
frequéncia de alimentacdo dos acaros. Porém, com o decorrer do tempo € possivel que
0s acaros se adaptem e passem a se alimentar mesmo nos periodos de iluminagdo

(Sparagano et al., 2014).

Vacinas

Outra estratégia de controle que tém ganhado destaque diz respeito ao
desenvolvimento de vacinas, as quais estdo sendo testadas visando melhorar e
desenvolver o sistema de defesa das aves. As linhas de pesquisa nessa area concentram-
se em induzir anticorpos do sangue das aves a gerar uma resposta imune conferindo as
aves protecdo contra D. gallinae. (Arkle et al., 2008).

Os avangos nessa area ainda sdo poucos e lentos principalmente pela falta de
conhecimento da relacdo entre D. gallinae e seu hospedeiro. Alguns estudos analisam a
possibilidade de desenvolver uma vacina baseada na utilizacdo de proteinas homdlogas,
antigenos somaticos, proteinas imunorreativas e também na utilizacdo de proteinas

recombinantes de outras espécies (Sparagano et al., 2014; Bartley et al., 2015).

Controle comportamental

Os acaros utilizam cairomonios e feromo6nios no processo de agregacao e, apesar

de serem recentes, 0s estudos apontam para a utilizacéo de tais compostos em iscas para
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armadilhas, auxiliando tanto no processo de monitoramento, ou ainda interferir no
processo de agregacao e reproducdo. Além disso, destaca-se também a atratividade que

as penas das aves e 0 CO, exercem sobre os acaros (Koenraadt e Dicke, 2010).

Controle Bioldgico

Organismos Predadores

A utilizagdo de inimigos naturais pode ser muito eficiente, mas depende muito
do ambiente e da dinamica populacional da praga e do predador (Sparagano et al.,
2014).

Entre os insetos que apresentam sucesso no controle de D. gallinae, destaca-se a
tesourinha. Estas se adaptam bem ao ambiente dos aviarios podendo viver nas estruturas
metalicas e de madeira, sempre proximo aos locais de acimulo dos &caros, auxiliando
na reducdo da populagéo (Pereira, 2009).

Outras espécies que apresentam potencial para serem usadas para controle de D.
gallinae, conforme demostrado por Lesna et al. (2009, 2012), sdo os &caros predadores
Hypoaspis aculeifer (G. Canestrini), Stratiolaelaps scimitus (Womersley) e
Androlaelaps casalis (Berlese), 0s quais podem ocorrer naturalmente em aviarios.

Ressalta-se que o0s &caros predadores representam uma alternativa promissora,
principalmente se atuarem sobre todos os estagios da presa. Acaros predadores com
potencial precisam ter uma dindmica populacional capaz de manter a populacdo de D.
gallinae abaixo do nivel de dano. Baseado nos habitos de D. gallinae, os estudos com
predadores devem comtemplar o seu comportamento gregario nos esconderijos durante

o0 dia, caso contrario esses predadores seriam ingeridos pelas galinhas (Mul et al., 2009).
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Por isso, € necessaria a criagdo massal de predadores para que estes possam ser
liberados nos aviarios, e é necessario verificar ainda 0 método usado para liberagéo, o
microclima presente no aviario e a seletividade dos produtos quimicos para controlar
outras pragas, 0s quais podem acabar por eliminar também os predadores (Sparagano et

al., 2014)

Fungos Entomopatogénicos

O uso de fungos entomopatogénicos na avicultura é muito recente se comparado
ao uso na producéo vegetal (Chandler et al., 2000; Oliveira et al., 2014).

Estudos recentes realizados para controle de D. gallinae tém utilizado os fungos
Beauveria bassiana, Metarhiziun anisopliae, Trichoderma album e Paecilomyces
fumosoroseus (Isaria fumosorosea), em laboratorio e em campo (Steenberg e Kilpinen,
2003; Steenberg, Kilpinen e Moore, 2006; Tavassoli et al.,, 2008; Kaoud, 2010;
Tavassoli et al., 2011).

Devido aos resultados promissores, os fungos destacam-se como a grande
promessa do controle biolégico de &caros na avicultura. A capacidade do fungo em
matar o acaro e crescer sobre o cadaver produzindo mais esporos 0 mantém persistente
no ambiente com capacidade de infectar outros acaros. Os fungos se mostram
relativamente seletivos quanto aos seus hospedeiros, aspecto muito importante no
controle de pragas, pois isso dificulta a infeccdo infecte organismos ndo-alvos. S&o
seguros para outros animais, para 0s seres humanos e para 0 meio ambiente além de
apresentarem capacidade para se desenvolver nas temperaturas e umidades que ocorrem

em um aviario (Mul et al., 2009).
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No primeiro estudo realizado, Steenberg e Kilpinen (2003) utilizaram seis
isolados de fungos entomopatogénicos para controle de D. gallinae e verificaram que 0s
isolados de B. bassiana se apresentaram mais virulentos quando comparados com M.
anisopliae e P. fumosoroseus, com uma mortalidade de 60%, apés cinco dias de
incubacéo.

Em outro estudo, foram avaliados trés isolados de B. bassiana e dois de M.
anisopliae para controle de D. gallinae e, mais uma vez, B. bassiana obteve resultados
superiores aos encontrados com M. anisopliae. No experimento simulando uma situagéo
de campo, o isolado selecionado foi aplicado na estrutura do aviario, porém o0s
resultados ndo foram satisfatorios, sugerindo que mais testes fossem realizados
(Steenberg, Kilpinen e Moore, 2006).

Trés isolados de M. anisopliae (685, V245 e 715 C) em quatro concentragdes
(1x10% 1x10% 1x10° 1x10°) foram testadas em laboratorio nas fases de ninfa e adultos
de D. gallinae por Tavassoli et al. (2008). Todos os isolados foram patogénicos para 0s
estagios de ninfas e adultos, e a mortalidade aumentou conforme o tempo de exposicéo
e a concentragdo utilizada, revelando o potencial de controle destes isolados. Os
isolados V 245 e 715C foram selecionados.

Esses isolados, além de um isolado de M. anisopliae (3247) foram testados em
campo em duas concentraces (1x10° e 1x10°%) (Tavassoli et al., 2011). Na menor
concentracdo testada ndo houve diferenca significativa entre os isolados e com a
testemunha. Resultados significativos foram obtidos na maior concentracao,
demonstrando o potencial desses fungos tanto em laboratério quanto em campo frente a
D. gallinae.

Também avaliando a aplicacdo direta dos fungos entomopatogénicos B.

bassiana e T. album contra D. gallinae, Kaoud (2010) verificou elevada mortalidade
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com T. album (90%) e com B. bassiana (65%), em apenas cinco dias. Quando os fungos
foram pulverizados sobre D. gallinae, a mortalidade atingiu 80% para B. bassiana e
100% tanto para T. album isoladamente como para a mistura dos dois fungos.

Avaliando, em laboratorio, a acéo acaricida de um isolado de B. bassiana contra
ninfas e adultos de D. gallinae nas concentracdes de 10°, 10" e 10°, Immediato et al.
(2015) verificaram que a mortalidade para adultos atingiu 100% para adultos e ninfas
em 12 e 14 dias, respectivamente, demostrando que este fungo é uma alternativa
promissora para o controle do &caro vermelho.

Contudo, ndo sdo conhecidos estudos desenvolvidos no Brasil, apesar da
relevancia da praga no contexto da producdo avicola brasileira. As populagdes de acaros
existentes no Brasil estdo adaptadas a um clima e manejo diferente do encontrado em
aviarios da Europa e na Asia, justificando assim, o desenvolvimento desta area de

pesquisa.
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RESUMO
O presente trabalho teve por objetivo avaliar isolados de fungos entomopatogénicos
com potencial de utilizacdo no controle do acaro vermelho, Dermanyssus gallinae. Em
laboratdrio, isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae foram aplicados
sobre os acaros (1x10® conidios/mL). Foram selecionados quatro isolados a partir da
mortalidade confirmada >70%. Em seguida, foram comparados quanto ao crescimento
vegetativo e producdo de conidios em meio de cultura. O isolado selecionado foi
avaliado quanto a capacidade de se desenvolver em diferentes temperaturas e também
foi aplicado em campo. O bioensaio de campo foi conduzido em dois aviarios
comerciais de igual dimensdo, sendo o fungo pulverizado na estrutura de suporte das
gaiolas do aviario (1x10° conidios/mL em suspensdo de agua + Tween 80 (0,1%). Na
testemunha, utilizou-se 4gua + Tween® 80 (0,1%). Foram realizadas avaliacoes
populacionais pré e posteriormente a aplicacdo. O isolado de B. bassiana Unioeste 88
foi selecionado por apresentar mortalidade confirmada de 73,8%, maior producdo de
conidios em placa de Petri (7,1 x 10® conidios/colonia) e em arroz (7,7 x 108
conidios/g). N&o se desenvolveu nas temperaturas de 35 a 45°C (sem risco para as
aves). O fungo reduziu a populacdo, com eficiéncia de 61,7%. No aviario ndo tratado, a
populagédo praticamente dobrou. Assim, o isolado de Beauveria bassiana Unioeste 88

apresenta potencial para ser usado em um programa de controle do acaro vermelho.

