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Patogenicidade de Beauveria bassiana sobre estagios imaturos de Stomoxys calcitrans

Pathogenicity of Beauveria bassiana on immature stages of Stomoxys calcitrans

Ana Paula Rodrigues Moraes' Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt"
Avelino José Bittencourt"'

RESUMO

Por ser um diptero hemat6fago, a mosca Stomoxys
calcitrans (Linnaeus, 1758) ocasiona grandes perdas na
pecuaria brasileira. Atualmente, pesquisas tém sido
direcionadas para métodos de controle que reduzam a
utilizacdo de inseticidas quimicos e que preservem o meio
ambiente. Este estudo avaliou o potencial entomopatogénico
dos isolados CG 138 e CG 228 de Beauveria bassiana sobre
ovos, larvas e pupas de S. calcitrans em condigBes ambientais
e o0 isolado ESALQ 986 de B. bassiana em ovos, nas mesmas
condicdes. Para cada isolado fingico, foram utilizadas as
concentragfes de 2x10%, 2x107 e 2x10® conidios ml*. Os
resultados sugerem que os isolados CG 138, CG 228 e ESALQ
986 apresentaram efeito saprofitico, pois ndo afetaram
significativamente o desenvolvimento dos estadgios imaturos
da mosca dos estabulos, comprometendo dessa forma sua
utilizagdo como agente entomopatogénico.

Palavras-chave: mosca dos estabulos, fungo entomopatogénico,
controle biolégico.

ABSTRACT

Because it is a hemathofagic diptera, the Stomoxys
calcitrans (Linnaeus, 1758) inflicts great losses in the Brazilian
cattle. Nowadays, researches have been directed to the control
methods that reduce the use of chemical insecticides and
preserve the environment. This study evaluated the
entomopathogenic potential of the isolated CG 138 and CG
228 of Beauveria bassiana on eggs, larvae and pupae of S.
calcitrans in environmental conditions and the isolated ESALQ
986 of B. bassiana in eggs. For each fungal isolated were used
concentrations of 2x10°, 2x107 and 2x10°® conidia ml*. The
results suggest that the isolated CG 138, CG 228, ESALQ 986

present a saprophytic effect, because they did not affect
significantly the development of immature stages of the stable
flies, affecting this way its use as entomopathogenic agent.

Key words: Stable fly, entomopathogenic fungi, biologic
control.

INTRODUCAO

O hematofagismo realizado pela mosca
Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) ocasiona grande
estresse aos animais parasitados (GUIMARAES, 1983;
MIHOK & CLAUSEN, 1996; BITTENCOURT &
MOYA-BORJA, 2000), possibilita a transmissdo de
diferentes agentes patogénicos (TARRY & CARROLL,
1988) e o desenvolvimento de dermatites ulcerativas
(WHITE & BOURDEAU, 1995). Segundo CAMPBEL L
etal. (1987), a presenca de 35 moscas no membro de um
bovino é suficiente para ocasionar redugdo de 12% na
conversao alimentar e 20% em queda de peso.

SOULSBY (1987) destaca que os maiores
problemas ocasionados pela mosca dos estabulos
estdo relacionados aos locais onde podem ser
encontradas condi¢des adequadas para seu
desenvolvimento. Com isso, as medidas de controle
devem ser direcionadas aos pontos onde exista
acumulo de dejetos vegetais em decomposicao
associados a urina e a fezes de animais, com intuito de
racionalizar e reduzir o uso de inseticidas quimicos.
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Essas medidas devem ocasionar 0 menor impacto
ambiental possivel e controlar os insetos a niveis
populacionais que ndo afetem economicamente a
producdo (ALVES, 1998).

Segundo GUIMARAES (1983), S. calcitrans
apresenta maior tolerancia aos inseticidas quimicos
quando comparada a outras moscas, pois, Como possui
alimentacdo interrompida, permanece por curtos
periodos nos animais. Por isso, a aplicacdo de
inseticidas biol6gicos ou associados a inseticidas
quimicos, nos locais onde seus estagios imaturos se
desenvolvem, pode apresentar melhores resultados.

O fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912 pode ser
encontrado em amostras de solo e em grande variedade
de insetos e € uma das espécies mais estudadas no
controle biol6gico de artrdpodes (ALVES, 1998). Tanto
B. bassiana, como Metarhizium anisopliae sdo
eficientes para o controle de moscas, como Glossina
spp., quando incorporados ao meio de
desenvolvimento dos estagios imaturos (KAAYA &
MUNYINYI,1995).

Tratamentos experimentais com diferentes
microrganismos tém como objetivo selecionar agentes
entomopatogénicos mais adequados para o controle
biol6gico de determinada praga, em que devem ser
considerados os seguintes fatores: a segurancga de
utilizacdo, a especificidade, a patogenicidade, a
capacidade de produgo industrial e a viabilidade apds
exposicdo a condi¢bes ambientais (ALVES, 1998).
FERNANDES (2007) destaca que a maior parte dos
estudos, em que se avalia o efeito entomopatogénico
sobre o hospedeiro-alvo, ¢é realizada em condigdes
ideais de laborat6rio, o que poderia superestimar sua
acdo em condicOes naturais. Dessa forma, foi avaliada
neste estudo a acdo dos isolados CG 138, CG 228 e
ESALQ 986 de B. bassiana sobre estagios imaturos de
S. calcitrans em condigGes de temperatura e umidade
naturais.

MATERIAL E METODOS

As moscas adultas foram mantidas em
gaiolas plasticas, onde se forneceu sangue bovino com
citrato de sodio (0,38%). Para manutencéo dos ovos,
larvas e pupas, foi utilizada dieta adaptada por
MORAES (2007). Estes foram mantidos em camara
climatizada do tipo B.O.D., a 26x1°C e 70-80% de
umidade relativa (U.R.).

A dieta de criacéo utilizada nos bioensaios
foi composta por cana-de-agucar (66g), farelo de trigo
(25g), carne moida bovina (8g), bicarbonato de sédio
(1g) e &gua destilada (127mil), acondicionados em becker

de 600ml e esterilizados em autoclave por 20 minutos, a
120°C (MORAES, 2007).

A partir de estudo realizado por
FERNANDES (2007), os fungos foram selecionados
segundo a viabilidade conidial ap6s exposicdo a
diferentes temperaturas (5°C e 45°C) e aradiacdo UV-B,
visto que sdo fatores ambientais limitantes na utilizagdo
desses agentes no controle biolégico de artropodes
(SMITSetal., 2003). Os isolados CG 138 (Recife - PE) e
CG 228 (Brasilia, DF) foram obtidos de coledpteras da
familia Curculionidae e Chrysomelidae, respectivamente,
enquanto o isolado ESALQ 986 (Piracicaba, SP) foi
isolado de carrapato da familia Ixodidae. Os trés
isolados apresentaram elevada tolerancia a radiacdo
UV-B e as temperaturas de 45°C (uma e duas horas) e
5°C (15 dias), com excecéo do isolado ESALQ 986, que
foi menos tolerante a temperatura elevada.

Osisolados CG 138, CG 228e ESALQ 986 de
B. bassiana foram semeados em placas de Petri
contendo agar batata dextrose (BDA) e extrato de
levedura (EL) - 1% (ALVES, 1998). Estes foram mantidos
em camara climatizada tipo B.O.D. (25°C, 70-80% U.R.),
por 15 dias, em auséncia de luz. Por apresentar elevada
viruléncia contra artrépodes (FERNANDES, 2007), o
isolado ESALQ 986 de B. bassiana foi utilizado para
comprovar o0s resultados verificados com os outros
dois fungos.

