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RESUMO

MORAES, Ana Paula Rodrigues. Stomoxys calcitrans. Estabelecimento de coldnia e efeito
de Metarhizium anisopliae sobr e seus estagios imatur os. 2007. 52p. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias Veterinarias). Ingtituto de Medicina Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Veterinéria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Somoxys calcitrans € uma mosca hematéfaga associada a reducéo da produtividade, devido
ao estresse causado aos animais e a disseminacdo de patdgenos. O conhecimento do controle
de pragas, utilizando fungos entomopatogénicos, vem crescendo no decorrer dos anos, porém
poucos trabalhos tém sido realizados visando o controle de S calcitrans. O objetivo deste
estudo foi estabelecer uma col6nia de S calcitrans direcionada ao bioensaio de controle
microbiano, verificar o potencial patogénico de Metarhizium anisopliae sobre ovos, larvas e
pupas, e ainda, avaliar trés métodos de exposicdo dos ovos ao fungo estudado. Apds
adaptacdo das metodologias de criacdo de S calcitrans descritas na literatura, a col6nia foi
mantida no Laboratério de Dipteros Hematofagos — UFRRJ. Os bioensaios foram realizados
no Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes de Importancia Veterindria— UFRRJ,
onde foi utilizada a cepa 959 de M. anisopliae para elaboracdo das suspensdes aquosas. No
primeiro método, os ovos foram imersos na suspensdo (2,2 x 10® conidios/ml e diluicdes) e
transferidos para placa de Petri contendo algoddo hidréfilo. No segundo método (2,3 x 108
conidioyml e diluigbes) os ovos foram imersos e transferidos para 0 meio de
desenvolvimento larval. No terceiro método (2,1 x 108 conidios/ml e diluicBes), os ovos
foram depositados sobre a superficie do meio de desenvolvimento larval e uma aiquota da
suspensdo fungica foi adicionada. As larvas com nove dias de desenvolvimento foram imersas
na suspensio (2,1 x 10®° conidiosml e diluicdes) e transferidas para o meio de
desenvolvimento larval, enquanto que as pupas de 16 dias de desenvolvimento foram imersas
na suspensdo (2,3 x 10® conidiosml e diluicdes) e depositadas em placas de Petri. Foram
utilizadas diluicdes na concentracdo de 107, 10° e 10° conidios/ml e controle positivo e
negativo. A mortalidade foi avaliada no décimo dia g0s exposicéo, onde foi observado se
ocorria mudanca de estégio. Foi verificada alta mortalidade em todos os grupos (tratados e
controles) no primeiro método de exposi¢éo de ovos. Nos outros dois métodos, foram obtidos
100% de inviabilidade dos ovos expostos & concentracdo de 10° conidios/ml. No segundo
método, houve 92,5% de inviabilidade dos ovos, enquanto que no terceiro método, a
inviabilidade foi de 53,33%, ambos na concentragdo de 10” conidios/ml. As concentraces
subsegiientes ndo apresentaram diferenca significativa frente aos controles e nem entre os dois
métodos de exposicdo fungica. Nas exposicOes de larvas e pupas ndo ocorreu diferenca
estatistica entre os tratamentos e os controles. Suspensdes de M. anisopliae em dtas
concentracOes sd0 capazes ce inviabilizar ovos de S calcitrans, entretanto, isto ndo ocorreu
em larvas e pupas, pois o fungo ndo impediu 0 desenvolvimento destes. O método mais
efetivo para o controle das formas imaturas de S.calcitrans foi o segundo método, entretanto,
0 que mais se assemelha as condi¢Bes naturais seria o terceiro, onde foi obtido resultado
significativo apenas na maior concentracdo fungica. A adocdo de metodol ogias experimentais
gue simulem condigcbes naturais pode otimizar a utilizagd de fungos no controle de
artropodes, de forma que sua agdo ndo seja comprometida, quando aplicados no campo.

Palavras chave: Somoxys calcitrans, Metarhizium anisopliae, controle biol égico



ABSTRACT

MORAES, Ana Paula Rodrigues. Stomoxys calcitrans: colony establishment and effect of
Metarhizium anisopliae in their immatures stages. 2007. 52p. Dissertation (Master in
Veterinary Science) Veterinary Institute, Department of Veterinary Parasitology,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Stomoxys calcitrans is a hematophagous fly that is related to reduction in animal production
due to the stress and dissemination of pathogens. The knowledge in plague control, using
entomopathogenic fungi, has been growing year by year, but few works have been done to
control S. calcitrans. The aims of this study were rearing a colony of S. calcitrans to make a
bioassay of microbia control, verify the pathogenic potential of Metarhizium anisopliae in
eggs, larvae and pupae and access three methods of egg’s exposition to the studied fungi.
After methodologies adaptation of rearing S. calcitrans that are described in literature, the
colony was maintained in the Laboratério de Dipteros Hemat6fagos - UFRRJ. The bioassays
were done in the Laboratorio de Controle Microbiano de Atropodes de Importancia
Veterindria - UFRRJ, using the strain 959 of M. anisopliae in a water suspension. In the first
method, eggs were immersed in the suspension (2.2 x 10 conidia /ml and dilutions) and
transferred to Petri plates with hydrophilic cotton In the second methods (2.3 x 108
conidia/lml and dilutions), eggs were immersed and transferred to the larval rearding medium.
In the third method (2.1 x 10° conidia/ml and dilutions), eggs were put in the larval rearding
medium surface and one aliquot of fungus suspension were added. Larvae with nine days of
development were immersed in suspension (2.1 x 10° conidia/ml and dilutions) and after that
were transferred to the larval rearding medium while pupae with 16 days of development
were immersed in suspension (2.3 x 10® conidia/ml and dilutions) and were held in Petri
plates. Experiments were carried out with 107, 10° and 10° concentrations of conidia/ml and
positive and negative controls. The mortality was assessed on the 10" day after fungus
exposure. It was verified high mortality in al treated and control groups in the first method of
eggs exposure. In the other two methods the eggs exposed to 108 conidia/ml concentration
were 100% unviable. In the second method the eggs was 92.5% unviable and the third method
was 53.33% both in 10" conidia/ml concentration. The subsequent concentrations did not
show significant difference when compared to controls, neither between two methods of fungi
exposure. Larvae and pupae exposure did not show statistic difference between treated and
controls groups. Metarhizium anisopliae suspensions in high concentrations were capable to
make unfeasible eggs of S calcitrans; however, it did not happen in larvae and pupae
experiments, in which fungi did not prevent their development. The second method was the
best one to control immature forms of S. calcitrans but the third one resembles the nature
conditions, in which has significant result only in the highest fungi concentration.
Experimental methodologies that simulate nature conditions may optimize the utilization of
fungi in arthropods’ control, in a way that it does not modify its action when applied in the
field.

Key words: Stomoxys calcitrans, Metarhizium anisopliae, biologic control
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1. INTRODUCAO

Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) é um diptero hemat6fago conhecido como
“mosca dos estabulos’. Possuidora de picada dolorosa, esta mosca ocasiona grande
desconforto aos animais parasitados (MIHOK; CLAUSEN, 1996; BITTENCOURT, 1998).
Ela também esta associada a disseminagéo e transmissdo de diferentes agentes patogénicos
(TARRY; CARROLL, 1988), inclusive alguns responsaveis por infeccOes septicémicas
(SOULSBY, 1987).

A mosca dos estabul os esta presente em vérias regides do globo terrestre. Seus estudos
tém se difundido no decorrer dos anos, porém a nivel nacional, os diferentes aspectos que a
envolvem, como 0s prejuizos causados, ainda sdo escassos (BITTENCOURT, 1998). Moraes
(1990) destaca que a localizacdo do Brasil entre o Tropico de Capricornio e a linha do
Equador, resulta em clima tropical com regides de clima subtropical e temperado, o que
favorece a permanéncia da mosca em diferentes regifes do pais.

Associado a0 aumento da resisténcia aos produtos quimicos, diferentes
microorganismos tém sido pesquisados no decorrer dos anos, com intuito de verificar seu
potencial patogénico sobre os diferentes parasitos de importancia econdmica (DAVIDSON;
SWEENEY, 1983). Outro fator importante € a crescente conscientizagdo sobre a preservacdo
do meio ambiente e os efeitos negativos resultantes da utilizacdo desregrada destes produtos,
pois estes residuos quimicos tém sido verificados nos produtos derivados de animais de
producéo e no préprio ambiente. (ALVES, 1998).

No Brasil, os estudos sobre a patologia dos insetos iniciaram-se ha pouco mais de 70
anos, onde os trabalhos concentraram-se principamente nos fungos entomopatogénicos
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana (ALVES, 1998). A producdo comercia de
algumas espécies fungicas, incluindo M. anisopliae, tem sido realizada por agéncias privadas
ou governamentais. Sua utilizacdo como controlador biolégico e a aplicagdo no controle de
artrépodes pragas, tem crescido em todo o mundo (MCCQOY; TIGANO-MILANI, 1992).

Poucos trabalhos cientificos, envolvendo o controle microbiano de S calcitrans,
encontram-se disponiveis, dentre eles destaca-se o trabalho de Skovgard e Steenberg (2002),
os quais verificaram a prevaléncia de fungos entomopatogénicos na mosca dos estébulos e a
atividade de parasitoides sobre suas pupas. Outros dois trabalhos avaliam experimentalmente
a acdo entomopatogénica de M. anisopliae e de B. bassiana, sendo o primeiro realizado por
Berna et al. (2003) e 0 segundo por Watson et a. (1995).

O objetivo do presente estudo foi estabelecer uma coldnia de S. calcitrans direcionada
a utilizacdo em bioensaios de controle microbiano, verificar o potencial patogénico do fungo
M. anisopliae sobre ovos, larvas e pupas, e ainda, avaliar trés métodos de exposi¢do dos ovos
ao fungo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacdo M orfol6gica de Stomoxys calcitrans

A mosca dos estébul os possui tamanho similar ao da mosca doméstica. Medindo em
torno de seis milimetros, apresenta coloragdo acinzentada, quatro listras escuras longitudinais,
sendo as laterais mais curtas, ndo chegando até o final do escudo do térax. Seu abdome é mais
curto e possui trés manchas escuras arredondadas no segundo e terceiro segmentos
abdominais. Possui aparelho bucal do tipo picador, proeminente e projetado cranialmente,
localizado entre os curtos palpos. Este é provido de pequenas labelas que apresentam
estruturas similares a pequenos dentes. A veia M1, de sua asa se curva suavemente e acélula
Rs apresenta- se aberta, terminando no apice ou por detras da mesma (SOULSBY, 1987).

Os adultos sdo sexados pelo formato e disposi¢do dos olhos facetados, ou sgja, machos
possuem olhos holopticos e fémeas olhos dicopticos, e ainda, sdo distinguidos pelas
diferencas morfoldgicas da genitdlia (FURMAN; CATTS, 1982).

Os ovos apresentam um sulco longitudind em um dos lados, medem
aproximadamente um milimetro de comprimento e podem apresentar coloracéo variando de
branca a amarela (SOULSBY, 1987) ou pérola (MELLO, 1989). Medindo até dez milimetros
de comprimento, as larvas da mosca dos estdbulos sGo similares as larvas da mosca
domeéstica, excetuando-se suas placas estigméticas que sGo mais separadas e 0s espiréculos se
apresentam em forma de ‘'S (SOULSBY, 1987). As pupas sG0 menores que as de Musca
domestica e apresentam uma das extremidades mais delgada (NEVES; FARIA, 1988).
Newstead (1906) apud Macedo (2001) relata que as pupas inicialmente apresentam uma
coloragao branca, mas esta torna-se castanha em torno de duas horas.

2.2 Ciclo Biol6gico de Stomoxys calcitrans

Como amosca dos estébulos utiliza matéria organica para realizar sua postura, autores
como Guimaraes (1984) e Cook et a. (1999) destacam o desenvolvimento das fases imaturas
de S calcitrans em fezes de cavalos, bovinos, ovinos e principamente de aves
(GUIMARAES, 1984; BITTENCOURT, 1998). Bruno et al. (1993) mencionam que as fezes
acumuladas de aves confinadas constituem excelente substrato para o desenvolvimento de
dipteros e relatam que estes sd0 capazes de voar até 10 km de disténcia da &rea onde foi
realizada a postura, 0 que estaria relacionado a elevados prejuizos a pecuéria. Dos 16
municipios do estado de Sdo Paulo visitados neste estudo, em 31,25% foi confirmada a
presenca da mosca dos estabulos. Entretanto, Bayley et al. (1973) constataram que estas
moscas podem alcancar disténcias ainda maiores, ou sga, machos podem chegar a 29,91
quilémetros de distancia, enquanto que as fémeas acancam 29,11 quilémetros em 24 horas.

Guimardes (1983) relata que a alfafa, gréos ou farinhas umedecidas encontradas
embaixo dos coxos nos currais, pilhas de grama cortada em jardins, fezes de aves ou restilo de
usinas de aglcar constituem ambiente favorével para procriagdo da mosca dos estébulos,
principalmente quando este se apresenta amolecido e fermentado. Em trabalho realizado por
Badini et a. (2003), em propriedades leiteiras no municipio de Resende — RJ, constataram que
0 acumulo de esterco bovino junto aos currais, restos aimentares ao redor dos cochos de
alimentacdo, residuos de cervejaria (cevada) e de bebidas destiladas (caldo de arroz) nas
instalagdes estariam relacionados ao desenvolvimento desta mosca.

O ciclo de vida da mosca dos estébulos varia de 12 a 60 dias, estando diretamente
relacionado as caracteristicas climéticas da regido. Guimardes (1983) relata que uma fémea
adulta pode produzir até 632 ovos, fazendo mais de 20 posturas em toda sua vida.



Mello e Garcia (1988) observaram que o periodo de postura foi varidvel, entre trés e
17 dias, com média de 10,2 dias. Também foi observado um ritmo irregular de postura, onde
os interval os entre as mesmas foram de um a sete dias. O nimero de ovos por postura oscilou
de trés a 151 (X = 63,58 ovog/postura). Com estes dados, os autores destacam ndo haver
relacdo entre o nimero de posturas e 0 himero de ovos totais depositados. Foi verificada uma
periodicidade na deposicdo de ovos sem, entretanto, ser uma @racteristica harmoniosa ou
homogénea. Os ovos eclodem de um a quatro dias, entretanto, este periodo pode se prolongar
em ambientes de baixa temperatura (URQUHART et a., 1996) ou ser reduzido em locais de
temperaturas mais atas (GUIMARAES, 1983).

ApoOs aeclosdo, as larvas se adimentam de material organico vegetal, e amadurecem
num intervalo de seis a 30 dias (URQUHART et a., 1996). Guimaraes (1983) relata que o
periodo deste estégio variade 14 a 26 dias (?= 12 dias) atemperaturade 21 a26 ° C, e que as
larvas recém-eclodidas se aprofundam na matéria organica a procura de abrigo da luz, bem
como para evitar seu ressecamento. Os resultados obtidos gor Mello (1989) revelam que o
periodo larval dura em média 15,9 dias a temperatura de 18~C e 70-80% de umidade relativa
(U.R.). A variagdo entre o periodo de desenvolvimento larval encontrada nos dois estudos esta
relacionada diretamente as condicdes térmicas as quais as larvas foram expostas, pois maior
atividade metabdlica é constatada nas larvas expostas a temperaturas mais altas.

Através de cortes longitudinais Neves e Faria (1988) realizaram a coleta de pupas em
esterco bovino, verificando a espécie, profundidade e a freqliéncia em que foram encontradas
durante 0 ano. A pupacdo de S calcitrans pode ocorrer, segundo estes autores, em
profundidades maiores de dez centimetros, mas a emergéncia da mosca adulta torna-se mais
dificil. O maior nimero de pupas encontradas neste estudo estava em torno dos cinco
centimetros de profundidade.

A pupacdo pode durar de seis a dez dias, estando diretamente relacionada a
temperatura e umidade as quais as pupas foram expostas (SOULSBY, 1987). Isto foi
verificado em trabalho realizado por Guimaraes (1984), no qual o periodo pupal variou de seis
a 26 dias em temperaturas de 21 °C a 26 °C, enquanto que Mello (1989) obteve média de
desenvolvimento pupal de 35,3 dias a temperatura de 18°C e 70 — 80% U.R.

Mello (1989), relata que a temperatura de 27°C e 70-80% U.R. o desenvolvimento
embrionario, periodo larval e pupa foi de 1,72, 10,4 e 3,08 dias, respectivamente. A
eclodibilidade alcangada foi de 79,61 %. Das larvas obtidas, apenas 51,59% se tornaram
pupas, e destas, 89,16% se transformaram em adultos. Segundo 0 mesmo autor, 0 periodo
larval é considerado a fase critica do desenvolvimento do inseto, onde as perdas sdo
considerdvels, enquanto que o periodo pupal oferece maior seguranca no desenvolvimento do
inseto, pois a larva, antes de iniciar a pupacdo, procura locais para se proteger contra o
excesso de umidade ou ressecamento o substrato, inimigos naturais e predadores.

Nos locais de temperaturas mais elevadas a mosca dos estabulos desenvolve-se
continuamente, ndo havendo interrupcéo do ciclo de vida ao longo do ano (GUIMARAES,
1983). O esterco de aves poedeiras, que apresenta teor de umidade entre 45 — 55% favorece o
desenvolvimento das larvas de S. calcitrans (BRUNO et al., 1993).

Em geral, os adultos de S calcitrans vivem por até um més. Ocorrida a emergéncia, a
fémea inicia a oviposicao apos nove dias, aproximadamente (SOULSBY, 1987). Killough e
Mckinstry (1965) também destacam que a fémea néo realiza postura antes do oitavo dia de
emergida. Guimardes (1984) menciona um periodo maior de 18 dias, quando a temperatura
variade 21 a 26 °C. Segundo Mello (1989), é necessério que as fémeas realizem a ingestdo de
sangue antes de iniciar a atividade reprodutiva para que ocorra 0 amadurecimento de seus
ovérios. A dimentacdo leva aproximadamente trés minutos, mas € constantemente
interrompida em consequiéncia da dor ocasionada por sua picada nos animais parasitados
(CARRERA, 1991; URQUHART et a., 1996). Parr (1962) determinou que a mosca pode
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ingerir um volume de sangue equivalente a trés vezes a sua massa corporal em cada repasto
sanguineo, ou sgja, 8,6 mg em média.