Palavras-chave: controle bioldgico, producdo animal, praga de aviarios, galinhas

poedeiras
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate isolates of entomopathogenic fungi with potential for use
in the control of red mite, Dermanyssus gallinae. In laboratory, conidia of Metarhizium
anisopliae and Beauveria bassiana isolates were applied on mites (1 x 108 conidia/ml).
Were selected four isolates, based on minimum mite confirmed mortality >70%. Then
they were compared for vegetative growth and conidia production in the culture
medium. The capacity of growth in different temperature from selected isolate were
also. The field bioassay was conducted in two similar commercial poultry layer house.
The conidial suspension was sprayed on wood structures from poultry cages (1 x 10°
conidia / ml). In control, water was used + Tween 80 (0.1%). They were carried out one
pre and post application populational evaluation with PVC pipe traps (5 x 25 cm). The
B. bassiana Unioeste 88 isolate was selected based on its high confirmed mortality
(73.8%), higher conidial production in culture medium on Petri (7.1 x 108 conidia /
colony), and on rice cooked (7.7 x 108 conidia/g). Furthermore, there was no increase in
temperatures 35 to 45 °C (no risks to chickens). The fungus reduced the population,
with 61.7% efficiency. In the control poultry layer house mite population nearly
doubled. Thus, isolated from Beauveria bassiana Unioeste 88 has the potential to be

used in a red mite control program.

Keywords: biological control, animal production, poultry pest, laying hens
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INTRODUCAO

Dermanyssus gallinae € um acaro cosmopolita e hematdéfago de grande
importancia, atacando granjas no Brasil e em todo mundo (Meyer-Kihling et al., 2007;
Sparagano et al., 2009; Rezende et al., 2013). Este acaro apresenta comportamento
gregario e passa a maior parte do tempo abrigado em fendas e frestas presentes nas
estruturas dos aviarios, em acimulos de penas e fezes, teias de aranhas e poeira saindo
a noite a procura das aves para realizar o repasto sanguineo. Na falta do hospedeiro,
pode atacar outras espécies de aves como pardais, pombos, candrios, roedores e
mamiferos como cdes, gatos, equinos e ainda ha relato em seres humanos (Tucci e
Guimarées, 1998; Sillos, 2002; Pereira, 2011; Cunha, 2013; Gavrilovi¢, Kecman e
Jovanovi¢, 2015).

Dentre os danos causados pelo &caro as aves, destacam-se estresse, perda de
peso, diminui¢do da postura, anemia por espoliagdo sanguinea e, em casos mais graves,
pode levar o animal & morte (Arkle, Guy e Sparagano, 2006; Pereira, 2009). Além disso,
D. gallinae pode ser transmissor de patdgenos, dentre os quais destacam-se 0s virus da
doenca de Newcastle, da encefalite de Saint Louis da variola aviaria e, recentemente,
relatou-se a transmissdo do virus Influenza A (AlV); e das bactérias Coxiella burnetii e
Salmonella enterica sorotipo Gallinarum e S. enterica sorotipo Enteritidis (Moro,
Chauve e Zenner, 2007; Moro et al., 2009; Harrington et al., 2011; Pereira, 2011;
Sommer et al., 2016).

Para o controle do acaro, sdo normalmente utilizados produtos quimicos que,
apesar da consideravel eficacia, trazem efeitos negativos, como intoxicacdo do usuério e
a presenca de residuos nos ovos, e no meio ambiente (Ciscato, 2008). Além disso, é

relatada a existéncia de populacfes de acaros resistentes a esses produtos devido ao uso
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incorreto e indiscriminado nas instalagdes (Thind et al., 2007; Lesna et al., 2009;
Marangi et al., 2009, 2012; Pereira, 2009).

Assim, alternativas eficientes e seguras sdo necessarias e, dentre elas, destacam-
se os fungos entomopatogénicos. Nesse sentido, estudos realizados na Europa e na Asia
demonstram o potencial dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
frente ao acaro vermelho (Steenberg e Kilpinen, 2003; Steenberg, Kilpinen e Moore,
2006; Tavassoli et al., 2008; Kaoud, 2010; Tavassoli et al., 2011; Steenberg e Kilpinen,
2014; Immediato et al., 2015).

Os fungos entomopatogénicos se apresentam como uma estratégia promissora
para o controle de D. gallinae e, no Brasil, inexistem estudos de avaliacdo da
patogenicidade de fungos entomopatogénicos visando o controle do acaro vermelho.
Além disso, os fungos apresentam grande variabilidade genética, traduzida na viruléncia
entre os isolados aos seus hospedeiros, o que ressalta a importancia desse tipo de estudo
no desenvolvimento de um programa de controle microbiano de pragas (Alves, 1998;
Petlamul e Prasertsan, 2012).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar isolados dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae originarios do Brasil contra o acaro

vermelho D. gallinae, em condicdes de laboratorio e campo.

MATERIAL E METODOS

Acaros

Acaros adultos foram coletados em uma granja comercial de aves de postura

linhagem ISA Brown, situada no municipio de Céu Azul, PR (25°10°37,9”S,
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53°53°27,4”W), onde além da elevada infestacdo ndo ha registro de utilizacdo de
acaricidas. Foram utilizadas armadilhas de madeira ((5 x 10 cm) e armadilhas de papel
corrugado (7 x 10 cm) (Figura 2a,b,c), as quais foram fixadas no aviario proximos aos
locais de acumulo do acaro. Apos sete dias, as armadilhas foram coletadas, armazenadas
em sacos pléasticos fechados e encaminhadas ao laboratério de Biotecnologia Agricola
da Universidade Estadual do Oeste do Parana — Campus de Cascavel, PR, para posterior
isolamento de fémeas ingurgitadas de Dermanyssus gallinae (Figura 2d,e).

No laboratdrio, os acaros foram retirados das armadilhas com auxilio de uma
espatula. Para os experimentos, foram escolhidas apenas fémeas ingurgitadas, separadas
com auxilio de um pincel de cerdas macias e finas e acondicionados em tubos de vidro
fechados com tecido voil (Figura 2f).

Os acaros permaneceram por um periodo de 24 horas em sala climatizada a

25+1°C, 7045 % de umidade relativa (UR) e fotofase de 14 horas para aclimatacao.

Isolados de fungos

Os isolados de fungos testados foram provenientes da Colecdo de Fungos
Entomopatogénicos do Laboratorio de Biotecnologia Agricola da Unioeste, Campus de
Cascavel — PR e da Colecdo de Microrganismos Entomopatogénicos "Oldemar Cardim
Abreu" do Instituto Biologico de Sao Paulo, sendo 39 isolados de Beauveria bassiana e
10 isolados de Metarhizium anisopliae (Figura 1).

Os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura para
esporulacdo (ME) (&gar 20 g, dextrose 10 g, extrato de levedura 5 g, mistura de sais 4,6
g e agua destilada 1000 mL) (Alves et al., 1998). As placas foram incubadas em cdmara

climatizada por 10 dias (26£1° C e 14 horas de fotofase) para conidiogénese.
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Ap0s esse periodo, os conidios foram coletados, raspando-se a superficie do
meio de cultura com uma espéatula esterilizada e armazenados em tubos do tipo
Eppendorf, na temperatura de - 4°C, formando-se a colecao de trabalho usada durante os

bioensaios.

Selecdo dos Isolados

A selecdo foi realizada em duas etapas, sendo a primeira baseada na atividade
acaricida (mortalidade confirmada). Posterirmente fez-se a comparacdo dos parametros:
crescimento vegetativo, producdo em meio de cultura e em arroz, sendo esses de
fundamental importancia para selecionar caracteristicas eficientes dos isolados o0s quais
podem ter potencial para serem usados no campo ou no desenvolvimento de produtos

bioldgicos de controle de organismos indesejaveis (Petlamul e Poonsuk, 2012).

Multiplicacéo dos Isolados

A partir da colecdo de trabalho foram multiplicados os isolados flngicos para a
avaliacdo de patogenicidade, em meio de cultura ME conforme descrito anteriormente.
Em seguida, os conidios foram raspados e armazenados em tubos de vidro até a
utilizacéo.

Para preparo da suspenséo de aplicacdo, 10 mL de 4gua destilada + Tween® 80 a
0,01% foram adicionados ao tubo contendo os conidios do fungo. A suspensdo foi
agitada em vortex por 1 minuto para desprendimento dos conidios. Em seguida, foram
realizadas diluicbes seriadas em agua destilada + Tween 80 a 0,01% e feita a

quantificacdo dos conidios em camara de Neubauer (Alves e Moraes, 1998).
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As suspensdes foram padronizadas na concentragdo de 1 x 10° conidios/mL para
a avaliacdo da viabilidade, conforme Alves et al. (1998) e Oliveira (2015). O calculo da

porcentagem de germinacdo foi realizado utilizando a seguinte formula:

NCG
V=
NTC

=100

onde:
V: Viabilidade
NCG: Numero de conidios germinados

NTC: NUmero total de conidios

Para a utilizacdo nos bioensaios de laboratério foram utilizados somente os
isolados que apresentaram viabilidade minima de 90%.
Para a aplicagdo dos isolados, a suspensdo de conidios foi padronizada na

concentragdo de 1 x 102 conidios/mL.