Para o preparo das suspensdes nas
concentracdes de 2x108, 107 e 10¢ conidios ml?, os
fungos foram transferidos das placas de Petri com
auxilio de lamina de bisturi para a solucédo estéril de
dgua destilada e Tween 80 (0,01%) (agitagdo por um
minuto), realizando-se a contagem dos conidios em
camara de Neubauer e microscépio Optico. Aavaliacao
da viabilidade conidial foi confirmada pela inoculagéo
das suspensdes em placa de Petri contendo BDA e EL.
Apdbs 24 horas, realizou-se contagem dos conidios
germinados (ALVES, 1998).

Osisolados CG 138 e CG 228 foram utilizados
em ovos, larvas e pupas, enquanto que o isolado ESALQ
986 foi utilizado apenas nos ovos para confirmagéo do
efeito observado com os outros dois isolados. Grupos
de 80 ovos, 30 larvas e 30 pupas foram depositados
separadamente sobre a dieta, e 10ml de cada suspenséo
fingica foi aspergida com auxilio de um borrifador
plastico, enquanto que os grupos de controle foram
expostos apenas ao diluente. Em seguida, 0s
recipientes foram cobertos com tecido de algod&o
(CHRISTMAS, 1970) e abrigados em local protegido
da irradiacdo solar direta e da chuva, permitindo a
exposicdo as condicdes naturais de temperatura e
umidade. Apo6s 30 dias, realizaram-se a contagem de
moscas emergidas e a identificacdo dos fungos
utilizados nos bioensaios (ALVES, 1998).

Ciéncia Rural, v.40, n.8, ago, 2010.



1804 Moraes et al.

Para afericdo diaria da temperatura e umidade
ambiental, foi utilizado termohigrémetro digital. Os
experimentos foram realizados duas vezes e em dias
diferentes para confiabilidade dos dados. Os resultados
foram analisados pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05)
(SAMPAIOQ, 2002), e a mortalidade dos grupos de
controle foi corrigida pela Formula de Abbott (ALVES,
1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi verificado baixo
percentual de mortalidade dos ovos expostos a
concentragdo 2x108 conidios ml! nas duas repeticdes
realizadas (Tabela 1). Com o isolado CG 138 de B.
bassiana, foram obtidos apenas 20,0 e 22,5% de
mortalidade e, com isolado CG 228, foram obtidos 22,5
e 21,2%. Baixos percentuais também foram verificados
com isolado ESALQ 986, mesmo sendo considerado
um fungo de elevada patogenicidade (FERNANDES,
2007). Esses resultados diferiram dos descritos por
MORAES et al. (2008), que obtiveram 100,0% de
inviabilidade dos ovos de S. calcitrans expostos ao
fungo Metarhizium anisopliae pelo método de imerséo
ou aspersdo com mesma concentragdo fingica. Nao
foi obtida diferenca significativa entre os grupos
expostos ao fungo B. bassiana e o grupo controle.

Os isolados CG 138 e CG 228 de B. bassiana
ndo foram capazes de afetar significativamente os

percentuais de mortalidade nos experimentos com
larvas de S. calcitrans em todas as concentragfes
fangicas utilizadas, pois os grupos tratados ndo
diferiram dos 36,6 e 33,3% de mortalidade de larvas dos
grupos de controle, sendo observados os mesmos
percentuais quando as larvas foram expostas a
concentragdo 2x108 conidios ml. Percentuais de
mortalidade pupal préximos aos verificados nos grupos
de controle também foram observados no estudo
(Tabela 1), demonstrando a ineficacia desses isolados
fungicos em controlar a emergéncia de S. calcitrans.
Resultados semelhantes foram obtidos por outros
autores, a exemplo da baixa efetividade do fungo M.
anisopliae em impedir o desenvolvimento de larvas e
pupas de S. calcitrans (MORAES et al., 2008), em que
0s estagios imaturos foram imersos em concentragdes
fangicas similares as condicdes utilizadas no presente
estudo. BERNAL et al. (2003) verificaram que
suspensdes de M. anisopliae nas concentragdes de
1x10?%, 1x10%, 1x10° e 1x108 também nao foram capazes
de afetar a viabilidade de larvas de segundo instar de
S. calcitrans. ANGEL-SAHAGUN et al. (2005)
verificaram susceptibilidade varidvel de ovos, larvas e
pupas de Haematobia irritans quando expostos a
diferentes isolados flingicos de B. bassiana. Os autores
destacaram que o efeito patogénico dos fungos estaria
diretamente relacionado ao isolado empregado.