2.3 Comportamento de Stomoxys calcitrans

Machos e fémeas sdo hematéfagos e podem ser observados aimentando-se em
diversas espécies, como bovinos, eqiinos, cdes, homem (GUIMARAES, 1983
BITTENCOURT, 1998), aves e até répteis (SOULSBY, 1987).

Laraet a. (1975) verificaram que em local onde ha intensa incidéncia solar, as moscas
preferem as cores branca e amarela, mas a sombra preferem a cor azul. CILEK (2003)
também observou maior preferéncia da mosca pela cor azul, quando comparada as cores
laranja e branca, porém ndo houwe diferenca significativa entre a cor azul e vermelha. Parr
(1962) observou que as vacas de pelagem preta foram as mais atacadas. Destaca ainda, que
tanto a cor como o0 odor seriam importantes quando as moscas se encontram proximas aos
animais a serem parasitados.

Diferentes resultados foram obtidos por Bittencourt (1998), onde foi observado maior
nimero de moscas em bovinos de pelagem vermelha e branca, seguida pela pelagem castanha,
preta e branca e amarela. Badini et al. (2003) constataram a preferéncia das moscas por vacas
de pelagem de colorag@o preta e branca, seguida pela preta, moura, baia e castanha. Porém,
em outro estudo constatouse que 0s animais mais parasitados possuiam pelagem castanha
(ALMEIDA et d., 2001).

Bittencourt e Moya Borja (2000) relatam a preferéncia da mosca dos estdbulos em se
alimentar nos membros torécicos, pela observacdo das lesdes ocasionadas por suas picadas,
principalmente nas extremidades dos membros. Isto estaria relacionado a disponibilidade de
vasos sangulineos superficiais existentes nesta regido, que favoreceria a sua alimentacdo. Em
estudo feito pelos mesmos autores em 2002, foi demonstrado que o parasitismo desta mosca é
realizado onde ha pouco ou ineficiente movimento cuténeo, ou seja, na regido abaixo do
joelho, espadua, costado, braco e codilho (BITTENCOURT; MOYA BORJA, 2002). Badini
et a. (2003) constataram a mesma preferéncia pelos membros toracicos, principalmente na
regido do brago, seguido pelo térax, abdémen, membros pélvicos, pescoco, cabeca e Ubere.

Urquhart et al. (1996) destacam que amosca adulta prefere a luz solar forte e se
alimentar ao ar livre, mas pode parasitar os animais mesmo em recinto fechado. Além disso,
ela € mais abundante no verdo e no outono, vivendo em torno de um més em condi¢des
naturais (SOULSBY, 1987), ou sga, nas épocas quentes do ano (GUIMARAES, 1983).
Neves e Faria (1988) relatam gque nos meses quentes e chuvosos (outubro a margo) € de se
esperar maior nimero de moscas adultas e pupas.

Carrera (1991) relata que 0 maior nimero de moscas sdo encontradas pousadas em
moirbes de cerca, muros ou paredes que ndo estgam distantes dos animais a serem
parasitados. Estes sdo atacados preferencialmente antes das dez horas da manha e ao
entardecer, ou sgja, as moscas evitam atacar nas horas mais quentes do dia. Apds a
alimentacdo estas preferem repousar em locais frescos e sombreados. Em estudo realizado na
Costa Rica por Herrero et al. (1989) constataram que os maiores nivels de infestacdo de S.
calcitrans, ao longo do dia, sdo observados as dez e 16 horas.

2.4 Perdas Econbmicas Causadas por Stomoxys calcitrans

Os danos causados pela mosca dos estabulos sdo dificeis de serem estimados, visto
gue eles podem estar relacionados aos diferentes efeitos do seu parasitismo. Rasmussen e
Campbell (1979) destacam que as perdas anuais nos Estados Unidos foram estimadas em 142
milhdes de ddlares. Gris et al. (2002) estimaram que no Brasil as perdas podem atingir mais
de 100 milh&es de dolares/ano.



Bruce e Decker (1958) mencionam que as perdas na produtividade animal podem
alcancar até 20%. Em um periodo de 100 dias, quando comparado o ganho de peso e a média
de infestacdo da mosca dos estdbulos em bovinos, foi verificado que os animais livres das
moscas apresentavam ganho/dia de 90g e 200g a mais que os parasitados por 50 e 100
moscas, respectivamente (CAMPBELL et al., 1977). Campbell et al. (1987) mencionam que a
presenca de 35 moscas parasitando 0 membro de um bovino sdo suficientes para ocasionar
perdas de 12% na conversdo alimentar e 20% em queda de peso. Outros autores
(DOUGHERTY et al., 1993) observaram reducdo no ganho de peso de bovinos na ordem de
28,65%, devido ao efeito direto das picadas.

Em seu estudo sobre 0 comportamento dos animais expostos ao parasitismo da mosca
dos estabulos, Bittencourt (1998) verificou que estes exibiam respostas as picadas, dentre elas
podem ser destacados o balancar de cabega, orelhas e movimentacéo cutanea, com o objetivo
de espantar as moscas e na ocorréncia de parasitismo intenso, os bovinos se aglomeravam.
Com is, aém de aumentar 0 consumo de energia, o pastejo é afetado, havendo deste modo,
influéncia negativa no ganho de peso. Inquérito epidemiolégico também foi realizado pelo
mesmo autor, no qual foi constatado que a mosca dos estédbulos pode gerar ateracdes
comportamentais nos bovinos. De acordo com os entrevistados, 98% relataram gque 0s animais
ficavam aglomerados, 100% responderam gue 0s animais apresentavam-se inquietos quando
picados pela mosca e 80% disseram que 0S animais procuravam a agua para se proteger.
Dentro deste mesmo contexto, 36,5% dos entrevistados responderam que a mosca
incomodava e ndo deixava os animais pastarem e 13,5% relataram que, além dos animais se
apresentarem inquietos, estes diminuiam a producgéo de leite.

Campbel et al. (1987) observaram que 0s animais suportam o parasitismo de até duas
moscas por membro torécico ou seis moscas em todo O corpo Ssem causar prejuizos
econdmicos, considerando-se 0 ganho de peso, conversdo alimentar e custos com inseticidas.

2.4.1 Lesbes

Outros prejuizos podem surgir pela agdo parasitaria da mosca dos estédbulos, como
lesdes de pele em bovinos, principalmente os que se apresentam em condicdo de magreza,
devido a menor camada de gordura subcutanea destes animais (PHILPOOT; EZEH, 1978).

White e Bourdeau (1995) verificaram que as lesdes ocorridas nas bordas e dobradura
das orelhas e extremidades do focinho de cées seriam ocasionadas pelas picadas de moscas,
como a mosca dos estabulos, 0 que desencadearia uma reacdo de hipersensibilidade, com o
desenvolvimerto de dermatites, inclusive ulcerativas e furuncul ose eosinofilica.

Em inquérito epidemiol égico realizado por Bittencourt (1998) foi constatado que 3,8%
dos entrevistados responderam que a mosca causava lesdes no pescogo e torax, 59,6%
relataram lesdes nos membros toracicos, 17,3% nos membros pélvicos, 1,9% no Ubere e
mesmo percentual nos tetos dos bovinos.

2.4.2 Ataque de Stomoxys calcitrans a humanos

O parasitismo da mosca dos estabulos ndo esta limitado aos animais, pois em locais
onde h& uma populacdo elevada, é possivel observar a mosca atacando as pessoas que 0S
manegjam. Também ha relatos da mosca parasitando as pessoas em praias da Florida, em
decorréncia ao acumulo e fermentacdo de diferentes espécies de algas em areas costeiras
(KING; LENERT, 1936), e ainda, em parques que apresentem gramineas cortadas e
acumuladas (HANSEN, 1951), mostrando que € possivel encontrar esta espécie em diferentes
regides, desde que seja fornecido um ambiente favoravel para oviposicéo e desenvolvimento
dos estagios imaturos da mosca.



2.4.3 Transmissao de agentes patogénicos por Stomoxys calcitrans

Do ponto de vista sanitério, as moscas dos estdbulos possuem grande importancia,
devido a sua condicdo hematofaga e capacidade de transmisséo ou veiculagcdo de agentes
patogénicos (GUIMARAES, 1983). Soulsby (1987) relata a capacidade de transmissio
mecanica de microorganismos patogénicos durante a sua alimentacdo, como as diferentes
espécies de Trypanosoma sp transmitidas aos equinos, bovinos, ovinos, caprinos, e até aos
humanos na Africa.

Como a picada da mosca dos estabulos € dolorosa (MIHOK; CLAUSEN, 1996;
BITTENCOURT, 1998), os animais reagem tentando espantar a mosca. Consegiientemente, a
disseminagao e transmissdo de agentes patogénicos, como protozodrios, riquétsias, bactérias,
fungos e virus sdo favorecidas (PHILPOOT; EZEH, 1978; FOIL et al., 1983; TARRY;
CARROLL, 1988), pois a0 se dimentar em animais positivos, a mosca é capaz de se infectar
e carrear diferentes microorgani smos patogénicos aos animais saudavels.

Soulshby (1987) menciona a mosca dos estdbulos como hospedeiro intermediério de
Habronema majus e como responsdvel pela transmissdo mecénica de agentes que
desenvolvem infecgbes septicémicas. Moscas adultas foram observadas veiculando ovos de
Dermatobia hominis tanto a campo como em condicdes laboratoriais (MOY A BORJA, 1982).
Em estudo experimenta realizado por Foil et al. (1983) foi verificada a capacidade de S.
calcitrans em carrear o virus da anemia infecciosa eqliina de péneis infectados aos sadios.

Stork (1979) correlacionou o0 pico de aparecimento de moscas dos estdbulos ao
aumento de casos de mastite em rebanhos leiteiros, o qual foi substanciado pelo isolamento de
Corynebacterium pyogenes nas moscas coletadas. Além disso, a adogdo de medidas de
controle de moscas resultou na diminui¢éo de casos da doenca nos rebanhos estudados. Em
estudo realizado por Badini et al. (2004), foi avaliada a capacidade de S. calcitrans em carrear
bactérias envolvidas nas etiologias das mastites. Neste estudo, foi constatada a espécie
Staphylococcus aureus aureus em 41,65% das amostras de leite de vacas leiteiras positivas
para mastite clinica ou subclinica e 50 % dos isolados encontrados nas moscas pertenciam a
mesma espécie. A similaridade entre isolado bacteriano das amostras de kite e de moscas
também ocorreu para Klebsiella oxytoca. Em outro estudo, espécies como Escherichia coli e
S. aureus também foram isoladas de amostras de leite de vacas positivas para mastite e de
macerado de moscas capturadas em mesma propriedade (MORAES, et al., 2004). Ambos os
estudos foram realizados em municipios onde uma das atividades produtivas é baseada na
producdo de leite e horticultura. Esta associacdo resulta na concentracdo de animais, acimulo
de esterco bovino e utilizacdo de cama de frango para a adubacéo de hortalicas, o que torna o
ambiente favoravel para o desenvolvimento e proliferacdo da mosca

2.5 Criacao de Stomoxys calcitrans em Condicdes L abor atoriais

Com relagdo a criagdo da mosca dos estabulos em condigdes laboratoriais, autores
relatam que sdo obtidos diferentes resultados, e que ha maior dificuldade em sua criacéo
guando comparada a criacdo de moscas domesticas (JONES, 1966; WATSON et a., 1995;
MACEDO, 2001; SKOVGARD; STEENBERG, 2002). O detalhamento com relacdo a
comparacao ertre os métodos de criacdo da mosca ou modelos de gaiola, fornecimento de
sangue, métodos para limpeza da gaiola, manipulacdo das larvas recémeclodidas e
metodol ogias para evitar a contaminagdo fungica em gaiolas séo pouco disponibilizados.

Avaliando-se o tipo de alimentacdo fornecida as moscas dos estabulos, foi verificado
gue com menos de duas a trés horas de realizada a emergéncia, estas rejeitam a alimentacéo
de sangue, solucdo acucarada ou égua. Esse comportamento estaria relacionado ao ndo
desenvolvimento completo dos receptores sensoriais existentes nas patas e pegas bucais, ja
desenvolvidos em moscas mais velhas (LEE; DAVIES, 1979). Foil e Hogsett (1994)
mencionam que os adultos dependem de sangue de vertebrados para sobreviver e se
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reproduzir, mas necessitam de pouco tempo com o hospedeiro para se alimentar. Jones (1966)
destaca que o fornecimento de sangue de bovinos, eqlinos, ou de suinos resulta em postura
satisfatoria, porém este resultado ndo é obtido quando sé&o utilizados sangue de carneiro,
cobaia ou de ratos. Sutherland (1978) constatou que moscas alimentadas com sangue de
herbivoros produzem mais ovos do que as alimentadas com sangue de carnivoros e onivoros,
mas a postura ndo € realizada quando as moscas sdo alimentadas com sangue de galinhas.

Em seu estudo, Parr (1962) alimenta suas moscas com sangue bovino citratado em
almofada de algod&o absorvente, o qual é oferecido duas vezes ao dia, em ambiente de 26,6°C
e 60-70 % de umidade relativa. Verificou que uma fémea chegou a ovipor 408 ovos
distribuidos em 11 posturas, com 71% a 76% de eclodibilidade. Meola et a. (1977)
constataram que a dieta de sangue fornecida as moscas ocasionou a secregdo de ferorménio
sexual, e 0 mesmo ndo foi observado nas moscas que ingeriram solugéo salina ou glicose.
Mello e Garcia (1988) destacam que a alimentacdo realizada diretamente sobre o hospedeiro,
ou sga, sangue “in natura’, fornece qualidade e temperatura do aimento para as moscas,
influenciando favoravelmente na longevidade e na postura destas.

Com relacdo a0 meio de desenvolvimento dos estagios imaturos de S calcitrans,
Putman (1983) relata que fezes frescas atraem diferentes dipteros e representa um meio de
desenvolvimento, onde as larvas completam seu ciclo em menor tempo. Para criagdo de
moscas Richardson (1932) e Doty (1937) utilizaram um produto comercial que possui grande
concentracdo de acucar, malte, farelo de trigo, farinha de afafa e casca de aveia. Moraes
(1990) obteve melhores resultados na criacdo de moscas dos estdbulos quando usou dieta
nutritiva composta por cana-de-agucar, farelo de trigo, farinha de carne, bicarbonato de sodio
associado ao vinhoto. Estes componentes sdo similares ao utilizado por Christmas (1970) e
Macedo (2001). Ambos os pesquisadores ndo usaram vinhoto na composicdo da mistura de
desenvolvimento larval e pupal. Christmas (1970) utilizava o farelo de peixe, enquanto
Macedo (2001) manteve farelo de carne em sua mistura

Macedo (2001) destaca que as larvas da mosca dos estdbulos se desenvolvem em
material organico variavel, desde que este se apresente Umido, fermentado e fridvel. Além
disso, atemperatura ndo deve exceder a 31,1°C, como observado por Hansens (1951), pois em
seu experimento ndo foram encontradas larvas de S calcitrans, quando esta temperatura
ultrapassada.

2.6 Controle Populacional de M oscas

Por razdes ecolbgicas, os produtos gquimicos iniciam seu declinio a medida que
organizagdes particulares ou oficiais investem em programas que evitem a poluicdo do
ambiente. Deste modo, novas pesquisas tém sido realizadas no aprimoramento do controle
biolégico ou no controle integrado (quimico e biolégico). Ha atuamente a tendéncia mundial
das indUstrias pecuarias em desenvolver produtos organicos, permitindo ao consumidor obter
alimentos livres de agrotoxicos, o que leva estas empresas a realizarem uma linha de producéo
ecologica de seus produtos (BERNAL et al., 2003). As pesquisas que avaliam fungos
entomopatogénicos como agentes no controle bioldgico tém aumentado no decorrer dos anos
em todo o mundo (MCCQOY; TIGANO-MILANI, 1992).

As drésticas modificagdes ocorridas na fauna e na flora estdo relacionadas a acéo
direta ou indireta do homem, sgja pela transformacdo do ambiente natural em érea urbana ou
rural, o que leva a extingdo da maioria das espécies nativas, ou ainda, a adaptacdo de algumas
espécies as novas condicdes. Neste mesmo contexto, certos dipteros, como a mosca dos
estabulos, apresentam alta capacidade de adaptacdo as condigdes ecoldgicas criadas pelo
aciimulo de material organico (GUIMARAES, 1983).

Soulsby (1987) menciona que os maiores problemas ocasionados pela mosca dos
estabul os estdo relacionados aos lugares onde podem ser encontradas condic¢des adequadas ao
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seu desenvolvimento. Com isso, as medidas de controle devem ser direcionadas a estes locais,
ou $ja, a umidade das camas ou feno associados as fezes, residuos alimenticios ou dejetos
vegetais acumulados em estabulos ou patios devem ser eliminados. A remocao dos residuos
alimentares Umidos também é relatada por Guimarées (1983), o qual destaca a necessidade
destes serem espalhados em uma &rea maior, com 0 objetivo de acelerar 0 processo de
secagem. E ainda, o acimulo de restos de culturas, plantas daninhas, cebolas, gramas devem
ser evitados, pois sua fermentacéo constitui um importante local de criag@o desta espécie. Foil
e Hogsette (1994) relatam que as larvas se desenvolvem em esterco, alimento derrubado pelos
animais ou vegetacdo deteriorada e que 0 mango adequado do habitat das larvas nas
instalagdes pode ser considerado um dos pontos mais importantes no controle da mosca dos
estabulos.