Aplicagéo dos Isolados

A aplicacdo de isolados foi realizada a partir da metodologia descrita por
Steenberg, Kilpinen e Moore (2006) e Tavassoli et. al (2008), com adaptacbes. Fémeas
ingurgitadas, previamente selecionadas e mantidas em tubos de vidro por 24 horas,
foram transferidas para placas de Petri com as bordas isoladas com vaselina solida, para
evitar fuga. Em seguida, foi pulverizado 1 mL da suspensdo de conidios (1 x 102
conidios/mL) com auxilio de uma Torre de Potter regulada para operar na pressao de
0,7 Kgf/icmz,

Ap0s a pulverizacdo, as fémeas foram transferidas para tubos de vidro fechados

com tecido voil e mantidas em sala climatizada (26+£1°C, 70£5% de UR e fotofase de 14
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horas). Para o grupo controle foram utilizados os mesmos procedimentos, porém 0s
4caros foram pulverizados apenas com agua destilada estéril + Tween®80 (0,01%). Para
cada isolado e também para a estemunha, foram preparadas sete repeticdes, sendo cada
uma constituida por 15 acaros.

Os experimentos foram conduzidos em grupos de isolados, variando o nimero
de isolados em cada grupo, dada a impossibilidade de se realizar um Unico teste com
todos os isolados simultaneamente.

As avaliaces foram realizadas diariamente, durante sete dias. Os acaros que ndo
apresentavam mobilidade visivel ou ao toque com pincel foram considerados mortos.
Esses acaros foram removidos do tubo e transferidos para camara Umida para
confirmacdo do agente causador da morte, através da esporulacédo do fungo.

Para a proxima etapa do estudo, foram selecionados os melhores isolados de

cada grupo e considerados aqueles que apresentaram mortalidade confirmada >70%.

Comparacao da atividade acaricida

Os isolados selecionados previamente foram novamente multiplicados e

aplicados sobre os acaros, seguindo a metodologia ja descrita anteriormente, porém

todos isolados simultaneamente.

Crescimento Vegetativo e Producdo em Meio de Cultura

Para avaliar o crescimento vegetativo, os isolados selecionados foram

inoculados com uma alca de platina em trés pontos na superficie do meio de cultura

BDA. Apo6s 10 dias de incubagdo (26x£1°C, 70£5% UR e 14h de fotofase), mediu-se o
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didametro das colonias em dois sentidos ortogonais, determinando-se o didmetro medio
das mesmas.

Em seguida, as coldnias foram recortadas do meio de cultura na linha terminal
do halo e transferidas para tubos de vidro com 10 mL de 4gua destilada + Tween® 80 a
0,01%. Os tubos foram submetidos a agitacdo em vortex por um minuto, sendo também
utilizado um pincel para auxiliar no desprendimento dos conidios do meio de cultura.
Apobs, realizou-se a quantificacdo dos conidios, utilizando cdmara de Neubauer. Para
cada isolado foram preparadas trés placas com trés coldnias cada, sendo cada col6nia

considerada uma repeticéo.

Producao de conidios em arroz

Para avaliar a producéo de conidios em arroz, foi utilizado o método descrito por
Leite et al. (2003), utilizando-se arroz parboilizado imerso em agua destilada em uma
bandeja plastica por 50 minutos. Decorrido esse tempo, o arroz foi escorrido e
aproximadamente 200g de arroz foram colocados em sacos de polipropileno, que foram
fechados e autoclavados por 20 min a 120°C. Apo0s resfriamento, os sacos foram
inoculados com 10 ml da suspensdo de conidios (10® conidios/ml) produzidos
previamente em ME, como descrito anteriormente. Para cada isolado foram preparados
sete sacos, cada um constituindo-se uma repeticdo. Os sacos foram incubados em
camara climatizada (26+£1°C, 70+5% UR e 14h de fotofase) durante 10 dias, quando
foram abertos e distribuidos em bandejas plasticas, sendo um saco/bandeja. Nessas
condigdes, o0 arroz foi mantido nas bandejas por mais quatro dias para que ocorresse 0

completo crescimento e conidiogénese do fungo. Apos esse periodo, as bandejas foram
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retiradas da cdmara climatizada e colocadas para secagem do arroz em uma sala
utilizando um desumidificador.

Para a avaliacdo da producdo, foram retiradas cinco amostras de 1 g de arroz/
bandeja, sendo cada amostra transferida para um tubo de vidro no qual foram
adicionados 10 ml agua destilada esterilizada + Tween® 80 a 0,01%. Apds agitacdo em
vortex por 1 minuto, foram feitas diluicdes seriadas até possivel quantificacdo dos
conidios em camara de Neubauer.

Tambeém se avaliou a viabilidade dos conidios obtidos, utilizando a metodologia

ja descrita anteriormente.

Acdo da temperatura no crescimento in vitro de Beauveria bassiana

A fim de verificar a seguranca de utilizacéo do isolado selecionado para as aves,
foi avaliado o crescimento do fungo em diferentes temperaturas, baseando-se na
metodologia descrita por Kohl et al. (2011).

Foram utilizadas placas de cultura de células de 12 pogos, nas quais foram
vertidos 5 mL de meio de cultura BDA. Em seguida, foram inoculados 5 pL de uma
suspensao de conidios (1 x 10° conidios/mL) no centro de cada pogo da placa.

As placas foram incubadas em camaras climatizadas nas temperaturas de 25
(condicdo ideal e padrdo de comparacédo), 30, 35, 40 (temperatura proxima a corporal
das galinhas) e 45°C. As avalia¢des de crescimento foram realizadas no quinto dia ap6s

inoculacéo, considerando-se presenca ou auséncia de crescimento micelial.
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Bioensaio de Campo

O experimento de campo foi conduzido em aviarios de postura comercial
localizado no municipio de Medianeira, PR (25°21°11.4”S, 53°59°36,5”W) utilizando-
se o isolado previamente selecionado, e foi desenvolvido, baseando-se na metodologia
de Tavassoli et al. (2011), no periodo de 15 de Janeiro a 19 de Fevereiro de 2016.

Foram utilizados dois aviérios de igual dimensdo (80m x 3,3m) com corredor em
cimento, estrutura de madeira e duas fileiras de gaiolas metélicas (Figura 3a,b). Um dos
aviarios foi destinado ao tratamento com fungo e o outro para a testemunha. Cada
aviario continha aproximadamente 3500 galinhas da linhagem hibrida ISA Brown com
aproximadamente 50 semanas de idade.

Em cada aviario, foram delimitados 20 blocos com oito gaiolas de galinhas,
distribuidos e intercalados em ambos os lados, apresentando entre si um bloco néo
tratado (Figura 3a).

A populacdo de acaros nos aviarios foi avaliada por meio de armadilhas de cano
PVC (5 cm de didmetro x 25 cm de comprimento), contendo papel toalha em seu
interior para servir de abrigo aos acaros. Em ambos os aviérios foram instaladas 21
armadilhas junto a estrutura de madeira na base das gaiolas e fixadas com lacre de
plastico (Figura 3c,d).

Semanalmente as armadilhas instaladas eram retiradas e substituidas por outras
idénticas. As armadilhas retiradas foram colocadas em sacos plasticos e transportadas
até o laboratério, onde permaneceram em freezer -4°C por 24 horas para imobilizacao

dos acaros e possibilitar posterior estimativa populacional (Figura 3e).
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Para estimar a quantidade de acaros nas armadilhas, foram pesadas previamente
10 amostras de 500 acaros, obtendo-se assim o valor médio de 0,9 g/500 acaros, que foi
aplicado para estimar a quantidade de acaros presentes nas armadilhas.

A suspensdo de conidios (1 x 10° conidios vidveis/mL) em agua destilada +
Tween® 80 (0,1%) foi aplicada com um pulverizador costal, de 5 L de capacidade
utilizando bico cénico, no volume de 800 mL para cada bloco, constituido de duas
fileiras de trés gaiolas (1,5 x 1,0 m), direcionado para locais em que 0s acaros se
encontravam (frente e sob comedouros, e na estrutura de madeira das gaiolas). No
aviario testemunha, foi aplicada uma solucdo de &gua destilada + Tween® 80 (0,1%).
Ap0ds sete dias da primeira aplicacéo, repetiu-se o procedimento, com nova aplicacéo de
fungo e de agua na testemunha. Todas as aplicacdes foram realizadas no periodo
matutino. O monitoramento populacional foi realizado uma semana antes da aplicacdo e

repetido por mais duas semanas ap0s cada aplicacdo do fungo.

Analise Estatistica

O delineamento experimental dos bioensaios em laboratério foi inteiramente
aleatorizado. Os dados foram analisados quanto a homogeneidade pelo teste de
Cochran. Para os dados paramétricos foi utilizado ANOVA One-Way com teste de
Tukey HSD (p<0,05). Para detectar diferengas significativas também foi utilizado teste
de Student-Newman-Keuls.

Para os dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05),
seguida pela comparacdo multipla de Dunn utilizando o programa estatistico

STATISTICA 7.1 (StatSoft Inc., USA, 2005).
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Teste da Distancia de Cook (Cook’s Distance (>0,1) foi utilizado para descartar
dados com valores discrepantes.

Para o experimento de campo foi utilizado o Delineamento de Blocos
Casualizados (DBC). Os dados foram analisados quanto a homogeneidade pelo teste de
Cochran, sendo em seguida utilizado ANOVA para medidas repetidas com teste de
Tukey HSD (p<0,05).