Os resultados obtidos nas duas repeticoes
do presente estudo demonstraram que os isolados CG

Tabela 1 - Percentual de mortalidade de ovos, larvas e pupas de Stomoxys calcitrans expostos aos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986
de Beauveria bassiana em condigBes naturais de temperatura e umidade.

Primeiro bioensaio

Segundo bioensaio

Ovo* Larva* Pupa* Ovo* Larva* Pupa*
Tratamento M (%) MC M (%) MC M (%) MC M (%) MC M (%) MC M (%) MC
(conidios mI™) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 375 0 36,7 0 20,0 0 237 0 333 0 13,3 0
CG 138 CG 138
2x10° 475 16,0 16,7 -31,6 16,7 -4,2 37,5 18,0 36,7 5,0 23,3 11,5
2x10 475 16,0 333 -5,2 16,7 -4,2 36,2 16,4 36,7 5,0 20,0 7,7
2x 108 20,0 -28,0 36,7 0 16,7 -4,2 22,5 -1,6 333 0 20,0 7,7
CG 228 CG 228
2x10° 25,0 -20,0 46,7 15,8 20,0 0 20,0 -4.9 26,7 -10,0 233 115
2x10 25,0 -20,0 46,7 15,8 20,0 0 225 -1,6 26,7 -10,0 26,7 15,4
2x10° 225 -24,0 33,3 -5,2 23,3 4.2 21,2 -3,3 23,3 -15,0 16,7 3,8
——————————————————————————— ESALQ 986 ESALQ 986---------------------——----
Controle 25,0 0 - - - - 28,7 0 - - - -
2x10° 21,2 5,0 - - - 28,7 0 - - - -
2x10 20,0 -6,7 - - - 38,7 13,9 - - - -
2x10° 13,7 -15,0 - - - - 28,7 0 - - - -

M=mortalidade; MC=Mortalidade corrigida pela formula de Abbott; - = N&do avaliado. * = N&o houve diferenca significativa entre os grupos

expostos aos isolados fungicos e o grupo de controle.

Ciéncia Rural, v.40, n.8, ago, 2010.
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138 e CG 228 de B. bassiana ndo apresentaram o
potencial entomopatogénico esperado (Tabela 1), visto
que a mortalidade dos grupos tratados foi menor ou
igual & mortalidade obtida nos grupos de controle,
independente do estagio imaturo avaliado. Em poucas
situacdes, foram observados percentuais de
mortalidade maiores que aqueles dos grupos de
controle, porém a diferenca ndo foi significativa. A
utilizagdo do isolado ESALQ 986 teve por finalidade
confirmar se a reduzida mortalidade observada em ovos
seria reproduzida, o que foi confirmado pelos resultados
obtidos nos dois bioensaios realizados com esse
isolado (Tabela 1).

Em estudo de controle biolégico de moscas,
WATSON et al., (1995) destacaram a tolerancia de S.
calcitrans ao fungo B. bassiana, pois foram obtidos
menores percentuais de mortalidade quando comparada
a mosca doméstica. Esses mesmos autores relataram
que o ambiente extremamente contaminado, onde 0s
estagios imaturos de S. calcitrans se desenvolvem,
estimularia seus mecanismos de defesa e que a
composigdo de sua cuticula resultaria em distinta
susceptibilidade a infeccdo fungica. Outros autores
destacaram que a fermentacdo da matéria organica
realizada por diferentes microrganismos favoreceria o
desenvolvimento dos estdgios imaturos de S.
calcitrans (SCHMIDTMANN & MARTIN, 1992;
PEROTTI etal., 2001; ROMERO et al., 2006).