Com o objetivo de eliminar o substrato de desenvolvimento de S calcitrans e
Haematobia irritans, a remocédo das fezes dos bovinos resulta em um gasto médio de 0,348
ddlares, e quando sdo utilizados inseticidas, sdo acrescentados 0,021 dblares por vaca/dia.
Mesmo havendo um aumento do custo no manejo dos dejetos dos animais, a adocéo deste
procedimento é de grande importancia para a reducdo da resisténcia aos inseticidas
(LAZARUS et d., 1989) e da reducdo populacional dos estégios imaturos encontrados nestas
fezes, 0 que resultaria em menor nimero de moscas adultas parasitando os animais.

O uso indiscriminado de inseticidas nas granjas ndo € recomendével, devido a rapida
resisténcia adquirida pelas moscas aos produtos quimicos e ao risco de destruicdo de outros
artropodes, incluindo os predadores de ovos e larvas de dipteros (LEGNER; OLTON, 1968).
Herd et a. (1993) também destacam o impacto da utilizacdo de endoparasiticidas sobre a
populacéo de artrépodes nas fezes e o efeito potencial sobre a degradacédo e reciclagem de
nutrientes.

Outro fator importante relatado por GUIMARAES (1983) é a maior resisténcia das
moscas dos estdbulos, quando comparada as moscas domésticas, pois 0s resultados ndo sdo
téo satisfatorios no tratamento com inseticidas sobre o gado de leite e outros animais. Este
fato poderia estar associado ao comportamento da mosca de ndo permanecer por longo
periodo pousada no animal. Por isso, a aplicacdo de inseticidas, como os bioldgicos ou os
associados, nos locais onde estes dipteros costumam pousar e se desenvolver, como cercas,
muros, embaixo dos cochos, pocilgas e esterqueiras, podem vir a demonstrar melhores
resultados.

Segundo a Organizacéo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentagéo - FAO, o
Manegjo Integrado de Pragas — MIP é delimitado como um sistema de controle que, no
contexto ambiental e da dindmica populaciona de pragas, integra técnicas e métodos que sdo
capazes de manter a praga abaixo dos niveis economicamente prejudiciais (MOYA BORJA,
2003). Dentro deste aspecto, 0 controle integrado visa associar 0 uso dos inseticidas ao
controle biol6gico (MCCOY; TIGANO-MILANI, 1992). Benigno (1987) destaca que para a
adocdo de qualquer medida de controle contra determinado inseto, se faz necess&rio o
conhecimento de sua biologia e comportamento.

2.6.1 Fungos entomopatogénicos no controle de moscas

Diferentes microorganismos tém sido pesquisados com o objetivo de verificar a
capacidade entomopatogénica sobre o0s parasitos de importancia econémica e que apresentem
potencial de resisténcia aos inseticidas quimicos disponiveis no mercado (DAVIDSON;
SWEENEY, 1983). No Brasil, os estudos sobre a patologia dos insetos iniciaram-se ha pouco
mais de 70 anos e os trabalhos desenvolvidos com fungos entomopatogénicos, em controle
microbiano, concentram-se principalmente M.anisopliae e B. bassiana (ALVES, 1998).

A espécie fungica Entomophthora anisopliae, utilizada no controle das larvas de
besouro Anisoplia austriaca (Metchnikoff, 1879), foi considerada um marco na utilizagdo de
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microorganismos com finalidade de controle populacional. Atuamente esta espécie foi
reclassificada como pertence ao género Metarhiziium (ALVES, 1998).

Os fungos entomopatogénicos séo referidos por diferentes autores como 0s mais
eficazes an programas de controle biologico (HALL; PAPIEROX, 1982). Alves (1998)
menciona gque destes, cerca de 80% sdo responsaveis pelo desenvolvimento de doencas em
insetos, sendo a maioria relatada no Brasil. A sua ocorréncia enzodtica como epizodtica, em
condicdes naturais, deve ser destacada como um fator na reducdo das popul agdes de pragas.

Em estudo redlizado por Neves e Faria (1988), foi constatado que as pupas de S
calcitrans foram encontradas principalmente nos meses de novembro, dezembro e janeiro.
Assim, sabendo-se que a maior fregliéncia de pupas e moscas ocorre a partir de outubro,
0s autores consideram que esta época seria estratégica para o controle biol égico.

Avaliando-se a influéncia da idade como fator importante na patogenicidade dos
fungos B. bassiana e M. anisopliae sobre dipteros como M. domestica, Phormia regina e
Hylemya antiqua, Rizzo (1977) constatou que os fungos ndo apresentaram patogenicidade
significativa as moscas adultas. Quando observada a taxa de mortaidade, a espécie B.
bassiana foi mais efetivaem M. domestica e P. regina, enquanto que para H. antiqua néo
houve diferenca significativa. Além disso, aidade dos trés dipteros utilizados n&o influenciou
no tempo letal destes fungos entomopatogénicos.

A ocorréncia natural de B. bassiana em M. domestica foi verificada por Steinkraus et
al. (1990), atraves da coleta em fazendas de Nova York, com o isolamento e identificacéo
deste fungo. Concluiram em seu estudo, que esta espécie poderia ser utilizada como um dos
meios de controle biolégico da mosca, devido a alta susceptibilidade dos adultos e a baixa
viabilidade pupal das larvas expostas experimentalmente as suspensdes conidiais de B.
bassiana. Madeira (1998) isolou E. muscae em moscas domésticas capturadas em fazendas de
Itatiba— SP, objetivando a realizagéo de bioensaios com cepas de origem tropical.

A utilizacdo de B. bassiana, B. brongniartii, M. anisopliae, Paecilomyces farinosus,
Tolypocladium cylindrosporum e Verticillium lecanii em suspensdes aquosas de 10°, 107, 1¢°
e 10° conidios/ml em larvas de M. domestica foi redizada por Barson et a. (1994). Eles
constataram que todas as suspensdes de T. cylindrosporum evitaram a emergéncia das pupas.
O mesmo ocorreu para M. anisopliae, nas suspensdes 10° e 10" conidios/ml, enquanto que nas
concentracdes de 10° e 10° conidios/ml houve emergéncia de 1% e 16%, respectivamente. A
mortalidade dos adultos foi verificada entre 0 sexto e nono dia pds-tratamento, onde se
concluiu que a espécie M. anisopliae foi a mais patogénica, pois 100% das moscas adultas
estavam mortas no sexto dia.

Senna-Nunes (2000) redlizou o isolamento e identificacdo de Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Cladosporium sp., Alternaria sp. e Curvularia sp., provenientes de moscas
domeésticas capturadas em ambiente natural. Senna-Nunes et a., (2002) contataram que 0
percentual de sobrevivéncia de larvas de M. domestica foi de 63,75% e 72,50%, apds
exposi¢ao a duas cepas de P. corylophilum na concentracéo de 10® conidios/ml, enquanto que
a emergéncia das moscas provenientes destas larvas foi reduzida para 45,00% em ambas
cepas.

Em trabalho experimental realizado no continente africano por Kaaya (1989), no qual
espécimes de Glossina morsitans morsitans foram expostas a diferentes fungos
entomopatogénicos, ainda na fase de larva, foi constatado que B. bassiana e M. anisopliae
obtiveram maiores taxas de mortalidade e que estas aumentavam conforme a idade das
moscas. Entretanto, quando as moscas foram tratadas com P. fumoroseus e P. farinosus, estes
fungos ocasionaram baixas taxas de mortalidade. A dose utilizada para ocasionar a morte
destas moscas também estd4 diretamente relacionada as concentragbes empregadas nas
suspensdes fangicas (10° a 10°), embora n&o tenha sido observado o aumento na inviabilidade
das pupas provenientes das larvas expostas a estes fungos.



Em trabalho realizado por Kaaya e Okech (1990a) foram identificados A. niger, A.
flavus, Aspergillus sp, Penicillium sp. e Fusarium sp. em adultos de G. pallidipes capturadas
na cidade de Nairobi — Kenya. Em suas pupas foram obtidas as duas espécies de Aspergilluse
Penicillium sp. citadas acima, além de Rhizopus sp., Mucor sp. e Trichoderma sp.

Esporos de B. bassiana (1,4 x 10° esporos/g) e M. anisopliae (2,3 x 10° esporos/g)
foram misturados a areia estéril (1,0 g/litro), e em seguida, larvas de G. morsitans morsitans
foram adicionadas. As moscas, provenientes das pupas formadas na mistura, tiveram ata
mortalidade apds dois a dez dias de realizada a emergéncia, sendo 97% ocasionada por B.
bassiana e 80% por M. anisopliae. Menores concentragoes de esporos (0,5¢/litro de areia)
resultaram em baixa mortalidade, ou sga, 60% e 40%, respectivamente (KAAYA;
MUNYINY, 1995). Este estudo teve como objetivo verificar a aplicabilidade da utilizacdo de
fungos no meio de desenvolvimento dos estégios imaturos da mosca, permitindo desta forma,
gue novos estudos sejam desenvolvidos no controle populacional da mosca Tsetse.

Na avaliacéo dos efeitos de M. anisopliae em G. morsitans morsitans e G. morsitans
centralis, Maniania e Odulgja (1998) verificaram que ambas foram susceptives,
principalmente as fémeas. E ainda, constataram que as moscas mais jovens resistiram a
infeccdo fungica por mais tempo. Ou sgja, as interagdes entre espécies, sexo e idade das
moscas foram significativas.

Steenberg et al. (2000) realizaram levantamento a campo sobre a ocorréncia natural de
fungos entomopathogénicos em moscas que encontravamse sobre o rebanho bovino.
Diferentes espécies fungicas foram isoladas, porém em baixa prevaléncia. Os fungos isolados
foram capazes de infectar experimentalmente moscas da face (Musca autumnalis) e moscas
do chifres (Haematobia irritans) em laboratorio. M. anisopliae foi a espécie mais virulenta
para a mosca da face, porém moscas domeésticas expostas ab mesmo isolado se mostraram
menos susceptivels. Este fungo causou 10% e 90% de mortalidade das moscas da face ap0s
sete e quatorze dias de exposicdo, respectivamente. A mortalidade de 90% foi alcancada aos
sete dias, quando a temperatura de 22°C foi alterada para 25°C em um segundo experimento,
mostrando a importancia da temperatura na atividade fungica sobre o inseto parasitado. Estes
mesmos autores destacam que o conhecimento dos fungos existentes em moscas que estéo
associadas a0 gado, além da sua utilizacdo experimental é necessario para a geracéo de
informacBes futuras na exploragdo de fungos no controle bioldgico de moscas que afetam o
rebanho bovino.

Em outro estudo, foi avaliada a patogenicidade de isolados fungicos sobre adultos,
pupas e ovos de H. irritans em condicOes laboratoriais. As moscas adultas foram susceptiveis
a 23 isolados na concentrago de 1 x 10® conidios/ml. Alguns isolados de M. anisopliae
alcancaram 100% de mortalidade dos adultos, enquanto que cepas de B. bassiana obtiveram
até 73,75% e P. fumoroseus alcangou 85% de mortalidade. Cepas de M. anisopliae foram
mais patogénicas as pupas do que as cepas das outras duas espécies, alcancando até 71,25%
de mortalidade. As suspensdes fungicas foram capazes de reduzir a emergéncia de moscas
provenientes de ovos expostos a concentragdo de 1 x 10° conidios/ml. Nesta concentracao,
cepas de M. anisopliae causaram mortalidade maxima de 63,75%, 50,0% e 46,25%, sendo
estes percentuais maiores dos que foram obtidos em B. bassiana (11,25 e 43,75%) e em P.
fumoroseus (20,0 e 27,5%). Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a espécie H.
irritans é susceptivel a acdo destes fungos nos estagios de larva, pupa e adulto, mas o efeito
patogénico dos fungos esta diretamente relacionado a cepa utilizada (AL GEL-SAHAGUN et
al., 2005).

Em experimento realizado por Lohmeyer e Miller (2006), adultos de H. irritans foram
expostos a superficies contendo conidios de M. anisopliae, B. bassiana e P. fumoroseus. As
moscas foram mantidas em condi¢des controladas (25°C, 85% U.R. e fotoperiodo de 12:12 h)
para a avaliacdo da mortalidade a cada 24 horas. Foi obtida mortalidade de 16,8% a 73% entre
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os dias dois e sete apis exposicdo ao fungo M. anisopliae, enquanto que a mortalidade das
moscas, entre 0 segundo e quarto dia, foi de 9,5% para 98,4%, quando estas foram expostas a
espécie B. bassana. Porém, P. fumoroseus manteve a mortalidade similar ao controle, de
6,8% a 33.3% entre os dias dois e sete.

Os melhores resultados obtidos com B. bassiana, no experimento descrito acima,
foram alcangados mesmo apresentando menor concentracdo de conidios para realizacdo da
exposicdo fungica, visto que cada grama deste fungo possuia 9,09 x 10° esporos, enquanto
que para M. anisopliae, a concentragdo foi de 4 x 10° conidios/g e para P. fumoroseus foi de
1,7 x 10° conidios/g do produto. Como foram utilizados 0,5 g dos produtos comerciais para
realizacéo do bioensaio, 0 nimero de conidios aos quais as moscas foram expostas néo foi
similar e mesmo assim, melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo do primeiro
fungo. Estes resultados mostram que os fungos B. bassiana e M. anisopliae sdo patogénicos
para adultos das moscas dos chifres e possuem potencial para serem utilizados em seu
controle populacional (LOHMEYER; MILLER, 2006).

Poucos trabalhos sobre a utilizagdo de agentes entomopatogénicos no controle
biolégico de S calcitrans sdo encontrados e, segundo Skovgard e Steenberg (2002), pouca
informagdo sobre a ocorréncia natural de fungos entomopatogénicos nesta mosca tem sido
descrita.

Cepas de B. bassiana, isoladas de moscas domesticas, foram utilizadas por Watson et
al. (1995) no controle de M. doméstica e S. calcitrans, onde verificaram a acdo fungica sobre
larvas e adultos da primeira mosca e de adultos da segunda em condigOes laboratoriais. As
moscas dos estébulos ndo foram tao susceptiveis as duas cepas fungicas quando comparadas
& moscas domésticas, pois somente suspensdes com altas doses de 1 x 10°® conidios/cn?
foram capazes de eiminar 70% e 84% das moscas expostas as cepas P89 e P90,
respectivamente. Segundo estes autores, a variagdo da mortalidade entre as duas moscas
poderia estar relacionada a diferenca existente entre a composicaéo da cuticula destas, o que
resultaria em diferente susceptibilidade a infecgdo fungica.

Steinkraus e Kramer (1987) conseguiram transmitir experimentalmente, em baixas
propor¢des, E. schizophorae de moscas domésticas as moscas dos estébulos. Skovgard e
Steenberg (2002) verificaram a prevaléncia de fungos entomopathogénicos em moscas
doméstica e em moscas dos estébulos. Como estas duas espécies co-habitam o mesmo
ambiente, estes autores relatam que isto favoreceria a ocorréncia de infecgdo cruzada, quando
as moscas estivessem descansando nas paredes ou em outras superficies. Em seu estudo, estas
moscas foram capturadas em fazenda de gado leiteiro e de suinos e mantidas em condicdes de
laboratorio. Os fungos foram isolados e identificados como E. schizophorae e E. muscae. A
segunda espécie foi encontrada em baixa prevaléncia (4%) em S. calcitrans, enquanto que em
M. domestica alcangcou 90%. Outros fungos foram isolados em baixa prevaléncia parasitando
S calcitrans, como Verticilium lecani (0,5%) e B. bassiana (0,6%).

Neste mesmo estudo, a transmissdo de E. muscae proveniente de cadaveres de S.
calcitrans a M. domestica foi efetiva, a qual resultou em 50% de mortalidade, mas o inverso
ndo foi alcangado, devido a dificuldade de criacdo de moscas dos estdbulos em laboratério, o
gue dificultou a realizagdo do experimento (Skovgard; Steenberg, 2002). Berna et al. (2003)
verificaram que suspensdes de M. anisopliae nas concentracdes de 1 x 10%, 1 x 10%, 1 x 10° e
1 x 10® ndo foram capazes de afetar a viabilidade de larvas de segundo instar de S calcitrans.

2.6.2 Biologia e acdo de fungos entomopatogénicos em insetos

Segundo Alves (1998) a interacéo fungo-hospedeiro apresenta as fases de adesfo,
germinacdo, formacdo de apressorios, formagdo de grampo de penetracdo, penetracdo e
colonizagdo. A primeira fase € complexa e ocorre apds a deposicdo do fungo sobre o inseto,
com o objetivo de preparar o local de contato para a penetracdo. Segundo St. Leger et al.
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(1991), M. anisopliae infecta a cuticula do hospedeiro, através de esporos que se aderem e
germinam, para formar uma série de estruturas de infeccdo durante a penetracao.

Dependendo do isolado utilizado, os deuteromicetos expostos a temperatura de 23 a
30°C e umidade relativa acima de 90%, podem iniciar a germinagdo a partir de 12 horas de
realizada a incubagdo. O apressdrio é formado a partir da dilataco das hifas localizadas na
extremidade do tubo germinativo e este inicia a fase de penetracdo na epicuticula e
procuticula do tegumento do inseto. Nesta fase, ha a influéncia do processo fisico, realizado
pela propria hifa terminal nas areas membranosas ou esclerotizadas, e 0 quimico, devido a
producéo e acdo enzimatica de proteases, lipases e quitinases que, agindo de forma conjunta,
favorecem a penetracéo fungica e 0 metabolismo do tubo germinativo (ST. LEGER et a.,
1991; ALVES, 1998).

A partir do engrossamento da hifa, ramificacéo inicial no tegumento e na hemocele, a
fase de colonizacdo ja esta estabelecida. O encapsulamento das estruturas hifais e 0 seu
crescimento limitado no interior do inseto sdo métodos adaptativos contra o sistema de defesa
do hospedeiro, pois durante este processo de colonizagdo, os fungos secretam toxinas que
podem afetar as células e estimular reacfes celulares e humorais em sua hemocele. Assim,
com a morte do inseto, o fungo obtém ambiente favorével para o crescimento e condicbes
para que as suas hifas filamentosas invadam todos os tecidos (ALVES, 1998).