Para calcular a eficiéncia do tratamento foi utilizado o teste de Henderson e

Tilton (1955).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecdo de Isolados

Verificou-se que todos os isolados testados foram patogénicos ao acaro D.
gallinae, sendo os mariores valores de mortalidade confirmada obtidos com os isolados
de Beauveria bassiana (até 78,1%), enquanto que com os isolados de Metarhizium
anisopliae os valores alcancaram apenas a 43,8% (Figural). De forma similar, Kaoud
(2010) obtiveram 80% de mortalidade com uma suspensdo de conidios de solado de B.
bassiana. Ressalta-se que os autores utilizaram uma concentragéo trés vezes maior que
a aqui utilizada.

Em relagdo a atividade de M. anisopliae, Tavassoli et al. (2008) observaram que
seis dias ap6s aplicacdo de M. anisopliae isolado V 245 na concentracdo de 1 x 10°
conidios/ml houve mortalidade de 77,2% para adultos de D. gallinae. E Steenberg,
Kilpinen e Moore (2006) e Immediato et al. (2015) verificaram que tanto isolados de B.

bassiana quanto M. anisopliae apresentaram desempenho similar. Contudo, em todos os
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estudos, as avaliagdes transcorrem-se por 10 dias, representando um tempo maior para a
ocorréncia do cilco de infeccdo.

Resultados de mortalidade podem variar de acordo com a metodologia
(concentracdo e vibilidade dos conidios, volume aplicado, inoculacdo, tempo de
contato) e os isolados testados. Isso se deve-se principalmente a variabilidade genética
existente entre os isolados de fungo, influenciando na relacdo patdgeno x hospedeiro.
Além disso, é necessario considerar também o processo infeccioso e a reacdo do sistema
imune do hospedeiro (Oliveira, 2014).

A baixa mortalidade confirmada obtida para alguns isolados pode ser explicada
pelo pequeno tamanho do acaro. O crescimento micelial do fungo pode ter levado a
exaustdo dos nutrientes ou ainda ter causado alteracdes fisiologicas e bioquimicas as
quais podem afetar a reproducdo, causar paralisia ou perda da coordenacdo e cessar a
alimentacdo dos acaros. Além disso, toxinas de organismos oportunistas, como
bactérias, também podem ter contribuido, ndo permitindo a colonizacdo do inseto pelo
fungo, impedindo-o de completar o ciclo de vida, tal como observado em outros estudos
com insetos e acaros (Alves, 1998; Tamai, 2002; Martins, 2014; Formentini et al.,
2015).

Diferencas entre as especies de fungos podem estar relacionadas com
caracteristicas genéticas que cada um apresenta e a forma como interage com o inseto-
alvo. No caso especifico do fungo B. bassiana, este produz inimeros metabélitos
secundarios no processo de infeccdo do inseto, como pigmentos (oosporina e
bassianina), peptideos (beauvericina e bassianolide), e &cido oxalico envolvidos no
processo de patogénese e viruléncia, sendo uma importante toxina na hemolinfa de
insetos causando a presenca de cristais de oxalato (Roberts e Krasnoff, 1998; Tamai,

2002; Xiao et al., 2012).
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Fungos entomopatogénicos produzem quitinases que facilitam a penetracédo das
hifas no exoesqueleto do hospedeiro, facilitando a colonizagdo dos Orgaos internos e
ocasionar a morte do mesmo. Por outro lado, a estimulacdo da producdo de enzimas
pelos fungos estd relacionada com o0s componentes presentes na cuticula dos
hospedeiros, o que pode contribuir para tornar um isolado mais especifico ou ndo a
determinado grupo de insetos (Roberts e Krasnoff, 1998).

Além das quitinases, ha enzimas relacionadas com a degradacdo dos acidos
graxos cuticulares, adesinas que facilitam a adesdo dos conidios nos insetos e as
hidrofobinas, relacionadas também a fatores de adeséo e viruléncia ao hospedeiro (Xiao
etal., 2012).

Dentre os isolados avaliados no presente trabalho, destacaram-se Unioeste 57,
Unioeste 62, Unioeste 69 e Unioeste 88 (Figura 1), todos pertencentes a espécie B.
bassiana, causando mortalidade confirmada minima de 70% em D. gallinae, reforcando
a superioridade em relacdo aos isolados de M. anisopiae e indicando que estes
apresentam maior potencial para ser usado no controle do &caro vermelho (Figura 4).

Na comparacdo da atividade acaricida dos quatro isolados selecionados, a
mortalidade confirmada variou de 57,6 a 73,8%, destacando-se os isolados Unioeste 69
e Unioeste 88 (Tabela 1).

Em trabalho realizado por Kaoud (2010), foi observado que B. bassiana causou
65% de mortalidade em D. gallinae apds cinco dias de inoculagdo, quando houve
exposicdo direta dos acaros aos conidios e 80% de mortalidade aos 10 dias de
inoculagdo quando o fungo foi pulverizado, resultado semelhante ao encontrado neste

trabalho.
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Crescimento Vegetativo, Producdo em Meio de Cultura e em Arroz

O isolado Unioeste 57 apresentou 0 maior diametro de col6nia (3,7cm) enquanto
Unioeste 62 foi 0 menor diametro (3,0cm) (Tabela 1). Os demais isolados apresentaram
didmetros intermediarios, sem diferirem entre si. Didmetros semelhantes foram
encontrados por Rohde et al. (2006) e Santoro et al. (2008) para outros isolados de B.
bassiana.

Em relacdo a producdo de conidios nas coldnias, o isolado Unioeste 88 foi 0 que
prevalesceu (7,1 x 10® conidios/colénia) quando comparado aos demais isolados, 0
que demostra que a producdo de conidios ndo estd relacionada com o tamanho da
col6nia. Isso também pode ser verificado com o isolado Unioeste 57, o qual apresentou
maior didmetro de colonia e a producdo apresentou valor intermediario (4,4 x 108
conidios/cm?). Analisando-se a producao de conidios/cm?2 de colbnia, o isolado Unioeste
88 também apresentou maior producdo em relagcdo aos demais isolados.

Na comparagdo da producdo de conidios em arroz, o isolado Unioeste 88,
manteve producdo elevada (7,7 x 108 conidios/g) diferindo estatisticamente dos demais
isolados (Tabela 1), com média de 95,7% de conidios viaveis.

Pardmetros de crescimento e producdo sdo distintos e varidveis entre isolados de
fungos entomopatogénicos, conforme pode ser observado em estudos com outros
isolados do fungo B. bassiana, havendo valores similares, inferiores e superiores.
Potrich et al. (2006) encontraram valores de crescimento vegetativo entre 3,3 e 4,5cme
producdo de conidios entre 1,3 e 4,8 x 107 conidios/colonia. Rohde et al. (2006)
observaram que o didmetro das colbnias variou entre 2,9 e 4,3 cm, e producdo variou
entre 3,8 e 33,5 x 108 conidios/coldnia. No trabalho de Martins (2014), o diametro das

colonias variou de 1,8 a 2,6 cm e a producgdo de 0,2 a 26,2 x 10 conidios/colbnia. Ja
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Formentini et al. (2015) verificou tamanho de col6nia entre 2,2 e 3,2 cm e producéo de
0,1 a 13 x 107 conidios/colonia.

Tais variagdes decorrem da variacdo nas condi¢bes de incubacdo (umidade e
temperatura), do tempo de incubacdo, meio de cultura utilizado, da quantidade e
concentracdo dos nutrientes e da propria variabilidade genética dos isolados (Alves,
1998; Pinto et al., 2012; Fanti et al., 2013).

O primeiro passo no desenvolvimento de um programa de controle utilizando-se
fungo entomopatogénico deve ser o conhecimento dos seus atributos, e desta forma, se
faz necesséario avaliar os parametros bioldgicos que subsidiem a selecdo daquele que
apresente 0os melhores indices de viruléncia e patogenicidade, capacidade de
germinacdo, crescimento e producdo de conidios, de forma a permitir sua utilizacdo e
sucesso no controle de artropodes-pragas (Petlamul e Prasertsan, 2012).

Com base na sua superioridade em parametros como viabilidade de conidios,
producdo de conidios em meio de cultura e em arroz e atividade acaricida, pode-se
inferir que Unioeste 88 é um isolado com potencial para ser empregado em um
programa de manejo do acaro e, dessa forma, foi selecionado para o bioensaio de

campo.

Efeito da temperatura no crescimento in vitro de Beauveria bassiana

Observou-se crescimento micelial do isolado Unioeste 88 somente nas
temperaturas de 25 e 30°C (Tabela 2). Nas demais temperaturas ndo foi observado
crescimento (Figura 5).

Estudos semelhantes conduzidos por Alexandre et al. (2006) e Constanski,

Zorzetti e Neves (2015) mostraram que 0 crescimento vegetativo dos isolados de B.
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bassiana Unioeste 4 e Unioeste 40 foi menor quando expostos as temperaturas de 10 e
37°C, apresentando, tal como aqui observado, maior crescimento na temperatura de
25°C.