Logo, para que um fungo possa atuar sobre
0s estagios imaturos de moscas, este deve possuir
mecanismos que promovam elevada patogenicidade
ou que anulem os fatores antimicrobianos do inseto.
Pode-se verificar, no presente estudo, que os isolados
selecionados capazes de tolerar as adversidades
ambientais ndo foram eficientes para inviabilizar o
desenvolvimento dos estagios imaturos da mosca dos
estabulos, mesmo quando utilizado um isolado com
elevada patogenicidade para artropodes, como 0
ESALQ 986 (FERNANDES, 2007).

Um fator que poderia influenciar a
capacidade entomopatogénica dos isolados seria 0
potencial de germinacédo dos conidios apés o preparo
das suspensdes e a permanéncia desses isolados no
ambiente. Na avaliacdo de viabilidade conidial das
suspensoes, foi possivel verificar 100,0% de conidios
vidveis nos trés isolados utilizados. Também foi
observado intenso desenvolvimento fungico nos
recipientes contendo meio de desenvolvimento larval,
onde os experimentos foram realizados. Os valores
médios de temperatura e umidade (maxima e minima)
verificados durante o periodo dos bioensaios (29,53°C
- 89,73% U.R. e 19,66°C - 52,33% U.R.) ndo sdo
considerados como capazes de inviabilizar a agéo dos

fungos (FERNANDES, 2007). Os resultados
observados indicam que a ineficacia dos fungos
utilizados no presente estudo ndo estaria relacionada
com a incapacidade de germinagéao de seus conidios.

Outro fator relacionado a ineficacia dos
isolados de B. bassiana para o controle dos estagios
imaturos de S. calcitrans seria a auséncia de nutrientes
necessarios para a germinagdo dos conidios sobre a
cuticula. HUNT et al. (1984) mencionam que 0s
nutrientes disponibilizados nos meios de cultura para
0 desenvolvimento conidial nem sempre sdo
encontrados nas cuticulas dos hospedeiros e que
poucos estudos sobre sua composicdo sdo relatados.
Segundo St. LEGER etal. (1998), 0 pH do meio seriaum
dos principais fatores que influenciariam a producéo
das diferentes enzimas fungicas, que podem atuar no
processo de degradagdo da cuticula do hospedeiro,
sendo necessarios mais estudos que relacionem a
variacdo de pH do meio, onde sdo encontrados 0s
estagios imaturos de S. calcitrans e a ativagdo das
enzimas flngicas responsaveis pelo processo de
penetracdo da cuticula.

Diferentes estudos vém sendo
desenvolvidos para verificar os fatores que determinam
a ineficacia entomopatogénica de certos fungos, como
a inibigdo de proteases e quitinases (VILCINSKAS &
WEDDE, 1997) e a presenca de determinados &cidos
graxos (SMITH & GRULA, 1982; HUNT, 1986; BARNES
& MOORE, 1997; JAMES et al., 2003), mas a relacéo
desses fatores com a mosca S. calcitrans ainda néo
séo descritos.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que oS
isolados utilizados no presente estudo ndo foram
eficazes para controlar significativamente os estagios
imaturos de S. calcitrans. Ha a necessidade de se testar
quais microrganismos podem ser efetivos no controle
biol6gico de S. calcitrans, visto que existem fatores
relacionados ao fungo e a seus estagios imaturos que
contribuem para a tolerancia aos diferentes isolados
de B. bassiana. Além disso, novos estudos devem ser
desenvolvidos para constatar quais fatores contribuem
para que ovos, larvas e pupas de S. calcitrans possam
se desenvolver em ambientes com grande diversidade
microbiana.
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