Sweetman (1936) relata que os primeiros sinais de infeccdo dos fungos
entomopatogéni cos sobre 0s insetos aparecem em torno de trés a cinco dias apds o contato dos
esporos a cuticula ou ingestdo. Estes sinais podem ser influenciados pela temperatura e pelo
nimero de esporos ao qual o inseto € exposto. Alves (1998) destaca que 0s sintomas iniciais
da doenca podem aparecer como manchas escuras nas pernas, regides intersegmentais ou
distribuidas por todo o tegumento. A alimentacdo é interrompida e o inseto se torna
enfraquecido, apresenta paralisia, perda da coordenagdo dos movimentos e desorientacao.

Distlrbios nervosos sdo freglentemente observados nos Ultimos estagios da doenca
como movimentos vagarosos, perda do equilibrio e reflexos. O crescimento micelial pode ser
observado ap6s a morte do inseto (dois a oito dias), onde se verifica o crescimento de hifas do
interior a0 exterior do mesmo, através dos espiraculos e cuticula do hospedeiro. Os esporos
produzidos pelo fungo poderdo resultar em diferentes coloragdes, como cinza, verde,
vermelha, preta, entre outras. Além disso, o inseto torna-se rijo e mumificado (SWEETMAN,
1936; ALVES, 1998).



3MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagdo do Experimento

O processo de preparacao das suspensdes fungicas e os bioensaios foram realizados no
Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes de Importancia Veterindria. A formacéo
dacoléniade S. calcitrans foi realizada no Laboratdrio de Pesquisa de Dipteros Hematéfagos.
Ambos laboratdrios estdo localizados na Estacdo para Pesquisas Parasitolégicas W. O. Neitz
(EPPWON) do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rura do Rio de Janeiro (UFRRJ).

3.2 Criacdo de Stomoxys calcitrans em Condicdes L abor atoriais
3.2.1 Obtencéo de exemplar es de moscas adultas

As moscas adultas de S. calcitrans foram capturadas, independentemente do sexo, em
bovino pertencente ao Hospital Veterin&rio de Grandes Animais, Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro. A captura foi realizada neste local, devido ao
grande numero de moscas disponiveis, facilidade de acesso e manipulacdo do bovino. A
maioria das moscas apresentava abdome ingurgitado com o sangue do mesmo. Estas foram
capturadas, utilizando-se rede entomologica (BRITO, 2000), armazenadas em gaiola pléstica
de transporte e identificadas segundo Furman e Cats (1982).

3.2.2 Gaiolas entomolégicas

Inicialmente, paracriacéo de S calcitrans em condicoes laboratoriais, foram utilizadas
gaiolas de madeira (30 cm x 30 cm x 30 cm) cobertas nas laterais e teto com tela de nylon,
como descrito por Christmas (1970) e Brito (2000), mas houve a necessidade de serem
substituidas por gaiolas de materia pléstico, modificando-se 0 modelo descrito pelo autor
(CHRISTMAS, 1970). A gaiola maior (60 cm x 40 cm x 50 cm) foi destinada a criagéo de
moscas, enquanto que a menor (15 cm X 15 cm X 20 cm) foi utilizada no transporte ou para a
obtencdo de adultos em camara climatizada (B.O.D.).

Para a gaiola de criacdo, o fundo da caixa plastica foi retirado. Em seguida, tela de
nylon branca foi colada neste fundo e na parte superior. Assim, com a caixa de cabeca para
baixo, era possivel colocar o papel pardo na tampa e acomodar a caixa por cima desta. A
ventilacdo deste novo modelo era redlizada pelo teto da gaiola, onde a tela de nylon foi fixada.

Foi realizado um orificio em torno de 20 cnf na lateral mais estreita da caixa,
permitindo 0 acesso ao interior da gaiola para o fornecimento de agua e sangue. Um tecido de
algodao claro foi fixado nesta entrada, de tal forma que ficasse em formato tubular para evitar
a fuga das moscas no momento da introducdo da méo do tratador. Um elastico na ponta deste
tecido foi utilizado para melhorar a fixag&o do tecido ao punho do manipulador.

Para atenuar 0 estresse na gaiola de criac8o, a caixa possuia medidas maiores que as
recomendadas por Christmas (1970), além disso, pedacos de 20 cm de barbante foram
pendurados no interior da gaiola e metade da mesma foi coberta com papel pardo.

A caixa destinada a gaiola de transporte ou para obtencdo de adultos em B.O.D. foi
telada somente na tampa, e em uma das laterais foi realizado um orificio, seguindo o que foi
descrito para a gaiola de criagdo de moscas.

Para evitar a entrada de outros insetos pela tela de ventilacéo, estafoi coberta com um
tecido branco fino fixado nas laterais com fita adesiva, sem que entrasse em contato com a
tela de nylon. Isto ndo foi realizado nas gaiolas pequenas, pois estas permaneciam no interior
daB.O.D. ou quando utilizadas para o transporte, as moscas permaneciam por pouco tempo.
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A captura das moscas no interior das gaiolas era realizada com auxilio de um tubo de
ensaio de centrifuga (100 mm x 15 mm de didmetro). Para transferéncia de grande nimero de
moscas das gaiolas de transporte para as gaiolas de criacdo, 0 modelo da caixa de transporte
permitia que a porcao, onde et localizada a tampa, fosse acomodada no interior do tecido
tubular da caixa de criagdo de moscas. Desta forma, a tampa era suavemente deslocada,
permitindo a passagem de todas moscas capturadas para a gaiola de criagéo.

3.2.3 Temperatura e umidade

Um termOmetro digital foi colocado sobre a gaiola e no interior da B.O.D., com intuito
de se obter a temperatura e umidade relativa atual, maxima e minima diaria. A temperatura e
umidade foram conferidas diariamente, tanto nas gaiolas mantidas sobre a bancada, como as
mantidas na B.O.D.

Para a manutencdo da temperatura das gaiolas de criacdo, foi utilizada |ampada
incandescente de 200W, acesa todo o tempo, enquanto que as gaiolas pequenas para obtencdo
de adultos e os meios de desenvolvimento larval foram mantidos em camara climatizada a 27
+1° C e em torno de 70 — 80% de umidade relativa. Os valores médios, méaximos e minimos
de temperatura e umidade rel ativa estdo relacionados ao periodo de criacdo das moscas.

3.2.4 Limpeza da gaiola

Uma folha de papel pardo foi colocada no fundo da gaiola e trocada diariamente, para
facilitar a coleta de ovos e limpeza da gaiola. Semanamente, com o auxilio de esponja Umida
e papel toaha, foi realizada a retirada das fezes acumul adas nas paredes das gaiolas plasticas,
tendo-se o cuidado de ndo deixar goticulas de agua para evitar a aderéncia da mosca a parede
da gaiola e consegiente morte.

3.2.5 Obtencéo e fornecimento de sangue

O sangue utilizado na dieta das moscas foi proveniente de bovinos abatidos em
matadouro no municipio de Barra Mansa — RJ, no qua foi adicionado citrato de sodio a
0,38% (BENIGNO, 1987; WATSON et al., 1995). Este foi transportado em garrafa tipo “ pet”
de dois litros ao laboratério, para em seguida, ser transferido para pequenos sacos plasticos (4
cm x 20 cm) e armazenados em freezer. O sangue a ser fornecido pela manha (entre 8:00 e
9:00 horas) era retirado do freezer no dia anterior e armazenado no refrigerador para que
descongel asse lentamente.

O sangue descongelado era transferido a um Becker para ser aguecido em banho-
maria (em torno de 37° C), simulando a temperatura corporal do animal parasitado (MELLO,
1989). Este alimento foi fornecido em almofada de gaze as moscas adultas. Para confeccdo da
almofada, duas gazes eram colocadas lado a lado e uma terceira envolvia estas duas. Caso
houvesse algum coagulo de sangue formado, este era depositado no fundo da placa de Petri e
a amofada era colocada por cima para, em seguida, 0 sangue ser acrescentado. O sangue
deveria permanecer no interior da gaze para que as moscas ndo ficassem presas.

3.2.6 Fornecimento de 4gua

A &gua filtrada fornecida as moscas foi amazenada em Erlenmeyer (50 ml) com duas
gazes enroladas e introduzidas neste, tendo-se o cuidado em deixar uma extremidade da gaze
em contato com o fundo do recipiente e a outra parte exposta Esta agua foi trocada de dois em
dois dias. O novo método substituiu o anteriormente adotado, o qual foi utilizada placa de
Petri pequena contendo algoddo embebido com &gua filtrada e um tubo de ensaio, de 100
milimetros de altura e 25 mm de diametro, repleto de agua emborcado sobre este algoddo
(LYSYK,1998).
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3.2.7 Dieta para desenvolvimento larval e pupal

Para a obtencdo de larvas e pupas foi utilizado o meio desenvolvido por Christmas
(1970) e adaptado por Macedo (2001). Este foi composto por cana-de-agUcar (66g), farelo de
trigo (25g), bicarbonato de sodio (1g) e agua destilada (127ml). A farinha de carne (8g) foi
substituida por carne moida, em mesma quantidade, pois esse ingrediente ndo esta disponivel
no mercado.

Para a preparacdo da mistura, o interior do bagaco da cana-de-acUcar foi retirado,
cortado em pedacos menores e triturado no liquidificador, obtendo-se desta maneira, um
farelo grosso. Em seguida, os componentes citados acima foram adicionados e
homogeneizados.

A dieta foi armazenada em Becker de vidro de 600 ml, em torno de 50g, o que
resultou em uma mistura com altura méxima de sete centimetros. Os recipientes foram
cobertos com tecido de algodéo branco e amarrados com barbante (CHRISTMAS, 1970). Jaa
mistura destinada a exposi¢ao fungica de ovos e larvas, foi armazenada em tubos de ensaio de
vidro (200 mm X 25 mm de didmetro) e fechados com rolha de algoddo hidréfilo revestido
com tecido fino.

Os recipientes foram colocados em saco de polipropileno, e autoclavados (120°C/20
minutos). Posteriormente, estes foram armazenados em refrigerador. A cana-de-agUcar e carne
bovina moida n&o utilizadas no momento da preparacdo do meio de desenvolvimento larval
foram armazenadas em sacos de polipropileno e congeladas.

3.2.8 Contaminacao fungica

Os fungos contaminantes, provenientes da gaiola de madeira e do meio de
desenvolvimento larval, foram repicados, com auxilio de aca de platina, em placa de Petri
contendo Agar Batata Dextrose (BDA) e estas incubadas a 25°C + 1, 70 - 80% U.R. em
B.O.D. ApGs crescimento fungico, o material foi encaminhado para o Departamento de
Micologia da FIOCRUZ, onde foi realizada a identificac&o.

Os fungos enviados foram repicados para tubo de vidro com tampa contendo meio de
cultura BDA, e identificados através da observacdo das caracteristicas macroscopicas e
microscopicas, levando em consideracdo as caracteristicas da colOnia, tais como: crescimento,
aparéncia da superficie da col6nia, cor e exame microscdpico das estruturas de reproducdo em
exame de lamina direta, utilizando-se Lactofenol de Amman acrescido de azul de agodéo.
Estas foram observadas sob microscopio optico (400 e 1000X) (ALVES, 1998).

3.2.9 Obtencéo de ovos

Os ovos foram coletados e contados diariamente, no momento do fornecimento do
sangue para alimentacéo. Benigno (1987) e Mello (1989) relatam que a propria gaze utilizada
no fornecimento de sangue pode ser considerada como um meio para Ovipos Gao,
principalmente quando as placas permanecem na gaiola por mais de 24 horas. Segundo Mello
(1989), o sangue se torna envelhecido, entra em decomposicéo e libera vapores amoniacais
gue estimulam a postura.

Os ovos, muito aderidos ou quando em grande quantidade, foram retirados através da
imersdo da gaze em cdalice de vidro com &gua destilada estéril. Apds alguns minutos, 0s ovos
acumulados no fundo do calice permitiam o descarte do sobrenadante e acréscimo de mais
agua destilada estéril, até que o contetido do célice se tornasse limpido, como descrito por
Mello (1989).

3.2.10 Obtencao daslarvas
O mesmo procedimento foi realizado para a obtencéo dos ovos. Com uma seringa de
insulina, a égua destilada residua foi retirada e os ovos transferidos para a mistura de
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desenvolvimento larval. Desta forma, se evitou que a &gua destilada fosse despegjada na
mistura, reduzindo assim, a chance de proliferagdo fungica contaminante.

Os métodos adotados por Benigno (1987) onde ovos s&o transferidos para a mistura,
com o auxilio de uma pipeta acoplada a uma péra de borracha e as larvas de primeiro instar
S0 obtidas através da pré-incubacdo de ovos em placa de Petri de vidro com papel filtro
Uumido foram abandonados, devido a proliferacdo de fungos contaminantes e a morte das
larvas.

Para a determinagcdo da idade, algumas larvas foram utilizadas para observacéo dos
espiracul os respiratdrios com objetivo de determinar o dia da coleta das larvas para realizacéo
do bioensaio. A literatura menciona a utilizacdo de larvas de M. domestica com 72 horas de
vida. Watson et al. (1995) e Lecuona et a. (2005) utilizaram larvas de mosca doméstica de
segundo e terceiro instar para a exposicao fungica, respectivamente. Este procedimento foi
realizado sem sucesso no presente estudo, pois as larvas de S calcitrans sdo extremamente
frégeis e sua manipulacdo resultou em grande niUmero de larvas mortas. Por esta raz&o, foram
utilizadas larvas com nove dias de desenvolvimento para realizagdo do bioensaio.

Ao nono dia, a mistura foi despgjada em bandeja plastica e as larvas foram coletadas
cuidadosamente com o auxilio de pinca entomoldgica e pincel fino para realizacdo do
bioensaio.

3.2.11 Obtencéao das pupas

Redlizada a deposicéo dos ovos na dieta, como descrito acima, foram aguardados 16
dias para a retirada das pupas presentes na mistura para realizagdo do bioensaio. Da mesma
maneira, a mistura foi despejada em bandeja pléastica e as pupas foram coletadas com auxilio
de pinca entomol 6gica.

3.2.12 Obtencéo de adultos

Para a obtencdo de adultos, as pupas foram coletadas no vigésimo dia de
desenvolvimento. Estas foram depositadas em placas de Petri (WATSON et al., 1995), no
interior de gaiolas plésticas pequenas, em B.O.D., até a emergéncia dos adultos (BRITO,
2000). Benigno (1987) manteve as pupas em camara climatizada, para posterior transferéncia
dos adultos recém-emergidos para gaiolas de madeira telada de nylon. Assim, as pupas se
desenvolvem em condigbes controladas de temperatura e umidade, e ainda facilita a
determinac&o do dia de emergéncia.

3.3 Fungo Entomopatogénico Metarhizium anisopliae
3.3.1 Obtencao da amostra fungica

O fungo utilizado no teste in vitro foi Metarhizium anisopliae, cepa 959, isolado
previamente de cigarrinha das pastagens (Mahanarva posticaata) e testada no carrapato
Boophilus microplus no Rio de Janeiro. Este fungo € mantido pelo Departamento de
Entomologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz ESALQ-USP e pelo
Laboratério de Controle Microbiano de Artrépodes de Importancia Veterindria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.3.2 Elaboracéo das suspensdes fungicas

A elaboracéo da suspensdo fungica foi realizada em fluxo laminar, e préximo ao bico
de Bunsein, onde o fungo M. anisopliae foi inoculado em placas de Petri contendo Agar
Batata Dextrose (BDA). Estas foram armazenadas em camara climatizada com temperatura de
25 = 1°C, 70-80% de umidade relativa ApOs quinze dias de inoculagdo, as placas
apresentaram crescimento fungico suficiente para o fornecimento de dois quadrados de 1 cn?
do meio para serem depositados em arroz (ALVES, 1998).
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Para a producdo de conidios foi utilizado arroz parboilizado. Por¢bes de 60g de arroz
foram separadas em sacos de polipropileno, onde foram acrescentados 30 ml de agua
destilada. Estes sacos foram lacrados com barbante e autoclavados por 20 minutos a 120°C.
Apos resfriamento, inocularamse, em camara asséptica de fluxo laminar, dois quadrados do
meio contendo o fungo esporulado. Os sacos foram homogeneizados diariamente,
permanecendo em camara climatizada nas mesmas condi¢des das placas até que todo arroz se
apresentasse colonizado e esporulado, ou sgja, apresentasse uma cobertura pulverulenta verde
(ALVES, 1998; LECUONA et d., 2005).

Para a elaboracdo das suspensdes fungicas, uma porcdo de arroz semeado foi
depositada em Becker estéril, acrescentando-se 50 ml de &gua destilada estéril e espalhante
adesivo Tween 80 (0,01%). Ap6s um minuto de agitacdo intensa, com o auxilio de uma pipeta
plastica estéril, a suspensdo foi despejada em outro Becker contendo gaze estéril, com o
intuito de se retirar particulas maiores provenientes do arroz.

Para homogeneizacéo, foi realizada agitacdo manual da suspensdo, e em seguida,
prosseguiu-se com a contagem dos conidios em Camara de Newbauer, através da utilizacdo
de microscopio Optico. Entre cada contagem, a Camara de Newbauer foi lavada, enxaguada e
seca (ALVES, 1998).