Considerando que a temperatura corporal das galinhas varia de 41 a 42°C
(Welker et al., 2008), os resultados aqui obtidos demostram que B. bassiana isolado
Unioeste 88 é seguro para ser utilizado junto as aves e ndo apresentara problemas caso
entre em contato com as mesmas durante o periodo de tratamento do aviario.

Os resultados aqui obtidos corroboram a seguranca de fungos
entomopatogénicos para aves, como foi observado por Johnson et al. (2002), quando
forneceram gafanhotos infectados por B. bassiana e M. anisopliae a falcdes e nédo se
observou nenhuma alteracao.

Da mesma forma, Rezende (2009) forneceu uma suspensdo via oral de B.
bassiana para galinhas e ndo observou alteracdes significativas. Ainda, conidios de B.
bassiana foram misturados na racdo e oferecidos para galinhas e as avaliacfes dos
tecidos internos e externos mostraram que o fungo ndo se desenvolveu e ndo causou
nenhuma lesdo, ndo sendo constatada nenhuma alteracdo associada ao fungo (Haas-
Costa, Alves e Daros, 2010).

Segundo Pereira, Alves e Reis (1998), entomopatdgenos sdo muito especificos,
reduzindo assim o risco de infec¢do de organismos ndo-alvos. Isso ocorre por causa da
diferenca entre a fisiologia dos organismos. As aves apresentam temperatura corporal
superior a temperatura ideal de crescimento dos entomopatégenos, conforme observado

neste estudo.



446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

61

Bioensaio de Campo

Apesar da grande variagdo observada na populacdo entre os aviarios, em
nenhuma das avaliacGes foram constatadas diferencas estatisticas na populacdo dos
aviarios (Tabela 3). Ressalta-se que na dltima semana de avaliacdo, a populacdo no
aviario tratado era 15% menor que a original, no aviario testemunha, a populagédo
praticamente dobrou em relacéo ao seu valor inicial (Figura 6).

Contudo, com base no célculo da eficiéncia, que leva em consideracdo a
variacdo populacional pré e pés tratamento, comparando os aviarios tratado e ndo
tratado, a eficiéncia ap6s a primeira aplicacdo foi de 35,3%, passando para 54,4 e
finalmente 61,7%, mostrando a eficiéncia do fungo no controle do acaro, em duas
aplicacdes.

Também se comprova a acao mais lenta do fungo, se comparado com aplicacGes
de acaricidas quimicos, os quais alcancam mais de 80% de mortalidade em
aproximadamente trés dias (Keita et al., 2006; Meyer-Kihling et al., 2007), resultado da
complexidade do processo de infeccdo, que usualmente leva acaros a morte entre 4 a 7
dias apds a aplicacdo (Tamai, 2002; Immediato et al., 2015). O aumento gradativo da
eficiéncia de fungo no controle de &caros, também foi observado por Martins (2014),
que avaliou B. bassiana para o controle do &caro branco, Poliphagotarsonemus latus
(Acari: Tarsonemidae) em cultura de feijoeiro.

Além disso, pode-se observar que na terceira semana do inicio do experimento,
as populacdes se igualaram e na semana seguinte, ainda que com pequena diferenca,
houve uma diminui¢do no crescimento da populacdo tratada, enquanto que a populacao
do aviario testemunha aumentou. A diferenga no comportamento populacional se

evidencia pelas equacOes das retas de cada uma das populagdes, cujo valor negativo
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(populacdo do aviario tratado) indica queda e positivo para o aviario testemunha
confirma a elevacéo populacional e a eficiéncia do tratamento (Figura 6).

Resultados obtidos em campo podem ser mais eficientes levando-se em conta
que os fungos, apds causarem a morte do hospedeiro, iniciam o processo de colonizagédo
e esporulacdo no corpo do artropode, 0 que acontece dentro de quatro ou cinco dias. A
esporulacdo dos cadaveres com conidios viaveis aumenta a persisténcia do fungo no
campo fazendo com que demis individuos possam também ser infectados, ocasionando
uma maior eficiéncia com reducdo da populacdo de acaros (Immediato et al., 2015).

No Brasil, ndo ha registros de pesquisa realizada com isolados de fungos
entomopatogénicos visando o controle de D. gallinae, sendo este um estudo pioneiro
em laborat6rio e em campo.

A aplicacéo do fungo em agua+Tween® 80 (0,1%) pode ter diminuido o tempo
de exposicao dos acaros aos conidios viaveis, ja que ap0s exposic¢ao a agua, os conidios
iniciam o processo de germinacdo. Uma forma de melhorar o tempo de exposicéo e
aumentar a viabilidade pode ocorrer aplicando-se o fungo em uma formulagdo com dleo
emulsionavel, que apresenta uma protecdo aos conidios contra os efeitos de temperatura
e umidade, resultando em uma maior sobrevivéncia dos conidios. Além disso, o 0leo
tende a melhorar o desempenho do tratamento, pois reduz o tamanho das gotas,
aumentando a adesividade da suspensdo, garantindo maior contato com os acaros. O
6leo na formulacdo também pode auxiliar na fixacdo dos conidios no corpo dos acaros,
bem como nas estruturas do aviario (Batista Filho et al., 1998; Oliveira, 2009; Leite et
al., 2011).

Corroborando essa ideia, em trabalho de campo, Tavassoli et al. (2011)
utilizaram uma formulacdo de conidios em Oleo de girassol, afirmando que esta

apresenta maior afinidade com as penas, gaiolas metélicas e as demais estruturas do
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aviario, e constataram que os trés isolados avaliados se mostraram eficazes na primeira
semana apos a aplicacdo na maior concentracdo de 1 x 10° conidios/mL, e assim se
mantiveram até o periodo final do estudo.

A diferenca nos valores entre estudos de laboratorio e campo é explicada pela
presenca de fatores ambientais, como temperatura, umidade, direcdo e velocidade do
vento e incidéncia de luz solar, que ndo sdo controlaveis no campo e que podem
alterar/afetar a capacidade infectiva dos fungos (Oliveira, 2009).

O comportamento de D gallinae de manter-se escondido nas estruturas do
aviario representa a maior dificuldade encontrada pelos avicultores para 0 sucesso do
seu controle. Juntamente, com o efeito dos fatores ambientais, deve-se também
considerar a calibragem dos equipamentos de aplicacdo, a utilizacdo correta de bico e
pressdo do pulverizador a fim de se atingir de forma homogénea a maior parte das
estruturas do aviario.

Da mesma forma, deve-se levar em consideracdo o habito do acaro de se abrigar
em aberturas/frestas da estrutura ou embaixo dos comedouros, e 0 acimulo de sujeira
como restos de comida, penas e teias de aranha que impede que o produto aplicado
atinja de forma homogénea os acaros escondidos, expondo-os a sub-doses (Pereira,
2009).

Por esta razdo, Tucci e Guimardes (1998) e Pereira (2009) indicam que a adogao
de medidas integradas, incluindo préaticas preventivas, para auxiliar no controle do
acaro. A limpeza dos aviarios é uma das principais medidas para evitar infestacGes de
D. gallinae. Restos de comida, fezes, teias de aranha e penas devem ser removidos para
evitar que sirvam de abrigo para os &caros, bem como evitar a entrada de caminhdes,
funcionarios e caixas de ovos de locais infestados para locais ndo infestados. A

evacuacdo dos galpdes por periodos mais prolongados também seria uma estratégia para
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evitar que acaros venham a infestar um novo lote de galinhas. Medidas de controle
também podem ser aplicadas no periodo do vazio das galinhas quando &caros estdo mais
ativos em busca de alimento, ficando mais tempo a procura do hospedeiro e fora dos
abrigos.

Alguns autores sugerem que maior eficiéncia possa ser atingida mudando-se o
periodo do dia em que é realizada a aplicacdo. Durante o dia os &caros encontram-se
escondidos, saindo apenas a noite para realizar o repasto sanguineo. Neste periodo sdo
mais ativos e movimentam-se mais pela estrutura do aviario, podendo entdo ser
atingidos mais facilmente pelo produto aplicado (Pereira, 2009; Locher et al., 2010).

E possivel, também integrar vérias estratégias de controle. A combinacdo de
métodos de controle, conforme estudado por Steenberg e Kilpinen (2014), que
avaliaram a acdo de pds inertes (terra de diatomacea, silicas amorfas e sintéticas) com o
fungo B. bassiana, pode ser uma alternativa Gtil para controle de D. gallinae. A
combinacdo desses dois agentes de controle resultou em um aumento de 38% na
mortalidade do &caro, quando comparado com a ac¢do individual de cada um.

Considerando que a utilizacdo de fungo para o controle de pragas na avicultura e
também para D gallinae é muito recente, faltam trabalhos principalmente na parte de
campo, o que faz com que esse tipo de controle seja pouco utilizado.

O isolado Unioeste 88 de B. bassiana apresenta potencial para utilizacdo, sendo
ressaltada a importancia e a necessidade de novas pesquisas que incluam a formulacéo
do fungo ou avaliacdo de reaplicacdes e a sua integracdo com outras taticas de controle,
de forma a se construir uma estratégia de controle que seja eficaz e persistente e que
diminua os impactos causados pela utilizacdo de produtos quimicos ou nédo registrados

para este acaro.
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LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Mortalidade Confirmada, crescimento vegetativo, producdo de conidios em meio de cultura (ME) e em arroz, dos isolados de B.
bassiana selecionados previamente (26x£1°C, 70+5% UR e 14 horas de fotoperiodo).

"Mortalidade 2Diametro médio da

Isolado Confirmada (%) colonia (cm) 3Conidios/Colénia (108 4Conidios/cm? (108 5Conidios em Arroz (10%/g)
Unioeste 57 576 b 3,7a 4,4b 0,39 b 3,1c
Unioeste 62 64,3 ab 3c 2,7b 0,39b 46D
Unioeste 69 72,8 a 34b 5,4 ab 0,59 ab 3,8¢c
Unioeste 88 73,8 a 35b 7,1a 0,81 a 7,7a
CV (%) 17,9 6,2 53,9 38,6 14,5

L2°Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey HSD com comparacdo de Student Newman-Keuls
34Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com comparag8es maltiplas de Dunn
CV(%): Coeficiente de Variacédo
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Tabela 2: Crescimento vegetativo do fungo Beauveria bassiana isolado Unioeste 88, em
meio de cultura BDA, ap6s cinco dias de incubacdo em diferentes temperaturas
(26x1°C, fotofase de 14 h e 70% UR).

Crescimento

Temperatura (°C)

Presente Ausente
25 *
30 *
35 *
40 *

45 *
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Tabela 3: Numero médio de ninfas e adultos do &caro Dermanyssus gallinae em
armadilhas, nas avaliacbes pré e p6s aplicagdo do fungo Beauveria bassiana, isolado

Unioeste 88, Medianeira-PR, 22/01 — 19/02/2016.
Dias apds a aplicagdo do isolado Unioeste 88 (1X10° conidios/mL)

Pre-. 7% 14 21
Tratamento  Aplicagéo*
N N %E N %E N %E
Testemunha 19,7aA 51,32aA 35.27 31,48aA | 44,17aA 617
Unioeste 88 42 ,84aA 72,22aA 31,21aA 36,37aA

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey HSD ao nivel de 5%.

*Primeira aplicacdo do isolado Unioeste 88

**Segunda aplicagéo do isolado Unioeste 88
E%: Porcentagem de eficiéncia segundo Herdenson e Tilton (1955)
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Figura 2: a) Armadilha de madeira proximo ao local de acumulo dos &caros; b)
Armadilha de madeira com acaros; c) Armadilha de papel corrugado; d) Triagem das
fémeas ingurgitadas; €) Fémea de D. gallinae ingurgitada; f) Tubos de vidro contendo
fémeas do acaro
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Figura 3: a) Bloco de oito gaiolas; b) Estrutura interna do aviario; ¢) Armadilha de cano
PVC utilizada para amostragem; d) Cano de PVC contendo é&caros; e) Acaros
escondicos no interior do papel
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Figura 4: Acaros confirmados com os isolados do fungo Beauveria bassiana. a)
Unioeste 57; b) Unioeste 62; c) Unioeste 69; d) Unioeste 88
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Figura 5: Crescimento do isolado de Beauveria bassiana Unioeste 88 em diferentes
temperaturas de incubacéo
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isolado de Beauveria bassiana Unioeste 88, Medianeira-PR, 2016
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NORMAS DA REVISTA POULTRY SCIENCE

MANISCRIPT FORMAT AND STRUCTURE/STYLE
General

Papers must be written in English. The text and all supporting materials must use
American spelling and usage as given in The American Heritage Dictionary, Webster’s
Third New International Dictionary, or the Oxford American English Dictionary.
Authors should follow the style and form recommended in Scientific Style and Format:
The CSE Manual for Authors, Editors, and Publishers. 2006. 7th ed. Style Manual
Committee, Council of Science Editors, Reston, VA.

Preparing the Manuscript File

Manuscripts should be typed double-spaced, with lines and pages numbered
consecutively, using Times New Roman font at 12 points. All special characters (e.g.,
Greek, math, symbols) should be inserted using the symbols palette available in this
font. Complex math should be entered using MathType from Design Science
(www.dessci.com). Tables and figures should be placed in separate sections at the end
of the manuscript (not placed within the text).

Headings

Major Headings: Major headings are centered (except ABSTRACT), all capitals,
boldface, and consist of ABSTRACT, INTRODUCTION, MATERIALS AND
METHODS, RESULTS, DISCUSSION (or RESULTS AND DISCUSSION),
ACKNOWLEDGMENTS (optional), APPENDIX (optional), and REFERENCES.

First Subheadings: First subheadings are placed on a separate line, begin at the left
margin, the first letter of all important words is capitalized, and the headings are
boldface and italic. Text that follows a first subheading should be in a new paragraph.

Second Subheadings: Second subheadings begin the first line of a paragraph. They are
indented, boldface, italic, and followed by a period. The first letter of each important
word should be capitalized. The text follows immediately after the final period of the
subheading.

Title Page

The title page shall begin with a running head (short title) of not more than 45
characters. The running head is centered, is in all capital letters, and shall appear on the
top of the title page. No  abbreviations  should be  used.
The title of the paper must be in boldface; the first letter of the article title and proper
names are capitalized, and the remainder of the title is lowercase. The title must not
have abbreviations.
Under the title, names of authors should be typed (first name or initial, middle initial,
last name). Affiliations will be footnoted wusing the following symbols:


http://www.dessci.com/en/
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* 1, %, §, # ||, and be placed below the author names. Do not give authors’ titles,
positions, or degrees. Numbered footnotes may be used to provide supplementary
information, such as present address, acknowledgment of grants, and experiment station
or journal series number. The corresponding author should be indicated with a
numbered footnote (e.g., Corresponding author: name@university.edu).

Note that there is no period after the corresponding author’s e-mail address. The title
page shall include the name and full address of the corresponding author. Telephone
numbers and e-mail address must also be provided. The title page must indicate the
appropriate scientific section for the paper (i.e., Animal Well-Being and Behavior;
Genetics and Genomics; Immunology, Health and Disease; Metabolism and Nutrition;
Molecular and Cellular Biology; Physiology and Reproduction; Processing and
Products; Microbiology and Food Safety; Management and Production).

Abbreviations

Author-derived abbreviations should be defined at first use in the abstract and again in
the body of the manuscript. The abbreviation will be shown in bold type at first use in
the body of the manuscript. Refer to theMiscellaneous Usage Notes for more
information on abbreviations.

Abstract

The Abstract disseminates scientific information through abstracting journals and
through convenience for the readers. The Abstract, consisting of not more than 325
words, appears at the beginning of the manuscript with the word ABSTRACT without a
following period. It must summarize the major objectives, methods, results,
conclusions, and practical applications of the research. The Abstract must consist of
complete sentences and use of abbreviations should be limited. References to other
work and footnotes are not permitted. The Abstract and Key Words must be on a
separate sheet of paper.

Key Words

The Abstract shall be followed by a maximum of five key words or phrases to be used
for subject indexing. These should include important words from the title and the
running head and should be singular, not plural, terms (e.g., broiler, not broilers). Key
words should be formatted as follows: Key words: . . .

Introduction

The Introduction, while brief, should provide the reader with information necessary for
understanding research presented in the paper. Previous work on the topic should be
summarized, and the objectives of the current research must be clearly stated.

Materials and Methods

All sources of products, equipment, and chemicals used in the experiments must be
specified parenthetically at first mention in text, tables, and figures [i.e., (model 123,


http://www.oxfordjournals.org/our_journals/ps/for_authors/miscellaneous_usage_notes.html

86

ABC Corp., Provo, UT)]. Model and catalog numbers should be included. Information
shall include the full corporate name (including division, branch, or other subordinate
part of the corporation, if applicable), city, and state (country if outside the United
States), or Web address. Street addresses need not be given unless the reader would not
be able to determine the full address for mailing purposes easily by consulting standard
references.

Age, sex, breed, and strain or genetic stock of animals used in the experiments shall be
specified. Animal care guidelines should be referenced if appropriate.

Papers must contain analyzed values for those dietary ingredients that are crucial to the
experiment. Papers dealing with the effects of feed additives or graded levels of a
specific nutrient must give analyzed values for the relevant additive or nutrient in the
diet(s). If products were used that contain different potentially active compounds, then
analyzed values for these compounds must be given for the diet(s). Exceptions can only
be made if appropriate methods are not available. In other papers, authors should state
whether experimental diets meet or exceed the National Research Council (1994)
requirements as appropriate. If not, crude protein and metabolizable energy levels
should be stated. For layer diets, calcium and phosphorus contents should also be
specified.

When describing the composition of diets and vitamin premixes, the concentration of
vitamins A and E should be expressed as IU/kg on the basis of the following
equivalents:

Vitamin A

11U = 0.3 ug of all-trans retinol
11U = 0.344 ug of retinyl acetate
11U = 0.552 ug of retinyl palmitate
11U = 0.60 pg of B-carotene

Vitamin E

11U = 1 mg of dl-a-tocopheryl acetate
11U = 0.91 mg of dl-a-tocopherol
11U = 0.67 mg of d-a-tocopherol

In the instance of vitamin D3, cholecalciferol is the acceptable term on the basis that 1
IU of vitamin D3 = 0.025 pg of cholecalciferol.

The sources of vitamins A and E must be specified in parentheses immediately
following the stated concentrations.