A média da contagem por campo (n) foi multiplicada por um fator fixo (n x 4 x 10°), o
gue determina o nimero de conidios existentes na suspensdo (ALVES, 1998). A utilizacdo
desta metodologia teve como objetivo a preparacdo da suspensdo na concentracéo de 108
conidiosml e as sucessivas diluicdes nas concentragBes de 107, 10° e 10° conidios/ml
(BARSON et al., 1994; ALVES, 1998; SENNA-NUNES et a., 2002). Foram utilizados tubos
plasticos de centrifugacéo (50 ml) com tampa de rosca para realizagéo das diluicdes, ou sgja, a
concentracdo 107 foi obtida a partir da suspensdo na concentracdo 108, onde 1 ml desta foi
adicionado em 9 ml de &gua destilada estéril com espalhante adesivo Tween 80 (0,01%)
(LECUONA et a., 2005). Este procedimento foi realizado para as dilui¢cbes subsequentes
(WATSON et a., 1995; SENNA-NUNES et al., 2002).

3.4 Bioensaio

Os bioensaios foram elaborados para avaliar o potencial entomopatogénico de M.
anisopliae em ovos, larvas e pupas de S. calcitrans em condic¢des controladas, adaptando-se a
metodologia para a espécie em estudo (STEINKRAUS et d., 1990; BARSON et a., 1994;
SENNA-NUNES et al., 2002). Também foram realizados bioensaios com o objetivo de
avaiar o método de exposicdo de ovos a acdo parasitéria do fungo M. anisopliae

Somente foram utilizados individuos obtidos no dia da realizacdo do experimento,
mantendo- se assim a homogeneidade dos individuos expostos ao bioensaio.

3.4.1 Utilizagdo de grupos controle

Para cada bioensaio, foram utilizados dois grupos controles. O grupo denominado
controle negativo, ndo recebeu qualquer tratamento para observacdo do comportamento
biologico entre os individuos tratados e os néo tratados. E 0 grupo controle positivo foi
exposto ao diluente utilizado na suspensdo fungica, ou sgja, dgua destilada estéril acrescida de
Tween 80 (0,01%), para verificar possivel influéncia do diluente sobre o desenvolvimento dos
estagios imaturos da mosca. Os controles foram mantidos nas mesmas condi¢fes que 0s
grupos experimentais expostos as suspensdes aquosas de M. anisopliae (SENNA-NUNES et
a., 2002).

3.4.2 Exposicdo in vitro de estdgiosimatur os de Stomoxys calcitrans
Para facilitar a transferéncia dos ovos e larvas para 0S respectivos meios de
desenvolvimento foram utilizados pincel fino e seringa de insulina em estilete, enquanto que
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as pupas foram transferidas com o auxilio de pin¢a entomoldgica. Todos os tubos de ensaio e
placas de Petri, contendo os estégios imaturos de S calcitrans, foram mantidos em camara
climatizadaa 25°C + 1 °C, 70-80% U.R., até que fosse realizada a contagem das larvas, pupas
e adultos formados.

Em estudo realizado por Mello e Garcia (1988), foi obtido um nimero maximo de 508
ovos e um minimo de 317 ovos com 93,3% e 80,2% de eclodibilidade, respectivamente. Estas
moscas foram criadas a 27° C e 70 a 80 % de umidade relativa e alimentadas com sangue
bovino citratado. Estes dados serviram como base para a determinagdo do nimero de ovos a
serem expostos a acdo fungica, considerando-se o percentua de eclodibilidade.

3.4.2.1 Métodos de exposicao dos ovos as suspensdes fungicas

Para a exposicdo dos ovos ao fungo em diferentes concentragdes, trés métodos
distintos foram realizados, com o objetivo de se gjustar uma metodologia de bioensaio para
condicoes laboratoriais (BERNAL et al., 2003). A variacdo ocorrida entre 0 niUmero de ovos
obtidos para compor os grupos de cada bioensaio esta relacionada a possibilidade de
utilizacdo de todos ovos coletados no dia da exposicdo fungica, pois a andlise dos dados ndo
foi afetada, devido ao teste estatistico utilizado (SAMPAIQO, 2002).

No primeiro bioensaio 468 ovos foram utilizados. A suspensdo fangica foi preparada
na concentracdo de 2,2 x 10° conidios/ml e sucessivas diluigdes nas concentragdes de 107, 10°
e 10° conidios/ml. Cada grupo de 78 ovos foi imerso, por dois minutos, nas suas respectivas
suspensdes. Dois grupos de 78 ovos foram destinados ao grupo controle positivo e negativo.
Em seguida, todos os grupos foram transferidos de sua suspensdo a placa de Petri estéril,
contendo algoddo hidréfilo imido. Apos dez dias de exposicdo ao fungo, a contagem das
larvas formadas foi realizada, adaptando-se a metodologia para o estagio e espécie estudada
(WATSON et al., 1995; SENNA-NUNES et al., 2002). Neste bioensaio tentou-se realizar a
exposicao fungica de ovos e contagem de larvas formadas ndo alimentadas (BARSON et al.
1994).

O segundo bioensaio foi realizado como o primeiro, ou sgja, 80 ovos foram imersos na
suspensdo fingica na concentragdo de 2,3 x 10° conidios/ml, assim como para as sucessivas
diluicdes, totalizando 480 ovos utilizados neste bioensaio. Apds exposicao fungica, estes ovos
foram transferidos para tubos de ensaio, de 200 mm x 25 mm de diéametro, contendo dez
centimetros de altura da mistura de desenvolvimento larval, devido a necessidade da
utilizacdo deste meio para alimentacdo das larvas, adaptando-se a metodologia descrita por
Watson et al. (1995). Apds dez dias de incubacdo as larvas formadas foram retiradas do meio
de desenvolvimento larval e contadas com auxilio de microscopio estereoscopico.

No terceiro bioensaio foram obtidos 600 ovos e utilizada a concentracéo fungica de
2,1 x 10® conidiosml. Cada grupo de 120 ovos foi transferido para um tubo de ensaio
contendo a mistura para desenvolvimento larval. Em seguida, dois mililitros de cada
concentracdo da suspensdo fungica foi gotgjada, com auxilio de pipeta descartavel e péra, em
toda superficie do meio contendo os ovos. Estes tubos foram armazenados em B.O.D. por dez
dias, para a contagem de possive's larvas formadas. O método de gotegjamento foi adaptado a
partir de trabalhos que misturam o fungo a0 meio de desenvolvimento larval (KAAYA,;
MUNYINYI, 1995; WATSON et al., 1995). Este foi utilizado para verificar a influéncia da
metodol ogia de exposi¢céo dos ovos ao fungo.

3.4.2.2 Exposicdo de larvas as suspensdes fungicas

Grupos de 61 larvas com nove dias de desenvolvimento foram imersos na suspensao
flingica na concentracdo de 2,1 x 108 conidios/ml e sucessivas diluicdes, enquanto dois grupos
foram destinados aos controles positivo e negativo. Apds exposicdo, as larvas foram
transferidas para os respectivos tubos de ensaio contendo a mistura para desenvolvimento
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larval. As pupas formadas foram contadas no décimo dias apds realizacdo da exposicdo das
larvas.

As pupas formadas foram transferidas para placas de Petri estéril para contagem de
adultos emergidos até o 10° dia apds transferéncia. Como a metodologia descrita por Senna-
Nunes et a. (2002) foi utilizada para mosca doméstica, esta teve que ser adaptada para a
espécie avaliada, pois a mosca dos estébulos necessita de um meio para o desenvolvimento
larval e este, ndo permite arealizacdo da contagem diaria de larvas mortas sem que a
manipulacdo afete os resultados. Com isso, ndo foi possivel a avaliagdo da mortalidade
acumulada em interval os de tempo pré determinados.

3.4.2.3 Exposicao de pupas as suspensies fungicas

Neste bioensaio, 30 pupas formadas ao décimo sexto dia foram imersas por dois
minutos na concentracdo de 2,3 x 108 conidios/ml, assim como para as respectivas diluicdes
(BARSON et a.,1994). Foram utilizadas 180 pupas neste bioensaio. Apds a exposicao
fangica, todos os grupos foram transferidos para placas de Petri estéreis e a contagem de
moscas adultas formadas foi realizada no décimo dia apds exposicdo (LECUONA et d.,
2005).

Para realizagdo da contagem das moscas, as placas foram armazenadas por dois
minutos em congelador para que a atividade biolégica das moscas emergidas diminuisse,
facilitando assim a manipulacéo.

3.5 Viabilidade Conidial das Suspensdes Fungicas

Com o auxilio de uma pipeta, foram coletados dez microlitros de suspensdo fungica
em cada bioersaio, com o objetivo de avaliar a viabilidade dos conidios utilizados no
experimento. Estas aliquotas foram transferidas a duas placas de Petri contendo BDA e
antibidtico (estreptomicina na base de 500 mg/litro). As placas foram incubadas por 24 horas
em cdmara climatizada (25 + 1° C, 70-80% U.R.). A leitura foi realizada em microscopio
optico, onde se fez a contagem dos conidios germinados e dos ndo-germinados em faixas
correspondentes ao diametro vertical e horizontal do campo observado. O resultado foi obtido
em porcentagem de germinacdo, onde o nimero de conidios germinados foi dividido pelo
total de conidios contados e o resultado multiplicado por 100 (ALVES, 1998).

3.6 Contagem de Individuos Expostos as Suspensdes Fungicas

Para a contagem dos individuos existentes, a mistura de desenvolvimento larval de
cada tubo foi transferida para placa de Petri (150 mm de didmetro). Os individuos foram
separados e contados, com auxilio de estilete e pinga entomol égica. Uma segunda contagem
foi readlizada, com o auxilio de microscopio estereoscopico, para que nenhuma larva
permanecesse na mistura. Para a contagem das pupas 0 equipamento ndo foi utilizado, pois
estas sdo facilmente visualizadas.

3.7 Confirmacéo da Ac¢édo Fungica sobre os I ndividuos Expostos

Os individuos mortos encontrados foram imersos em solugéo de hipoclorito de sddio
(1%) por trés minutos, e em seguida, lavados por duas vezes em agua destilada estéril (um
minuto em cada lavagem), como realizado por Senna-Nunes (2000). Apoés lavagem, estes
foram armazenados em camara Umida para proliferacéo fungica, possibilitando desta forma, a
visuaizacdo em microscopio estereoscopico, das caracteristicas macroscopicas do fungo.
Observado o crescimento, estes fungos foram semeados entre lamina e laminula contendo
meio seletivo composto de agar aveia, dodine (acetato de n-dodecylguaniding), benomil
(Benlate 50WP, E. I. Dupont Nemours, Inc., Wilmington, DE) e clortetraciclina (CHASE et
al., 1986). Estes foram mantidos em camara climatizada por dez dias, para observacdo do
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micélio e identificacdo da espécie fungica utilizada no bioensaio (RIVALIER; SEYDER,
1932 apud SENNA-NUNES, 2000).

Foram considerados como individuos vivos agueles que, expostos a diferentes
concentracdes fungicas, foram capazes de passar para 0 estagio de desenvolvimento seguinte,
0u sgja, quantos ovos utilizados no bioensaio foram capazes de se tornar larvas, quantas larvas
expostas se tornaram pupas e quantas pupas se tornaram adultos. E ainda, nas larvas que se
tornaram pupas, quantas destas se tornaram adultos.

Também foi avaiado se existia diferenca entre a forma de exposicdo dos ovos ao
fungo, ou sga, se ocorreu diferenca entre 0 método de imersdo na suspensdo fangica e o
método de adicdo da suspensdo sobre 0 meio de desenvolvimento larval conterdo os ovos. E
ainda, apds exposicao dos ovos por imersdo, se houve diferenca entre depositéd-los na mistura
de desenvolvimento larval ou no algod&o Umido.

3.8 Andlise Edtatistica
A corregdo da mortalidade da testemunha dos ovos expostos foi realizada utilizando-se
aformula Abbott (ALVES, 1998).

Férmula de Abbott:

% da mortalidade do tratamento - % da mortalidade da testemunhba

% da mortalidade corrigida = 100 =
100 - % da mortalidade da testermunha

Foi utilizado o Teste de Qui-quadrado (X?) com o objetivo de verificar o percentual de
mortalidade existente entre as suspensdes flngicas nas concentracdes 10°%, 107, 10°, 10°
conidios/ml, controle positivo e controle negativo e a ocorréncia de diferenca significativa
entre estes tratamentos em cada estégio imaturo de desenvolvimento da mosca. Também foi
utilizado para comparar os diferentes métodos de exposi¢ao dos ovos, comparar a mortalidade
ocorrida entre ovos e larvas expostos por imersdo, comparar a ocorréncia de diferenca entre a
emergéncia de adultos provenientes de pupas expostas as suspensdes fungicas e de pupas
provenientes de larvas expostas ao fungo. E ainda, foi verificada a existéncia de diferenca
significativa entre os estagios imaturos, os relacionando as maiores concentracfes fungicas
utilizadas (p=0,05) (SAMPAIQO, 2002; LECUONA et a. 2005).

Formula do X?:

2 5 {freqiiencia observada - freqiiéncia esperada)
X = -

freqiiéncia esperada

Em seguida, as frequéncias foram avaliadas pela Férmula de Prevaléncia e Desvio
Padrdo com a finalidade de confirmar a existéncia de diferenca significativa entre os
percentuais de mortalidade obtidos (SAMPAIO, 2002).
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Férmula de Prevaléncia e Desvio Padréo:

Numero de individuos mortos

Prevaléncia =
Numero de individuos expostos

Desvio Padrdo =+ 1,96. ’MI _
1

p = prevalencia
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Formagcao de ColOnia de Stomoxys calcitrans
4.1.1 Gaiolas entomol 6gicas

A gaiola descrita por Christmas (1970) e Brito (2000) ndo foi utilizada até o término
do experimento, devido aos problemas ocorridos com relagdo a proliferagdo fungica na
estrutura de madeira, principalmente ap0s realizacdo da limpeza da gaiola, pois a umidade
favoreceu o desenvolvimento fungico. Além disso, a colocacdo de bandeja com agua nos pés
da gaiola, com o intuito de evitar a entrada de formigas atraidas pelo sangue e ovos, também
contribuiu para o desenvolvimento de fungos contaminantes.

Algumas gaiolas apresentavam vidro transparente em uma das laterais ao invés de tela
de nylon. 1ss0 ocasionou estresse as moscas, pois estas se chocavam no vidro na tentativa de
fuga, o que resultou em morte de algumas moscas. Além disso, pela estrutura ter sido feita de
madeira, quando uma das moscas encontrava alguma fresta, estas tentavam ultrapassa-la
constantemente, o que também resultou em morte.

Como as gaiolas apresentavam-se teladas em suas laterais, as moscas permaneciam
por mais tempo pousadas nestas, principa mente nos lados onde havia maior incidéncia de luz.
Isso resultava em perda de ovos para 0 exterior da gaiola, quando as moscas realizavam a
postura. Ainda havia a dificuldade de visualizagdo das moscas quando a gaiola era totalmente
telada, o que prejudicou a limpeza e a captura de moscas em seu interior.

A utilizacgo de tela de nylon cobrindo a maior parte da gaiola de madeira favorecia a
ventilacdo, mas também permitia a entrada de outros pequenos insetos atraidos pelo sangue.
Além disso, este modelo ndo fornecia um local fresco e sombreado para que as moscas
descansassem apods a alimentacdo, pois foi necessario o fornecimento de luz permanente para
a manutencdo da temperatura e para melhorar a atividade metabdlica das mesmas.

O fundo das gaiolas de madeira era forrado com papel pardo e este deveria ser trocado
diariamente para retirada das fezes e coleta de ovos. As gaiolas ndo ofereciam um método
prético para retirada deste papel, e com isso, ocasionava grande estresse as moscas e até morte
por esmagamento, pois 0 acesso ao papel eraredlizado pelo interior da gaiola

Os dois modelos de gaiolas plasticas transparentes (Figura 1 e 2), baseadas no modelo
descrito por Christmas (1970), favoreceram a criagdo e a manutencéo das moscas. O acesso
ao papel no fundo da gaiola foi facilitado, pois a retirada dos excrementos era realizado pelo
lado de fora da gaiola. Além disso, a utilizagcdo da tampa da caixa como apoio ao papel pardo
permitia que a gaiola fosse colocada no interior de uma bandgja com agua sem que molhasse
este papel.

Outra vantagem da nova gaiola foi o aproveitamento total dos ovos postos, pois como
a fixacdo de tela de nylon foi realizada apenas na parte superior da gaiola, o problema
relacionado a perda de ovos pelas laterais da gaiola descrita por Christmas (1970) deixou de
exigtir.

O estresse gerado em qualquer experimento, onde insetos sdo acomodados em &rea
limitada, foi reduzido, pois a nova gaiola de criacdo ofereceu uma area maior que a
recomendada por Christmas (1970). E ainda, os barbantes fixados no interior da gaiola
associados a existéncia de uma area sombreada permitiram que as moscas ficassem pousadas
em local mais adequado para seu descanso, pois foi disponibilizado conforto com relacdo a
umidade, temperatura e local sombreado para repouso apos alimentacao.

A substituicdo por gaiolas de materia pléstico transparente também favoreceu a  cap-



Figura 1. Gaiola pléstica destinada a criacéo de adultos e
obtencdo de ovos de S calcitrans em condicdes
laboratoriais.

Figura 2. Gaiola plastica destinada ao transporte de
adultos de S calcitrans capturados ou para
acondicionamento de pupas em camara climatizada.



turadas moscas no interior da gaiola. Assim as moscas podiam ser transferidas sem o risco
de serem lesadas. Além disso, os dois model os of ereceram condi¢des para que um grande
nimero de moscas pudessem ser transferidas rapidamente da gaiola de transporte para as
gaiolas de criagéo, o que agilizou o manegjo.