Statistical Analysis: Biology should be emphasized, but the use of incorrect or
inadequate statistical methods to analyze and interpret biological data is not acceptable.
Consultation with a statistician is recommended. Statistical methods commonly used in
the animal sciences need not be described in detail, but adequate references should be
provided. The statistical model, classes, blocks, and experimental unit must be
designated. Any restrictions used in estimating parameters should be defined. Reference
to a statistical package without reporting the sources of variation (classes) and other
salient features of the analysis, such as covariance or orthogonal contrasts, is not
sufficient. A statement of the results of statistical analysis should justify the
interpretations and conclusions. When possible, results of similar experiments should be
pooled statistically. Do not report a number of similar experiments separately.
The experimental unit is the smallest unit to which an individual treatment is imposed.



87

For group-fed animals, the group of animals in the pen is the experimental unit;
therefore, groups must be replicated. Repeated chemical analyses of the same sample
usually do not constitute independent experimental units. Measurements on the same
experimental unit over time also are not independent and must not be considered as
independent experimental units. For analysis of time effects, use time-sequence
analysis.

Usual assumptions are that errors in the statistical models are normally and
independently distributed with constant variance. Most standard methods are robust to
deviations from these assumptions, but occasionally data transformations or other
techniques are helpful. For example, it is recommended that percentage data between 0
and 20 and between 80 and 100 be subjected to arc sin transformation prior to analysis.
Most statistical procedures are based on the assumption that experimental units have
been assigned to treatments at random. If animals are stratified by ancestry or weight or
if some other initial measurement should be accounted for, they should include a
blocking factor, or the initial measurement should be included as a covariate.

A parameter [mean (p), variance (02)], which defines or describes a population, is
estimated by a statistic (x, s2). The term parameter is not appropriate to describe a
variable, observation, trait, characteristic, or measurement taken in an experiment.
Standard designs are adequately described by name and size (e.g., “a randomized
complete block design with 6 treatments in 5 blocks”). For a factorial set of treatments,
an adequate description might be as follows: “Total sulfur amino acids at 0.70 or 0.80%
of the diet and Lys at 1.10, 1.20, or 1.30% of the diet were used in a 2 x 3 factorial
arrangement in 5 randomized complete blocks consisting of initial BW.” Note that a
factorial arrangement is not a design; the term “design” refers to the method of
grouping experimental units into homogeneous groups or blocks (i.e., the way in which
the randomization is restricted).

Standard deviation refers to the variability in a sample or a population. The standard
error (calculated from error variance) is the estimated sampling error of a statistic such
as the sample mean. When a standard deviation or standard error is given, the number of
degrees of freedom on which it rests should be specified. When any statistical value (as
mean or difference of 2 means) is mentioned, its standard error or confidence limit
should be given. The fact that differences are not “statistically significant” is no reason
for omitting standard errors. They are of value when results from several experiments
are combined in the future. They also are useful to the reader as measures of efficiency
of experimental techniques. A value attached by “+” to a number implies that the
second value is its standard error (not its standard deviation). Adequate re-porting may
require only 1) the number of observations, 2) arithmetic treatment means, and 3) an
estimate of experimental error. The pooled standard error of the mean is the preferred
estimate of experimental error. Standard errors need not be presented separately for
each mean unless the means are based on different numbers of observations or the
heterogeneity of the error variance is to be emphasized. Presenting individual standard
errors clutters the presentation and can mislead readers.

For more complex experiments, tables of subclass means and tables of analyses of
variance or covariance may be included. When the analysis of variance contains several
error terms, such as in split-plot and repeated measures designs, the text should indicate
clearly which mean square was used for the denominator of each F statistic. Unbalanced
factorial data can present special problems. Accordingly, it is well to state how the
computing was done and how the parameters were estimated. Approximations should
be accompanied by cautions concerning possible biases.
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Contrasts (preferably orthogonal) are used to answer specific questions for which the
experiment was designed; they should form the basis for comparing treatment means.
Nonorthogonal contrasts may be evaluated by Bonferroni t statistics. The exact
contrasts tested should be described for the reader. Multiple-range tests are not
appropriate when treatments are orthogonally arranged. Fixed-range, pairwise, multiple-
comparison tests should be used only to compare means of treatments that are
unstructured or not related. Least squares means are the correct means to use for all
data, but arithmetic means are identical to least squares means unless the design is
unbalanced or contains missing values or an adjustment is being made for a covariate.
In factorial treatment arrangements, means for main effects should be presented when
important interactions are not present. However, means for individual treatment
combinations also should be provided in table or text so that future researchers may
combine data from several experiments to detect important interactions. An interaction
may not be detected in a given experiment because of a limitation in the number of
observations.

The terms significant and highly significant traditionally have been reserved for P <
0.05 and P < 0.01, respectively; however, reporting the P-value is preferred to the use of
these terms. For example, use . . . there was a difference (P < 0.05) between control
and treated samples” rather than “. . . there was a significant (P < 0.05) difference
between control and treated samples.” When available, the observed significance level
(e.g., P =0.027) should be presented rather than merely P < 0.05 or P < 0.01, thereby
allowing the reader to decide what to reject. Other probability (o) levels may be
discussed if properly qualified so that the reader is not misled. Do not report P-values to
more than 3 places after the decimal. Regardless of the probability level used, failure to
reject a hypothesis should be based on the relative con- sequences of type | and Il
errors. A “nonsignificant” relationship should not be interpreted to suggest the absence
of a relationship. An inadequate number of experimental units or insufficient control of
variation limits the power to detect relationships. Avoid the ambiguous use of P > 0.05
to declare nonsignificance, such as indicating that a difference is not significant at P >
0.05 and subsequently declaring another difference significant (or a tendency) at P <
0.09. In addition, readers may incorrectly interpret the use of P > 0.05 as the probability
of a § error, not an a error.

Present only meaningful digits. A practical rule is to round values so that the change
caused by rounding is less than one-tenth of the standard error. Such rounding increases
the variance of the reported value by less than 1%, so that less than 1% of the relevant
information contained in the data is sacrificed. Significant digits in data reported should
be restricted to 3 beyond the decimal point, unless warranted by the use of specific
methods.

Results and Discussion

Results and Discussion sections may be combined, or they may appear in separate
sections. If separate, the Results section shall contain only the results and summary of
the author’s experiments; there should be no literature comparisons. Those comparisons
should appear in the Discussion section. Manuscripts reporting sequence data must have
GenBank accession numbers prior to submitting. One of the hallmarks for experimental
evidence is repeatability. Care should be taken to ensure that experiments are
adequately replicated. The results of experiments must be replicated, either by
replicating treatments within experiments or by repeating experiments.
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Acknowledgments

An Acknowledgments section, if desired, shall follow the Discussion section.
Acknowledgments of individuals should include affiliations but not titles, such as Dr.,
Mr., or Ms. Affiliations shall include institution, city, and state.

Appendix

A technical Appendix, if desired, shall follow the Discussion section or
Acknowledgments, if present. The Appendix may contain supplementary material,
explanations, and elaborations that are not essential to other major sections but are
helpful to the reader. Novel computer programs or mathematical computations would be
appropriate. The Appendix will not be a repository for raw data.
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Citations in Text: In the body of the manuscript, refer to authors as follows: Smith and
Jones (1992) or Smith and Jones (1990, 1992). If the sentence structure requires that the
authors’ names be included in parentheses, the proper format is (Smith and Jones, 1982;
Jones, 1988a,b; Jones et al., 1993). Where there are more than two authors of one
article, the first author’s name is followed by the abbreviation et al. More than one
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in the text as “(J. Smith, unpublished data).” Personal communications and un-
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References Section: To be listed in the References section, papers must be published or
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“personal communication” or “unpublished data” in the text.
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TABLES

Tables must be created using the MS Word table feature and inserted in the manuscript
after the references section. When possible, tables should be organized to fit across the
page without running broadside. Be aware of the dimensions of the printed page when
planning tables (use of more than 15 columns will create layout problems). Place the
table number and title on the same line above the table. The table title does not require a
period. Do not use vertical lines and use few horizontal lines. Use of bold and italic
typefaces in the table body should be done sparingly; such use must be defined in a
footnote. Each table must be on a separate page. To facilitate placement of all tables
into the manuscript file (just after the references) authors should use “section breaks”
rather than “page breaks” at the end of the manuscript (before the tables) and between
tables.

Units of measure for each variable must be indicated. Papers with several tables must
use consistent format. All columns must have appropriate headings.

Abbreviations not found on the inside front cover of the journal must be defined in each
table and must match those used in the text. Footnotes to tables should be marked by
superscript  numbers.  Each  footnote  should begin a new line.
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Superscript letters shall be used for the separation of means in the body of the table and
explanatory footnotes must be provided [i.e., “Means within a row lacking a common
superscript differ (P < 0.05).”]; other significant P-values may be specified. Comparison
of means within rows and columns should be indicated by different series of
superscripts (e.g., a,b, . . . in rows; x—z . . . in columns) The first alphabetical letter in
the series (e.g., a or A) shall be used to indicate the largest mean. Lowercase super-
scripts indicate P < 0.05. Uppercase letters indicate P < 1.1 or less.

Probability values may be indicated as follows: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,
and TP < 0.10. Consult a recent issue of Poultry Science for examples of tables.
Generally, results should be presented to the significant figure of the instrument used to
collect the data. For example, results should not be presented to 5 digits when the
instrument used only reads to 2 digits.

FIGURES/ILLUSTRATIONS

For information on how to submit figure files, please see the Oxford Journals page on
figureshttp://oxfordjournals.org/en/authors/figures.ntml. You can also send queries
about figure files topoultry.science@oup.com.

Permissions

All copyright permission must be cleared and, if necessary, paid for by the author; this
includes applications and payments to DACS (Data Access Control System), ARS
(Artists Rights Society), and similar licensing agencies where appropriate. It is also the
author’s responsibility to include acknowledgements as stipulated by particular
institutions.

Requirements

Submission of figures in an electronic format will help us to ensure that your work is
produced to the highest possible standard. This page contains information on how best
to prepare your artwork for electronic submission.

Most figure file formats are acceptable, although TIFF is preferable.

TIFFs (Tagged Image File Format) are used for bitmap, greyscale, and colour images.
To save files in TIFF format, go to the ‘Save As’ or ‘Export’ commands under ‘File’.

Before submitting artwork, please make sure that your image(s) fulfil the following
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Activity of someBrazilian isolates of entomopathogenic fungi against
poultry red mite Dermanyssus gallinae De Geer (Acari:

Dermanyssidae)

ABSTRACT

Poultry red mite Dermanyssus gallinae is a cosmopolitan and hematophagous species,
commonly found in chicken layer houses all around the word. Poultry mite infestations may cause
anemia, stress, lower body weight, lower egg production and mortality of hens. Control of mites is
based on chemical products, but they are not effective and leave residues in eggs; therefore,
alternative control methods are necessary, as the entomopathogenic fungi. This study aimed to
evaluate, in the laboratory, the activity of Brazilian isolates of entomopathogenic fungi against D.
gallinae. The mites were collected in a commercial chicken layer house and were sprayed conidial
suspensions (1 x 10° spores/ml) of five isolates of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae.
All tested isolates were pathogenic to the red mite, with confirmed mortality ranging from 22.9 to
52.4 %. This shows the potential of the isolates for future use in mite control, and reinforces the

need for further studies with other isolates, application strategies and with fungal formulations.

Keywords: hematophagous mites, microbial control, ectoparasites, laying hens.
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RESUMO

O é&caro vermelho das galinhas Dermanyssus gallinae é um acaro cosmopolita e hemat6fago,
encontrado em granjas de postura causando perda de peso, estresse, anemia, diminui¢do da postura
e morte das aves. Seu controle é baseado em acaricidas quimicos, que além de ndo serem eficazes
deixam residuos nos ovos, sendo importante a busca por alternativas de controle, como o uso de
fungos entomopatogénicos. Este trabalho objetivou avaliar em laboratdrio a atividade acaricida de
isolados brasileiros de fungos entomopatogénicos visando a futura utilizacdo no controle de D.
gallinae. Os é&caros foram coletados em aviario comercial de galinhas poedeiras e submetidos a
pulverizagdo de suspensdes de conidios (1 x10° conidios/ml) de cinco isolados de Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae. Todos os isolados testados foram patogénicos ao acaro
Dermanyssus gallinae, com mortalidade confirmada variando enre 22,9 a 52,4 %.. Isto demonstra o
potencial dos isolados e indica a necessidade de estudos com outros isolados, avaliagdo de

estratégias de aplicacdo e com formulacdes do fungo.

Palavras-chave: acaros hematdfagos, controle microbiano, ectoparasitas, galinhas poedeiras.
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INTRODUCTION

Brazil egg production is based on an intensive farming system, which ensures greater yield
in a smaller physical space. However, it favors the development of arthropod pests as Dermanyssus
gallinae (De Geer) (Acari, Dermanyssidae). Mites feed on poultry causing weight loss, decreased
egg-laying, blood spoliation anemia and, in more severe cases, it leads to death. Studies have shown
that the mite can carry Escherichia coli, Salmonella and Coxiella burnetii, and viruses (Saint Louis
encephalitis, the avian pox virus and the avian paramyxovirus type | or the New Castle disease) . In
all these cases, the mite may have acquired these microorganisms through blood repast in infected
birds (Moro et al., 2007; Harrington et al., 2011; Pereira, 2009; 2011; Sparagano et al., 2014).

Its control is based on chemical acaricides that are apparently effective because they cause
momentary reductions in the population of the pest. Misuse of these products can lead toresidues in
the eggs, poisoning of workers and poultry in chicken layer houses, environmental contamination;
and also can select resistant individuals to active ingredients (Chauve, 1998; Pereira, 2009;
Liebisch, 2011).

As alternative entomopathogenic fungi Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok isolates from Europe were evaluated against poultry red mites
(Steenberg & Kilpinen 2003). Also, studies conducted in the laboratory and in the field in Iran and
Egypt confirmed the action of fungal isolates from Europe and Asia against D. gallinae (Steenberg
et al., 2006; Kaoud, 2010; Tavassoli et al., 2008; Steenberg & Kilpinen, 2014).

However, in Brazil studies of alternative pest control are focused only on in vitro evaluation
of plant extracts (Morrone et al., 2001; Soares, 2012; Oliveira et al., 2014). Thus the objective of
the present study was to evaluate for the first time the pathogenicity of Brazilian isolates of B.

bassiana and M. anisopliae against D. gallinae.

MATERIALS AND METHODS
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Mites were collected in a commercial chicken layer house. Engorged females were selected
based on its description (Flechtmann, 1973) and placed in glass tubes sealed with voile fabric and
kept at 26°C, 70% RH and 12 h photoperiod for acclimatization until use in the experiment (Soares,
2012). Were evaluated fungi B. bassiana (Unioeste 01, Unioeste 02, Unioeste 04 and Unioeste 05)
and Metarhizium anisopliae (Unioeste 22) isolates (Table 1).

The fungi were grown in culture medium (sporulation medium) in Petri dishes (10 days at
26°C; 12 h photoperiod) (Alves et al., 1998). After incubation conidia were collected by scrapping
up the surface of the culture medium and a suspension of conidia was prepared (1 x 108
conidia/mL) in distilled water + Tween 80 at 0.01%. Fifteen adult female mites were transferred to
a Petri dish and received 1 mL of the conidial suspension with Potter spray tower (0.7 kgf/cm?). For
control, only distilled water + Tween 80 to 0.01% was applied. After application, the mites were
transferred to glass tubes sealed with voile fabric. Evaluations were daily for seven days. The dead
mites were removed with a fine-tipped brush and placed for confirmation of mortality by the fungus
in a humid chamber, and incubated in the same previous conditions. For all treatments were
prepared seven replicates with 15 mites. Experiments were repeated twice.

Experimental design was completely randomized..Data from total and confirmed mortality

were transformed into arcsen v 100 and analyzed for normality and homogeneity by the Shapiro-

Wilk and Levene's tests, and analyzed by Tukey’s test (p < 0.05) using Sisvar statistical software

(Ferreira, 2011).

RESULTS AND DISCUSSION

All B. bassiana isolates were pathogenic to the mite D. gallinae (confirmed mortality
ranging from 22,9 to 52,4%). There was significativelly difference only between Unioeste 2 from
Unioeste 4 isolates. The Unioeste 22 (M. anisopliae) caused 52.4 of total mortality and only 38.1 of

confirmed mortality (Table 1).
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Table 1. Total and confirmed mortality of D. gallinae by different isolates of entomopathogenic

fungi.
Treatment Host! Total mortality Confirmed
mortality
Control 25.7+1.29b 0.0+0.00c
Beauveria bassiana
Unioeste 01 Astylus variegatus (adult) 495+ 1.75ab 43.8+1.70 ab
Unioeste 02 Alphitobius diaperinus (larvae) 714+122a 65.7+1.14 a
Unioeste 04 Alphitobius diaperinus (larvae) 37.2+x171ab 229+1.28D
Unioeste 05 Alphitobius diaperinus (adult) 59.1+1.10ab 52.4+1.07 ab
Metarhizium anisopliae
Unioeste 22 Soil, Yerba mate plantation 52.4+£0.59 ab 38.1+0.56 ab
CV (%) 36.3 42.5

"Entomopathogenic Fungi Colection - Laboratory of Agricultural Biotechnology, Unioeste-Cascavel, PR, Brazil.
Astylus variegatus and Alphitobius diaperinus - Coleoptera: Melyridae and Tenebrionidae, respectively.
Means followed by the same letter in the column do not differ by Tukey’s test (p < 0.05)

Similarly, Steenberg & Kilpinen (2003) found 60% mortality of the poultry red mite by B.
bassiana and 30% with M. anisopliae in the laboratory. Also, the acaricidal activity of a
commercial product based on conidia of B. bassiana in a powder formulation was also
demonstrated under laboratory conditions, and it obtained 65% mortality after five days of
inoculation (Kaoud, 2010).

Isolates of M. anisopliae were also pathogenic against mite D. gallinae in the laboratory,
with mortality ranging between 40 and 70% depending on the tested isolates. Besides, under field
conditions, efficiency was also observed in commercial poultry houses treated with suspension of
conidia at high concentration (1 x 10° conidia/mL) (Tavassoli et al. 2008; 2011).1t should be noted
that this is a preliminary test with isolates from Brazil, and further research is suggested to find
more virulent isolates, and to test application strategies and fungal formulations, both in the

laboratory and in the field.
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