4.1.2 Temperatura e umidade

Com auxilio de l&mpada incandescente de 200W, acesa todo o tempo, as gaiolas foram
mantidas, em média a 26,05 °C. A média da temperatura méxima e minima foi de 26,8°C e
24,02°C, respectivamente. Ja a umidade relativa média, méxima e minima foi de 74,2%,
81,1% e 63,6%. Estes valores estdo relacionados ao periodo de criagdo das moscas, ou seja,
entre abril a outubro de 2006. Estes resultados sdo similares aos encontrados em trabalhos
realizados na propria universidade, os quais informam terem mantido as moscas a 27°C e 70
— 80 % de umidade relativa (BENIGNO, 1987; MACEDO, 2001). MELLO (1989) verificou
que o0s parametros climéticos de Seropédica sfo de 18°C e 27° C e umidade relativa entre 70 —
80 %, sendo estes favoraveis ao desenvolvimento de S calcitrans no ambiente.

Ovos, larvas, pupas e moscas recémemergidas foram mantidas, em média, a
temperatura de 26,8°C (méaxima de 27,8°C e minima de 26,1°C) e umidade relativa a 82,2%
(méxima de 89,8% e minima de 59,4%) em camara climatizada. Segundo Sutherland (1978),
ataxa de viabilidade dos ovos expostos a temperaturas entre 10° e 40°C superou os 84%, mas
se tornou letal quando a temperatura chegou a 45°C. A faixa de 20° a 30°C demonstra ser
mais favorével ao desenvolvimento larval e pupal, pois quando estes limites sdo ultrapassados
h& aumerto da mortalidade, principalmente aos 15°C.

4.1.3 Fornecimento de sangue

Apbs modificaco da gaiola e adaptacdo da amofada de gaze, 0 mangjo no interior da
gaiola limitouse ao fornecimento de alimento e &gua, pois foi solucionado o problema da
retirada do papel pelo interior da gaiola. Além disso, a ocorréncia de morte das moscas por
submersdo no sangue citratado deixou de existir, pois a camada mais grossa de gaze mantinha
0 sangue em condicdes para ser ingerido, sem que houvesse risco de morte por afogamento.

A adicdo do coagulo de sangue resultava em odor amoniacal mais intenso, 0 que
estimulou a postura das moscas, além disso, a adi¢éo da amofada de gaze contendo sangue
bovino citratado (Figura 3) no interior da gaiola, disponibilizou um bom local para oviposicéo
(BENIGNO,1987; MELLO,1989).

Diferindo do ocorrido com Mello (1989), as moscas rapidamente se adaptaram a
forma de alimentacdo relatada, desde que 0 sangue se apresentasse aquecido e fosse fornecido
no interior da gaiola (BENIGNO, 1987; MELLO, 1989), pois a simples deposicdo da gaze
com sangue sobre a parte superior da gaiola telada, descrita por Macedo (2001) ou a na lateral
da mesma (CHRISTMAS, 1970) néo foram téo efetivas.

4.1.4 Fornecimento de agua

A reducdo da ocorréncia de morte por afogamento também ocorreu quando o método
de fornecimento de &gua foi substituido, pois a agua filtrada fornecida em Erlenmeyer com
gaze, disponibilizou a agua por capilaridade as moscas (Figura 4). Assim, a &gua filtrada se
tornava disponivel & moscas, mas sem o risco de ocorrer afogamento. O novo método
substituiu 0 anteriormente adotado, onde foi utilizada uma pequena placa de Petri contendo
algoddo embebido com &gua filtrada e um tubo de ensaio (100 milimetros de atura e 25 mm
de didmetro) repleto de &gua emborcado sobre este algoddo. Assim, o lgoddo  permanecia
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Figura 3. Placa de Petri contendo ailmofada de gaze
para o fornecimento de sangue bovino citratado aos
adultos de S calcitrans, como fonte de alimento e local

pra oviposi¢éo.

Figura 4 Agua filtrada fornecida em
Becker de vidro e gaze para adultos de
S cacitrans criadas em condigcdes
laboratorials.



Uumido o suficiente para as moscas ingerirem agua, mas também favoreceu a ocorréncia de
afogamentos. Esta forma de fornecimento de agua € similar ao descrito por Lysyk (1998) para
o fornecimento de &gua com sacarose (10%).

4.1.5 Dieta para desenvolvimento larval

Somente o interior do bagaco da cana-de-agUcar foi utilizado para a preparagdo da
mistura, pois se trata da parte mais macia e menos fibrosa, o que favoreceu no processo de
triturac8o e mistura aos outros componentes.

Os tubos de ensaio contendo o meio de desenvolvimento larval destinados aos
bioensaios foram fechados com rolha de algodéo hidréfilo revestido com tecido fino, o que
evitou a contaminacdo externa, sem impedir a entrada de oxigénio. E ainda, o revestimento do
algodéo impediu o aprisionamento das larvas.

Segundo Barson et d. (1994), a ocorréncia da contaminacgéo por diferentes patégenos
esta relacionada ao fornecimento de dietas para o desenvolvimento de moscas em laboratorio.
Por esta razéo, os recipientes foram colocados em saco de polipropileno, autoclavados a
120°C por 20 minutos e armazenados em refrigerador.

4.1.6 Contaminacéo fungica

Ao iniciar 0 processo de criagdo de moscas em condigdes laboratoriais, ocorreram
problemas relacionados a proliferacdo fungica na estrutura de madeira das gaiolas,
principalmente apos a limpeza, e em aguns recipientes onde foram acondicionados o meio de
desenvolvimento larval. Os contaminantes fungicos isolados foram identificados como
Aspergillus secdo nigri, Neurospora crassa e Penicillium sp. O primeiro fungo apresentava
crescimento hifal algodonoso fino e de coloragdo branca, que com o passar dos dias,
desenvolvia uma cobertura de aspecto pulverulento, espesso e preto. O segundo fungo
desenvolveu hifas abundantes, mais finas e brancas e de crescimento intenso, onde
rapidamente foi obtido um crescimento pulverulento fino de cor laranja. Ja o terceiro fungo,
possuia crescimento pulverulento fino e de coloracéo verde musgo.

Estes fungos séo encontrados comumente no ambiente. Em levantamento de fungos
existentes no solo, Sarquis e Oliveira (1996) obtiveram fungos filamentosos, identificados
como Aspergillus sp. e Penicillium sp. Pelagatti et a. (1993) também verificaram o
predominio de Aspergillus spp em varios insetos coletados em seu estudo, assim como Senna-
Nunes et al. (2002) em moscas domeésticas. Steinhaus (1946) relata que a alta umidade seria
um dos fatores envolvidos na germinacéo e desenvolvimento dos esporos. Associado aisto, a
disponibilidade de substrato presente na mistura, poderia favorecer o desenvolvimento
fungico (BERGEN; WAGNER-MERNER, 1977 apud SENNA-NUNES, 2000), pois € um
ambiente rico em nutrientes. Estes fatores que favorecem o desenvolvimento fungico foram
observados nas partes das gaiolas compostas por madeira e no meio de desenvolvimento
larval.

Esse problema foi corrigido com a substituicdo das gaiolas de madeira por gaiolas
feitas de materia plastico (Figural e 2) e pelo armazenamento dos recipientes com a mistura,
em sacos de polipropileno, permitindo-se assim, sua autoclavagem e conservacdo em
refrigerador. A mistura destinada aos bioensaios de ovos e larvas foi armazenada em tubos de
ensaio de vidro e fechados com rolha de algodéo hidréfilo revestido com tecido fino, pois a
primeira tentativa de exposi¢ao fungica dos ovos e subseqliente acondicionamento em Becker
resultou em contaminagéo de todos recipientes. Apés a adocdo destas medidas, 0 meio de
desenvolvimento larval foi utilizado nos bioensaio com menor risco de contaminagdo, e ainda,
favoreceu o reisolamento do fungo M. anisopliae na fase de confirmagdo fungica do
experimento.
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4.1.7 Comportamento de Stomoxys calcitrans em labor atorio

As pupas ou as moscas recém-emergidas ndo devem ser colocadas em gaiolas onde
existam moscas adultas, pois no momento em que as moscas saem do pupario, ainda ndo se
apresentam totalmente enrijecidas e possuem movimento mais lento. Com isto, as moscas
maduras, j& existentes na gaiola, atacam as recém-emergidas.

As moscas mantidas na gaiola pléstica apresentaram alteracdo em seu comportamento
com relacdo as moscas mortas ou de movimento mais lento presentes no fundo da gaiola.
Estas tentavam introduzir o aparelho buca no abdome das moscas mortas até que fosse
realizadas a penetracéo e succdo de seu conteldo, mesmo com 0 sangue bovino citratado
disponivel para alimentacdo. Isto pode estar relacionado ao proprio instinto da mosca em
introduzir seu aparelho bucal para se alimentar, ou ainda, pela propria competicdo existente
no interior da gaiola

A partir de exemplares de S. calcitrans capturados no campus da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Mello (1989) realizou a adaptacdo das moscas em gaiola de madeira
e tela de nylon (30 X 30X 30 cm). Esta gaiola foi mantida em estufa climatizada (27° C, 70 -
80% U.R.) para que houvesse uma adaptacdo mais rdpida das moscas a nova condi¢cdo. Com o
mesmo intuito, o sangue citratado era pré-aguecido e fornecido em gaze acomodada em placa
de Petri. Foi verificado pelo autor, que nestas condi¢des houve dificuldade para que as moscas
se dimentassem, resultando em um grande nimero de moscas mortas apos 24 horas de
realizada a captura. Ao final de trés meses, foi obtida a primeira postura em cativeiro. Estes
ovos desenvolveram e resultaram em adultos adaptados as condicdes laboratoriais, ndo
necessitando de aguecimento prévio do sangue. No atua estudo, esta situacdo ndo foi
observada, pois a postura se iniciou em torno do terceiro dia apOs captura. A recusa em se
alimentar na amofada de sangue ndo foi tdo evidente quanto observado pelo autor (MELLO,
1989). Realmente, algumas moscas relutaram em se alimentar, mas este comportamento néo
foi t&o intenso. Quando verificado o desinteresse das moscas em se alimentar na gaze, a placa
de Petri era passada por toda a gaiola para que as mocas constatassem a presenca do sangue e
fossem estimuladas pelo movimento. Com o tempo, foi verificado que as moscas se
adaptaram e associaram 0 movimento no interior da gaiola a alimentacdo. O fornecimento de
sangue foi realizado em torno das nove horas da manhd, onde foi observada maior atividade
desta mosca (HERRERO et al., 1989).

No presente estudo, as moscas preferiram se alimentar na gaze embebida com sangue
citratado, em formato de amofada no interior da gaiola, pois tentativas realizadas com
simples deposicao de gaze embebida de sangue em placa de Petri no interior da gaiola, como
descrito por (MELLO, 1989) ou a gaze embebida sobre a tela de nylon na parte superior
(MACEDO, 2001) ou nalateral (CHRISTMAS, 1970) néo foram efetivas.

4.2 Bioensaios

O método de exposicdo de ovos e larvas foi adaptado a espécie estudada, tendo como
base a metodol ogia descrita por Barson et al. (1994), Watson et al (1995) e Senna-Nunes et a.
(2002), onde estes autores utilizaram larvas com 72 horas de emergidas. Entretanto, no
presente estudo, esta metodologia ndo pdde ser utilizada, pois as larvas de S calcitrans foram
sensiveis a manipulacéo, resultando em alta mortalidade. Por esta razéo os bioensaios foram
realizados com ovos e larvas com nove dias de desenvolvimento.

Além disso, ocorreu alta mortalidade quando se utilizou placa de Petri contendo filtro
de papel umido, pois as larvas recém-emergidas saiam da placa a procura de um local para se
esconder ou ressecavam no vidro da mesma. Por isso, a placa de Petri com algoddo embebido
em &gua destilada estéril foi utilizada para que fosse possivel a observacdo da mortalidade de
larvas ndo alimentadas provenientes de ovos expostos ao fungo. Também foi constatado, que
as larvas que ndo tiveram acesso a0 meio de desenvolvimento larval morreram ou se
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apresentaram menores que as larvas que tiveram acesso, por isso foi utilizada esta mistura nos
dois outros métodos de exposi¢cdo dos ovos e no bioensaio de exposicdo de larvas com nove
dias de desenvolvimento.

O método de gotgjamento da suspensdo fungica utilizado no bioensaio de exposicao de
ovos, foi adaptado a partir de trabalhos realizados por Kaaya e Munyinyi (1995) e Watson et
d. (1995), onde estes autores misturaram o fungo a0 meio de desenvolvimento larval. A
suspensdo fungica e sucessivas diluicdes foram adicionadas por gotegjamento nos tubos de
ensaio contendo o meio de desenvolvimento larval e ovos, para simular a aplicagdo de
suspensdes aquosas no campo. Deste modo, foi possivel comparar se 0 método de exposicao
dos ovos as suspensoes fungicas afetou na inviabilidade destes, como detalhado mais a diante.

4.2.1 Mortalidade dos controles

Nos bioensaios com ovos, o0 percentual de mortalidade dos controles foi elevado. No
caso do bioensaio em que os ovos foram depositados em placa de Petri contendo algoddo
hidréfilo estéril, as perdas foram téo elevadas, que impossibilitou a corregdo da mortalidade
do controle pela formula de Abbott. A alta mortalidade de S calcitrans para realizacéo de
bioensaios € um fato descrito pela maioria dos trabalhos cientificos. Watson et al. (1995)
destacam que o periodo larval é o mais critico, pois as perdas sdo consideraveis. Além disso,
em seu experimento, o grupo controle de moscas adultas alcangou 35,67% + 18,05% de
mortalidade apds o sétimo dia de exposicéo ao fungo, o que influenciou na avaliacdo dos
resultados. A dificuldade na realizagéo de bioensaios, utilizando S calcitrans em condicoes
laboratoriais foi destacada por Skovgard e Steenberg (2002), pois a avaliacdo da atividade
fungica de E. muscae sobre a referida mosca ndo foi concluida, devido a alta mortalidade
ocorrida, 0 que impossibilitou a analise dos dados.

A média da eclodibilidade dos ovos armazenados em algodéo pertencentes aos grupos
controle foi de apenas 16,02%, o0 gque impossibilitou a comparagcdo dos resultados com as
outras duas metodologias de exposicdo fungica. Enquanto que a média de eclodibilidade dos
outros dois métodos, gque uilizavam meio de desenvolvimento larval, foi de 51,98%. Estes
resultados foram inferiores aos obtidos por Mello (1989), no qua obteve 79,61% de
eclodibilidade dos ovos provenientes da col6nia de S. calcitrans, onde foram avaliados alguns
aspectos do desenvolvimento biolégico e comportamento da mosca. 1sso provavelmente
resultou em menor manipulagdo destes ovos, quando comparado aos procedimentos de
exposicdo dos ovos ao fungo do presente estudo. Além disso, a auséncia de nutrientes no
meio de eclosdo dos ovos do primeiro bioensaio influenciou na viabilidade das larvas, pois
estas necessitam matéria organica para se adimentar (URQUHART et a., 1996) e sdo
dependentes deste meio para se protegerem da luz e do ressecamento (GUIMARAES, 1983).
Logo, estes percentuais mostram que ndo se deve redlizar a avaliacdo da acdo
entomopatogénica de fungos sobre larvas ndo alimentadas de S. calcitrans.

4.2.2 Infeccdo in vitro de ovos

O método de exposicdo dos ovos as diferentes concentracfes fungicas por imersao e
subsegiente transferéncia para placas de Petri com algoddo n&o ocasionou bons resultados
para serem analisados (Tabela 1), devido a alta mortalidade ocorrida em todos os tratamentos,
inclusive 0s grupos controles positivo e negativo.

A metodologia utilizada por Senna-Nunes et a. (2002), na qual larvas de mosca
domeéstica sdo expostas aos fungos, sendo estas mantidas em placa de Petri sem alimento, ndo
deve ser adaptada para a exposicdo de ovos de S. calcitrans, pois mesmo que ocorra a eclosao
da maioria dos ovos utilizados no experimento, as larvas recémformadas ndo sobrevivem, ou
s80 obtidas larvas menores que as larvas de mesma idade acomodadas em meio de
desenvolvimento larval.
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Como pode ser visto na Tabela 1, ndo houve diferenca significativa entre os
percentuais dos tratamentos utilizados e os controles, porém, houve diferenca entre as
suspensdes flngicas nas concentragdes 107 e 10° conidiosml. Mesmo sendo obtido maior
percentua de inviabilidade dos ovos expostos a suspens3o fungica na concentragdo de 10°
conidiogml, esta ndo deve ser considerada a mais efetiva, pois este resultado foi similar ao
obtido nos controles.

Nos métodos de exposicdo de ovos por imersdo ou gotejamento das suspensdes
fingicas e posterior transferéncia ao meio de desenvolvimento larval, a ocorréncia da
mortalidade de ambos os controles foi corrigida pela formula de Abbott. Os melhores
resultados foram obtidos nos bioensaios de exposicéo de ovos e transferéncia para meio de
desenvolvimento larval na concentracgo de 2,3 x 10® conidiosml (Tabela 2) e 2,1 x 10®
conidio/ml (Tabela 3), onde ocorreu 100% de inviabilidade dos ovos. O segundo melhor
resultado foi verificado quando foi realizada a imersdo dos ovos (Tabela 2) na concentracéo
de 10’ conidios/ml, onde foi acancado 92,85% de inviabilidade. A inviabilidade de ovos
expostos ao fungo M. anisopliae também foi verificada por Angel-Saragin et al. (2005), onde
estes autores constataram que algumas cepas fungicas foram capazes de reduzir a emergéncia
de adultos de H. irritans. Algumas suspensdes de M. anisopliae reduziram a emergéncia de
adultos provenientes de ovos expostos & concentracio de 10° conidios/ml, obtendo-se 6,25%,
46,25%, 50,0 % e 63,75% de emergéncia. Pode-se verificar que resultado similar somente foi
acancado no presente estudo, quando foram utilizadas suspensfes fungicas mais
concentradas, demonstrando com isso, maior resisténcia da mosca dos estédbulos frente a
atividade fungica, quando comparada a outras espécies de moscas.

4.2.3 Compar agdo entre metodologias de infecgéo in vitro de ovos

Devido a ata mortalidade ocorrida em todos os grupos tratados e controles do
primeiro bioensaio (Tabela 1), este método foi considerado inadequado para exposicdo de
ovos de S calcitrans, ndo sendo recomendada a sua utilizagdo e por esta razéo, néo foi
comparado estatisticamente com os métodos de imersdo e de gotejamento (Tabela 4).

Quando se utilizou a concentracdo de 10® conidios/ml, verificouse diferenca
significativa entre o grupo tratado por esta suspensdo e o0 grupo controle, tanto no segundo
guanto no terceiro bioensaio de exposicdo de ovos, entretanto ndo ocorreu diferenca
significativa entre as suspensdes de 10® conidios/ml em ambas as metodologias (Tabela 4). Na
concentragdo de 10’ conidiosml houve diferenca significativa entre os grupos nos dois
métodos de exposicdo. Estes resultados possivelmente estdo relacionados ao maior contato
dos ovos com a suspensado fungica, quando utilizada aimersdo no segundo método. Apesar do
primeiro método ser mais efetivo nas duas maiores concentragdes, 0 segundo método é o que
mais se assemelha a aplicacdo de suspensdo fungica sobre o material organico, no qua a
fémea deposita os ovos em condic¢des naturais.

Mesmo ndo sendo possivel realizar a contagem de larvas recém-emergidas dos ovos
expostos a0 fungo nos dois métodos de exposicdo, foi visualizado na parte interior da
superficie dos tubos de ensaio, na concentragdo de 10® conidios/ml, que algumas larvas foram
afetadas pela atividade fungica. Estas apresentaram incoordenacdo motora, aspecto liquefeito
e proliferacdo fungica em sua superficie. Neste estudo, foi observado que o fungo M.
anisopliae é capaz de inviabilizar ovos de S. calcitrans e parece que sua acdo parasitaria pode
se estender ao controle de larvas jovens, pois em trabalhos em que foram utilizadas larvas de
M. domestica com 72 horas de vida, foram obtidos bons resultados. Logo, os resultados e
observacOes realizadas no presente estudo, associados aos verificados em outros trabalhos
(SENNA-NUNES et a., 2002; ANGEL-SAHAGUN, 2005), sugerem que fungos
entomopatogénicos possuem potencial para controlar larvas jovens, porém mais estudos seréo
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Tabela 1. Eclosdo de ovos de S calcitrans, expostos a diferentes concentragfes da suspensdo aguosa de M.
anisopliae, pelo método de imersdo e trarsferéncia para algodao em placa de Petri:

Resultados Absolutos

Tratamentos  Ovos Expostos Ecloséo Inviabilidade Desvio Padréo *
(conidiog/ml) (%) (%) (%)
Controle - 78 16,67 83,33 8,0 ab
Controle + 78 15,38 84,62 8,0 ab
10° 78 12,82 87,18 7,0 ab
10° 78 19,23 80,77 8,0 ab
10’ 78 25,64 74,36 9,0 b
108 78 10,26 89,74 6,0 a
* Mesma letra= N&o ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)

Tabela 2. Ecloséo de ovos de S calcitrans, expostos a diferentes concentragdes da suspensdo aguosa de M. anisopliae, pelo
método de imersdo e transferéncia para o meio de desenvolvimento larval:

Resultados Absolutos Resultados Corrigidos (Abbott)
Tratamentos Ovos Eclosio Inviabilidade Eclosdo Inviabilidade Desvio Padréo *
(conidiog/ml)  Expostos (%) (%) (%) (%) (%)
Controle - 80 52,50 47,50 52,50 47,50 10,0 C
Controle + 80 58,75 41,25 - - - C
10° 80 30,00 70,00 57,50 42,50 10,0 c
10° 80 32,50 67,50 62,50 37,50 10,0 c
10’ 80 375 96,25 7,50 92,50 5,0 b
10° 80 0 100,00 0 100,00 0 a

*Mesma letra = N&o ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)



Tabela 3. Eclosdo de ovos de S. calcitrans, expostos a diferentes concentracfes da suspensdo aquosa de M anisopliae, pelo método de
gotejamento da suspensdo sobre 0s ovos em meio de desenvolvimento larval:

Resultados Absolutos Resultados Corrigidos (Abbott)
Tratamentos Ovos Expostos Ecloséo Inviabilidade Ecloséo Inviabilidade Desvio Padréo *

(conidios/ml) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle - 120 46,67 53,33 46,67 53,33 8,0 b
Controle + 120 50,00 50,00 - - - b
10° 120 23,33 76,67 50,00 50,00 8,0 b
10° 120 28,33 71,67 60,00 40,00 8,0 b
10’ 120 21,67 78,33 46,67 53,33 8,0 b
108 120 0 100,00 0 100,00 0 a

* Mesma letra= N&o h4 diferenca significativa entre os tratamentos.

*(p=0,05)

Tabela 4. Comparacdo entre a eclosdo de ovos, expostos as atas concentracdes das suspensdes aquosas de M.
anisopliae, pelos segundo e terceiro métodos:

Resultados Corrigidos (Abbott)

Tratamentos Ovos Expostos Inviabilidade Desvio Padréo *
(conidiog/ml) (%) (%)
Sequndo Método
10’ 80 92,5 5,0 b
108 80 100,0 0 a
Terceiro Método
10’ 120 53,33 8,0 C
108 120 100,0 0 a

* Mesma letra= N&o h& diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)



necessarios para confirmar tal afirmacao.

4.2.4 Infeccdo in vitro delarvas

Como pode ser observado na Tabela 5, ndo houve diferenca significativa entre a

mortalidade de larvas expostas as suspensfes fungicas e 0s controles, pois a maioria s
larvas realizou a pupacdo. Senna-Nunes et a. (2002) também observaram que larvas de M.
domestica expostas a A. flavus e P. corylophilum, ndo foram afetadas durante o periodo pupal.
Com relacdo ao percentual de sobrevivéncia larval, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos que utilizaram as suspensdes aquosas do primeiro fungo, enguanto que nos
tratamentos que utilizaram suspensdes do segundo fungo, ocorreu maior mortalidade na
concentracdo de 108 conidios/ml, ou sgja, 36,25% e 27,50% nas cepas estudadas. Com relacdo
a resisténcia de larvas aos fungos, resultado similar foi verificado por Bernal et a. (2003),
pois suspensdes de M. anisopliae utilizadas nas concentracdes de 1 x 10%, 10%, 10° e 10® ndo
foram capazes de afetar larvas de segundo instar de S calcitrans. Os resultados obtidos por
ambos os autores estédo de acordo com o0 encontrado no presente estudo, pois ndo foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos, apenas sendo observada mortalidade
larval de até 37,70% na concentracdo de 10° conidios/ml (Tabela 5). Em contrapartida,
Watson et a. (1995) verificaram que larvas de M. domestica adicionadas a0 meio de
desenvolvimento larval contendo cepas P89 e L90 de B. bassiana, na concentracéo de 1 x 10%°
conidiog/cn?, foram capazes de inviabilizar 48% e 56% das larvas, respectivamente. Como
pode ser observado, existe uma variacdo significativa com relacéo a cepa fungica, formulacéo
e dose utilizada, pois ha diferenca entre a susceptibilidade destas duas espécies de moscas aos
microorgani smos entomopatogénicos utilizados.
Foi observado que o fungo utilizado no presente estudo néo foi capaz de afetar a emergéncia
de moscas provenientes de larvas expostas as suspensdes fungicas (Tabela 6 e 7). Mesmo
havendo maior periodo de contato ertre o fungo e os individuos expostos, este néo foi o
suficiente para que houvesse interferéncia estatisticamente significativa na mortalidade das
pupas. Por outro lado, trabalho realizado por Senna-Nunes et al. (2002) revelou que o
percentual de emergéncia das moscas foi inversamente proporcional a concentracdo das
suspensdes utilizadas em larvas de M. domestica. E ainda, Barson et al. (1994) verificaram
gue dentre as diferentes espécies fungicas utilizadas, M. anisopliae afetou em 100% da
emergéncia de moscas domésticas quando expostas &s concentracdes de 1 x 10° e 1 x 10’
conidiosml e 99% na concentracdo de 1 x 10° conidiosml. Enquanto que o fungo T.
cylindrosporum foi capaz de afetar 100% de emergéncia das moscas expostas as
concentracdes de 10, 10° e 10° conidios/ml. Quando os percentuais de emergéncia, obtidos
nas mais atas concentragcbes do presente estudo (Tabela 6 e 7), sdo comparados com 0s
resultados verificados por estes autores, pode-se constatar que a mosca domeéstica apresenta
maior susceptibilidade aos fungos quando comparada a mosca dos estabulos. A diferenca
pode ainda estar relacionada a utilizagdo de larvas com 72 horas de vida em ambos os estudos
(BARSON et al., 1994; SENNA-NUNES €t al., 2002). A tentativa de exposicéo de larvas de
S calcitrans com a mesma idade da descrita por estes autores ndo foi concluida, devido a
elevada mortalidade ocorrida em todos os grupos no momento de realizacdo do bioensaio,
incluindo os controles. Por esta razéo, foram utilizados larvas com nove dias de vida, 0 que
pode ter colaborado para a maior resisténcia das larvas expostas as diferentes concentracoes
fangicas de M. anisopliae, diferindo assim do descrito pelos autores citados acima.

Kaaya e Munyinyi (1995) verificaram que a mortalidade de pupas variou e 2 a 8%
guando estas foram provenientes de larvas expostas aos fungos M. anisopliae e B. bassiana
misturadas a areia. Porém, foi observada alta mortalidade nas moscas Tsetsé recém-emergidas
provenientes destas pupas, ou sgja, 80% e 97% de mortalidade na @ncentracdo de 1g/l,
respectivamente. Mesmo tendo sido aplicada outra metodologia de exposicéo delarvas a0
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Tabela 5. Mortalidade de larvas de S calcitrans, expostas as diferentes concentragdes da suspensao
aquosa de M. anisopliae, pelo método de imersdo e transferéncia ao meio de desenvolvimento larval:

Tratamentos LarvasExpostas  Pupacdo  Mortalidade Desvio Padréo  *
(conidiog/ml) (%) (%) (%)
Controle - 61 78,69 21,31 10,0 a
Controle + 61 81,97 18,03 9,0 a
10° 61 70,49 29,51 11,0 a
10° 61 62,30 37,70 12,0 a
10’ 61 73,77 26,23 11,0 a
108 61 67,21 32,79 11,0 a
* Mesma letra= Nao ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)

Tabela 6. Mortalidade de moscas de Scalcitrans, provenientes de larvas expostas a diferentes
concentragcoes da suspensdo aquosa de M. anisopliae:

Tratamentos Larvas Expostas Emergéncia Mortadidade Desvio Padréo *
(conidios/ml) (%) (%) (%)

Controle - 61 72,13 27,87 11,0 a

Controle + 61 65,57 34,43 11,0 a

10° 61 60,65 39,34 12,0 a

10° 61 55,74 44,26 12,0 a

10’ 61 65,57 34,43 11,0 a

108 61 49,18 45,90 12,0 a

* Mesma letra= N&o ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)



fungo, foi constatado que a espécie fungica utilizada no presente estudo ndo foi capaz de
inviabilizar significativamente a pupacéo (Tabela 7) e nem a emergéncia das moscas
provenientes destas pupas (Tabela 6), pois ndo houve diferenca entre os tratamentos e 0s
controles, diferindo assim do relatado por Kaaya e Munyinyi (1995). A resisténcia de S.
calcitrans ao fungo M. anisopliae pode estar relacionada ao ambiente onde suas larvas se
desenvolvem, pois em condigdes naturais, a existéncia de uma diversidade de
microorganismos estimularia a resisténcia em fases mais avangadas do desenvolvimento
larval.

Lecuona et a. (2005) avaliaram a patogenicidade de cepas fungicas na concentracdo
de 1 x 10® conidios/ml sobre larvas de terceiro instar (72 horas de eclodidas) de mosca
domeéstica. Cinco de nove cepas de B. bassiana resultaram em maior mortalidade quando
comparadas ao controle (Bb72, Bb10, Bb6, Bb96 e Bb4), onde foi monitorada a emergéncia
de adultos por até duas semanas. Apés avaliacdo da mortalidade das moscas expostas as cepas
produzidas em residuos de arroz, os autores concluiram gue dentre todas as cepas utilizadas, a
Bb72 foi mais virulenta (97% de mortalidade) e efetiva produtora de conidios, indicando que
esta € a mais promissora no futuro desenvolvimento de micoinseticidas para M. domestica.
Isso demonstra que moscas adultas podem ser susceptiveis ao parasitismo realizado pelos
fungos, quando estes sdo utilizados em elevadas concentracdes e que ha a possibilidade de sua
aplicacéo no meio de desenvolvimento dos estagios imaturos.

4.2.5 Comparagéo do efeito da exposi¢do in vitro de ovos e larvas

Comparando-se as duas maiores concentragdes fungicas utilizadas nos bioensaios de
exposicao de ovos e larvas por imersdo (Tabela 8), verificouse que quanto mais concentrada
a suspensdo fungica de M. anisopliae e quanto mais precoce 0 estégio de vida da mosca,
maior percentua de mortalidade € alcancado, pois foi observado que as suspensdes utilizadas
nas larvas, ndo causaram efeito tdo expressivo quanto verificado nos ovos, ou sga,
inviabilidade em 100% dos ovos na concentracio de 10° conidios/ml e 92,5% na concentragéo
de 10" conidios/ml.

Esses resultados podem estar relacionados a maior resisténcia adquirida pelas larvas a
acdo de enzimas produzidas pelos esporos de M. anisopliae (ST. LEGER et al, 1991). Além
disto, Watson et al. (1995) destacam que o préprio ambiente contaminado onde as larvas se
desenvolvem, poderia estimular a defesaimunol 6gica destas. Os resultados do presente estudo
sugeremque as larvas, no decorrer de seu desenvolvimento, podem néo ser afetadas pela agéo
do fungo, a ponto de n&o ocorrer mortalidade elevada. Entretanto, os fatores para a ocorréncia
desta resisténcia ainda precisam ser esclarecidos. Por esta razdo, ha a necessidade de se
avaliar em laboratério e a campo as espécies fungicas potencialmente patogénicas aos
diferentes estégios do ciclo de vidade S. calcitrans

4.2.6 Infeccdo in vitro de pupas

No bioensaio de exposicdo de pupas, foi contatado que nd&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos e os controles (Tabela 9). A baixa mortalidade das pupas de
S. calcitrans também foi observada no bioensaio com larvas (Tabela 7), pois a maioria das
pupas provenientes das larvas expostas as diferentes concentragdes fungicas ndo se tornaram
inviaveis. Os resultados obtidos nestes dois bioensaios sugerem que ndo ha influéncia do
maior tempo de contato do fungo a partir da exposicdo de larvas com nove dias de
desenvolvimento até emergéncia dos adultos.



Tabela 7. Inviabilidade de pupas provenientes de larvas de S calcitrans imersas em diferentes
concentragcoes da suspensdo aquosa de M. anisopliae:

Tratamentos Pupas Emergéncia Inviabilidade Desvio Padréo *
(conidiosg/ml) Recuperadas (%) (%) (%)
Controle - 48 91,67 8,33 7,0 a
Controle + 50 80,0 20,0 11,0 a
10° 43 86,05 13,95 10,0 a
10° 38 89,47 10,53 9,0 a
10’ 45 88,89 11,11 9,0 a
10° 41 80,49 19,51 8,0 a
* Mesma letra= Nao ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)

Tabela 8. Comparacéo entre a inviabilidade de ovos e larvas de S calcitrans, expostos as elevadas
concentracOes das suspensdes fungicas de M. anisopliae, pelo método de imerséo e transferéncia ao
meio de desenvolvimento larval:

Estagio de aplicacdo da Suspensdo Fungica Individuos Expostos Inviabilidade Desvio Padrdo *

(conidiog/ml) (%) (%)
Ovo
10° 80 100,0 0 a
10’ 80 92,5 5,0 b
Larva (terceiro instar)
10° 61 32,79 11,0 c
10’ 61 26,23 11,0 C

* Mesma letra = N&o ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)



Kaaya e Okech (1990b), verificaram a mortalidade de 90% e 100% dos adultos de G.
morsitans morsitans em até 14 dias pOs-exposicdo a suspensdes de B. bassiana e M.
anisopliae. Ao avaliar as pupas oriundas das moscas expostas a estes fungos, estes autores
verificaram baixa mortalidade, porém significativa, quando esta foi comparada ao grupo
controle. Mesmo ndo se tratando da espécie de mosca utilizada no presente estudo, também
foi verificado por estes autores, que a emergéncia da mosca Tsetsé ndo foi afetada quando
larvas e pupas foram expostas aos fungos, apenas foi observada menor longevidade das
moscas provenientes de larvas e pupas expostas a B. bassiana. Estes resultados mostram de
dependendo da espécie de mosca utilizada e do estégio de vida ao qual se encontra, pode-se
verificar maior ou menor susceptibilidade ao parasitismo fungico.

Diferentemente do que foi encontrado no presente estudo, Angel-Saragim (2005)
verificaram 71,25% de inviabilidade de pupas de H. irritans expostas a suspensdo fungica de
M. anisopliae, na concentracdo de 1 x 10® conidios/ml. Entretanto, outras cepas da mesma
espécie afetaram menos de 10% das pupas expostas a mesma concentracdo. No presente
estudo, resultado semelhante foi alcancado apenas na concentragdo de 2,3 x 10° conidios/ml
(Tabela 9). Kaaya (1989) também verificou que larvas de G. morsitans morsitans expostas
aos fungos M. anisopliae e B. bassiana ndo sdo afetadas, pois estes fungos néo foram capazes
de aumentar a inviabilidade de pupas. Os resultados obtidos nos dois bioensaios, onde foi
avaliada a inviabilidade pupa ocasionada por M. anisopliae (Tabela 10), associada aos
resultados obtidos pelos autores relatados acima, sugerem que as larvas em fase mais
avancada de desenvolvimento e as pupas ndo sdo eficazmente afetadas pela acdo parasitéria
deste fungo. Isto pode estar relacionado a resisténcia adquirida pela larva e pela capacidade
protetora do pupario, 0 que permite o desenvolvimento da mosca em seu interior e posterior
emergéncia.

4.2.7 Compar acéo da mortalidade de ovos, larvas e pupas

Ao avaliar os percentuais de inviabilidade de ovos, larvas e pupas de S. calcitrans
expostos as maiores concentragdes fuangicas, foi constatado que o maior percentual de
mortalidade foi alcan¢ado nas duas formas de exposi¢ao dos ovos ao fungo (Tabela 11 e 12).
Os resultados obtidos com a exposicéo dos ovos diferiram estatisticamente dos resultados
verificados a partir da exposicdo de larvas e pupas. Porém néo ocorreu diferenca significativa
na mortalidade de larvas e pupas expostas a concentracdo de 10°, assim como na concentracdo
de 10’ conidiosml. Deste modo, pode-se verificar que as suspensdes conidiais de M.
anisopliae, em altas concentragtes, sdo capazes de afetar de maneira efetiva ovos de moscas
dos estabulos em condi¢des laboratoriais.

Na avaliacio da susceptibilidade de ovos, pupas e adultos de H. irritans, Angel-
Saragun et a. (2005) constataram que os isolados de M. anisopliae, P. fumosoroseus e B.
bassiana foram patogénicos na concentracio de 1 x 10° conidios/ml aos adultos, onde o
primeiro fungo ocasionou até 100% de mortalidade e o segundo 75% de mortalidade.
Isolados de M. anisopliae causaram mortalidade méxima de 71,25% das pupas, enquanto
gue os outros isolados da mesma espécie afetaram menos de 10% destas. Por outro lado,
houve uma cepa de B. bassiana que ndo foi patogénica ou infectou apenas 47% das pupas.
E ainda, cepas de P. fumosoroseus causaram 50%, 41,25% e 23,25% de mortalidade. A
emergéncia de adultos da mosca do chifre foi reduzida quando estas foram expostas a
concentracdo fungica de 1x 10° conidios/ml no estagio de ovo. Os resultados foram variaveis
para as diferentes cepas de M. anisopliae utilizadas neste estudo (6,25%, 46,25%, 50% e
63,75%). Ja para B. bassiana houve 11,25% e 43,75% de emergéncia, enquanto que, as cepas
mais eficientes de P. fumosor oseus apresentaram emergéncia de 3,75%, 20% e 27,5%  eas



Tabela 9. Inviabilidade de pupas de S calcitrans, expostas as diferentes concentragdes da suspensdo aquosa de M.
anisopliae, pelo método de imerso e transferéncia para placa de Petri:

Tratamentos Pupas Expostas Emergéncia Inviabilidade Desvio Padréo *
(conidiog/ml) (%) (%) (%)
Controle - 30 70,0 30,0 16,0 a
Controle + 30 90,0 10,0 10,0 a
10° 30 73,33 26,67 15,0 a
10° 30 83,33 16,67 13,0 a
10’ 30 73,33 26,67 15,0 a
10® 30 66,67 33,33 16,0 a
* Mesma letra= Nao ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)

Tabela 10. Comparacéo entre a inviabilidade de pupas, provenientes de larvas imersas em diferentes
concentragdes da suspensdo aguosa de M. anisopliae e de pupas expostas ao mesmo método:

Estégio de Exposicdo a Suspensdo Fungica Pupas Avadiadas Inviabilidade Desvio Padrdo *

(conidiog/ml) (%) (%)
Larva (terceiro instar)

10° 43 13,95 10,0 a
10° 38 10,53 9,0 a
10’ 45 11,11 9,0 a
10° 41 19,51 8,0 a
Pupas

10° 30 26,67 15,0 a
10° 30 16,67 13,0 a
10’ 30 26,27 15,0 a
108 30 33,33 16,0 a

* Mesma letra= N&o ha diferenca significativa entre os tratamentos.

*(p=0,05)
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Tabela 11. Comparacdo entre a mortalidade dos estagios imaturos de S calcitrans, expostos as suspensdes aquosas de
M. anisopliae na concentracgo de 10° conidios/ml:

Estagio de Exposi¢do a Suspensdo Fungica Individuos Expostos Mortalidade Desvio Padréo daMortaidade *

(108 conidios/ml) (%) (%)
Ovos (Imersdo) 80 100,0 0 a
Ovos (Gotejamento) 120 100,0 0 a
Larvas (Imerséo) 61 32,79 11,0 b
Pupas (Imersdo) 30 33,33 16,0 b
* Mesmaletra= N&o ha diferenca significativa entre os tratamentos.

*(p=0,05)

Tabela 12. Comparacdo entre a mortalidade dos estagios imaturos de S. calcitrans, expostos as suspensdes aguosas de
M. anisopliae, na concentracdo de 10’ conidios/ml:

Estagio de Exposicdo a Suspensdo Fungica Individuos Expogos Mortaidade Desvio Padrdo daMortalidade *

(10 conidios/ml) (%) (%)
Ovos (Imersao) 80 92,5 5,0 a
Ovos (Gotegjamento) 120 53,33 8,0 b
Larvas (Imerséo) 61 26,23 11,0 C
Pupas (Imersao) 30 26,67 15,0 C

* Mesma letra= Né&o ha diferenca significativa entre os tratamentos.
*(p=0,05)



menos eficientes apresentaram 51,25%, 55% e 68,75% de emergéncia (ANGEL-SARAGUN
et a., 2005). Comparando-se os resultados do presente estudo com o descrito acima, pode-se
constatar que mesmo apresentando comportamento alimentar semelhante, tanto S. calcitrans
como H. irritans apresentam resposta diferenciada as espécies e cepas fungicas, pois foi

observado no atual estudo gue o fungo utilizado somente foi efetivo no controle de ovos de S.
calcitrans, enquanto que no estudo realizado por Angel-Saragln et al. (2005) os fungos
utilizados foram mais efetivos no controle de moscas adultas de H. irritans.

Os resultados do presente estudo indicam que a mosca dos estabul os apresenta maior
resisténeia a acdo fungica quando comparada a estudos ja realizados com outras moscas.
Outros estudos devem ser realizados para avaliar a aplicabilidade do fungo entomopatogénico
M. anisopliae nos locais de desenvolvimento dos estagios imaturos da mosca, devido a
constatacdo em laboratério da susceptibilidade ocorrida apenas em ovos. A aplicacdo fungica
no ambiente também foi destacada por Kaaya e Munyinyi (1995) que buscavam verificar a
aplicabilidade da utilizacdo de B. bassiana e M. anisopliae no meio de desenvolvimento dos
estégios imaturos da mosca Tsetsé.

4.3 Comportamento Fungico sobr e Estagios | matur os de Stomoxys calcitrans
4.3.1 Infecgdo in vitro de ovos

O primeiro méodo de exposicdo dos ovos, onde ndo foi utilizado o meio de
desenvolvimento larval, ndo proporcionou uma boa observacdo do crescimento fungico,
guando comparado aos outros métodos de exposicdo de ovos. Ja nos dois métodos de
EXposicao que utilizam este meio, foi possivel visudizar o crescimento do fungo em todos os
tubos de ensaio. A intensidade deste crescimento foi proporcional a0 aumento da
concentracdo fangica utilizada, onde foi visualizado nos primeiros dias ap0s exposicdo, um
crescimento de hifas finas com aspecto algodonoso. Quatro dias anteriores a leitura, j& era
possivel visualizar um crescimento fungico verde.

No dia da exposicdo fungica, 0s ovos apresentavam uma coloracéo perolada brilhante.
Apds exposicdo, em torno do quinto dia, estes se tornaram opacos e com crescimento de hifas
finas brancas (Figura 5). Préximo ao décimo dia, estes se apresentavam levemente
esverdeados, principamente nas duas maiores concentragdes. Além disso, foi possivel
visualizar algumas larvas peguenas, provenientes dos ovos expostos ao fungo na concentracéo
de 10% e 10’ conidios/ml, que inicialmente apresentavam-se brilhosas e com seus 6rgaos
internos visiveis. No mesmo periodo de observacdo dos ovos, foi constado que estas larvas
tornaramse mais opacas. Posteriormente, adquiriram um aspecto liquefeito e mais
transparente (Figura 6). Nesse momento, o crescimento de hifas era facilmente visualizado
com auxilio de microscépio estereoscépico. O aspecto adquirido pelos ovos expostos e por
algumas larvas jovens observadas nestes bioensaios pode estar relacionado ao efeito direto de
enzimas produzidas pelo fungo, pois proteases e esterases produzidas por M. anisopliae, séo
capazes de degradar a cuticula dos insetos durante os eventos de penetracéo e de obtencéo de
nutrientes para seu desenvolvimento (ST. LEGER et al., (1991).

Nos tubos de ensaio utilizados nos bioensaios de exposicdo de ovos por gotejamento,
na concentracdo de 10’ conidios/ml, foi possivel observar larvas maiores e de coloracio
creme, assim como tlneis feitos pelas mesmas, enquanto que na concentracdo de 108
conidios/ml nenhuma larva deste porte foi observada em ambos os métodos de exposicéo que
utilizaram o meio de desenvolvimento larval.

No segundo método de exposicdo dos ovos, foi constatado que uma larva pequena
apresentava seus 0rgaos internos e cuticula com coloracdo esverdeada, e ainda, seu corpo ndo
Se apresentava téo transparente, adquirindo uma coloracdo creme no sétimo dia apos ter sido
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Figura 5. Crescimento de hifas de M. anisopliae e presenca
de conidios sobre ovo de S calcitrans exposto a suspensao
fingica na concentragdo de 2,3 x 10° conidio/ml pelo
método de imersdo e transferéncia a0 meio de
desenvolvimento larval.

Figura 6. Larvade S. calcitrans com aspecto liquefeito e
presenca de hifas de M. anisopliae, proveniente da
exposicdo de ovos a suspensdo fungica na concentragéo
de 2,1 x 10® conidios/ml pelo método de gotejamento.



realizada a exposicdo ao fungo. Quando o tubo de ensaio foi posicionado no microscopio
estereoscopico, de tal forma que a luz ficasse sobre a larva, esta apresentou movimentos mais
letérgicos na metade anterior do corpo, € a porgao posterior restante apresentava-se
paralisada. Como descrito neste evento, Alves (1998) relata que apds a ocorréncia da
interagcdo entre fungo e o hospedeiro, 0 inseto apresenta movimentos vagarosos, paralisia,
perda da coordenacdo dos movimentos e desorientacdo. Este autor ainda relata que estes
disturbios nervosos sdo observados nos Ultimos estégios da doenca. Isso mostra que a larva
em questdo, mesmo ndo tendo sido imersa no momento da exposicdo, apresentou uma
sintomatologia que indica a acdo parasitéria de M. anisopliae, sugerindo que larvas jovens
poderiam ser afetadas, desde que permanecam em local onde exista uma boa proliferacéo
fangica

4.3.2 Infeccdo in vitro delarvas e pupas

Apobs exposicdo das larvas ao fungo, estas foram transferidas aos tubos de ensaio
contendo o meio de desenvolvimento larval, onde no dia seguinte ao experimento, os tlneis
realizados pelas larvas j& eram visiveis. O crescimento fungico também foi observado em
todo comprimento do tubo onde havia 0 meio, tornando-se mais intenso, conforme o aumento
da concentracdo fungica. Mesmo ndo ocorrendo diferenca significativa entre os tratamentos,
as larvas que morreram nas concentragdes de 10’ e 10® conidios/ml desmancharam ou
mumificaram. No primeiro caso, s era possivel visualizar os ganchos cefalicos, enquanto que
no segundo, as larvas apresentavam sua superficie externa enrijecida e o seu interior
liquefeito. Estas ainda apresentavam uma coloragdo creme, onde seus 6rgaos internos ndo
eram mais visualizados. A coloragdo creme e 0 aspecto liquefeito observado esté&o
relacionados ao parasitismo realizado pelo fungo, pois apds penetracdo, o interior de inseto é
colonizado e seu organismo é utilizado como fonte de nutrientes para o desenvolvimento do
fungo. Por esta razdo, ocorrem modificacbes no aspecto do inseto, o tornando rijo e
mumificado (ALVES, 1998).

Apbés o quinto dia da redlizagdo do experimento, foi possivel visuadizar em
microscopio  estereoscopico, 0 crescimento de hifas finas brancas nessas larvas,
primeiramente nos segmentos, porcdo final do corpo e no aparelho bucal. Neste momento,
ndo havia crescimento hifal visivel nas placas estigmaticas, somente era observado hifas
saindo pelos sulcos do proprio tegumento (Figura 7). Em seguida, iniciava-se um crescimento
pulverulento verde sobre os mesmos locais. Somente préximo ao dia de leitura dos tubos, o
crescimento fungico se expandiu sobre todos os segmentos (Figura 8). Também ja era visivel
o crescimento do fungo no Ultimo segmento do corpo onde estdo localizadas as placas
estigméticas. Apesar de Steinkraus et al. (1990) terem realizado seu estudo com adultos de M.
domestica, estes verificaram a emergéncia de micélio branco de B. bassiana na probdscide,
pescoco, base da asa e articulagdes das pernas e apds 48 horas os cadéveres apresentavam-se
totalmente cobertos com um fino micélio branco. A completa esporulacéo ocorreu dentro de
guatro dias post-mortem. Estes resultados mostram que os fungos entomopatogénicos
emergem principamente entre 0s segmentos do tegumento, ou sgja, nos locais mais ténues da
cuticula, como observado no presente estudo e relatado pelos autores (STEINKRAUS et al.,
1990).

As larvas viaveis apds exposi¢ao as suspensdes fungicas realizaram a pupacdo. Mesmo
nd havendo diferenca significativa com os controles, somente nas duas maiores
concentracOes fungicas foram observadas a ma formacdo de pupas (Figura 9). Algumas larvas
mantiveram seu aspecto, mas adquiriram a coloracdo e textura de pupa. Em outras, a metade
do corpo se tornou pupa e outra metade mudou somente a coloragéo para castanha escura. E
ainda, algumas pupas que se formaram, aparentemente normais, resultaram em moscas que
n&o conseguiram sair completamente do pupario.
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Apesar de ndo ter sido notada num primeiro momento a agéo do fungo sobre as pupas,
apos contagem das moscas formadas, as pupas inviaveis foram depositadas em camara Umida,
0 que favoreceu o crescimento de hifas brancas e posterior proliferacéo pulverulenta verde em
toda superficie do pupério. Steinkraus et al. (1990) obtiveram o desenvolvimento de micélio
de B. bassiana sobre as pupas apés 18 a 27 dias de redizada a exposicéo das larvas de M.
domestica. Os resultados do presente estudo diferiram do relatado por estes autores, pois 0
crescimento completo de M. anisopliae sobre as pupas foi verificado apo6s 10 dias de realizada
atransferéncia da pupainviavel a cmara Umida.

Estas observacdes sugerem que o fungo M. anisopliae penetra pela cuticula, liquefaz
0s 0rgaos internos e exterioriza suas hifas primariamente nos locais mais delgados na
superficie de larvas e pupas de S. calcitrans. Estes eventos de infeccdo e proliferagdo fungica
sobre estagios imaturos da mosca foram semelhantes aos descritos por St. Lerger et al. (1991)
e Alves (1998), onde é relatado que o crescimento fungico e a conidiogénese sobre a cuticula
dos individuos expostos iniciou-se principalmente nos locais mais frageis da superficie do
inseto.

No presente estudo foi verificado que M. anisopliae € capaz de infectar e causar
doenca nos estdgios imaturos da mosca dos estabulos, principamente em ovos, pois larvas
maduras e pupas foram pouco afetadas. O fungo M. anisopliae possui potencial para o
controle de S. calcitrans, desde que sgja utilizado nos locais de oviposicdo da mosca dos
estabulos.
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Figura 7. Larva de S calcitrans, apresentando
coloracdo creme, aspecto enrijecido e com presenca
de hifas de M. anisopliae, resultante da imersdo em
suspensdo flngica na concentracdo de 2,1 x 10°
conidiog/ml.

Figura 8. Larva de S calcitrans, apresentando
coloragdo creme, aspecto enrijecido e com presenca
de hifas e conidios de M. anisopliae, exposta por
imersdo em suspensdo fungica na concentracéo de
2,1 x 10® conidios/ml.

Figura 9. Pupade S calcitrans apresentando ma
formagdo, proveniente da exposi¢ao de larvas por
imerso na concentracdo de 2,1 x 10° conidios/ml.



5 CONCLUSDES

Apbs avaliacdo do experimento em condicbes controladas de laboratorio e exposicao

de seus de ovos, larvas e pupas as suspensdes aquosas de M. anisopliae, pode-se concluir que:

1

A criacdo de moscas dos estabulos, em condigdes laboratoriais, deve ser adequada ao
comportamento da mosca, assm como para a realizacdo de bioensaios de controle
microbiano, visando o bemestar da populacdo de moscas em ambiente controlado e a
reducdo de contaminantes fangicos.

A exposicao de ovos por imersdo em suspensdo fangica e transferéncia para 0 meio de
desenvolvimento larval foi 0 méodo mais efetivo.

A acdo entomopatogénica de M. anisopliae sobre ovos e larvas de S. calcitrans ndo deve
ser avaliada quando ndo é fornecido 0 meio para desenvolvimento larval.

Metarhizium anisopliae inviabiliza significativamente ovos de S. calcitrans quando
estes sa0 expostos a altas concentracdes fungicas e ndo causa mortalidade significativa
em larvas e pupas.

O fungo M. anisopliae causa ateracfes patol 6gicas nos estégios imaturos da mosca dos
estébulos.

Metarhizium anisopliae apresenta potencial para atuar como agente no controle

biol6gico de S. calcitrans, desde que 0s ovos desta mosca sgjam expostos a agao
fungica
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