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RESUMO

Avaliou-se o desenvolvimento de Muscina stabulans (Diptera, Muscidae) ap6s exposicdo ao fungo
Metarhizium anisopliae (isolado CG34), sob condi¢des de laboratorio. Suspensdes de esporos foram
preparadas nas concentragdes de 10°, 10°, 10" e 10°conideos/mL™. Noventa larvas pés-alimentar por
tratamento, distribuidas em cinco tratamentos e trés repeti¢des, foram mergulhadas por um segundo nas
respectivas suspensdes, transferidas para placas de Petri com papel filtro umedecido e mantidas em estufa
BOD a temperatura de 25°C, umidade relativa de 80% e fotoperiodo de 12:12 horas até a emergéncia dos
adultos. Foram avaliados a taxa de mortalidade pupal e o periodo de desenvolvimento pupal. As larvas
apresentaram suscetibilidade & acéo de M. anisopliae em diferentes concentra¢@es. A mortalidade pupal
assim como o tempo de desenvolvimento das pupas (de 8,8 a 10 dias) aumentaram conforme o aumento
da concentracdo de conidios (de zero a 47%). A aplicacdo de M. anisopliae nesta fase do ciclo biolégico
comprometeu o desenvolvimento de M. stabulans e interferiu no controle natural de pragas que se
desenvolvem no mesmo ambiente.
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ABSTRACT

The development of Muscina stabulans (Diptera, Muscidae) after exposure to Metarhizium anisopliae
(CG34 isolated) fungi under laboratory conditions was evaluated. Suspensions of spores were prepared
in concentrations of 10°, 10° 107, and 10%conidia/mL™. Ninety postfeeding larvae per treatment, divided
into five treatments and three repetitions, were dived for one second in the respective suspensions, and
transferred to Petri dishes with humidified filter paper and maintained in BOD at 25 °C with 80%
relative humidity and a 12:12h photoperiod, until the emergency of adults. The rate of pupal mortality
and the period of pupal development were evaluated. The larvae showed susceptibility to the action of M.
anisopliae in different levels of concentration. The pupal mortality increased accordingly to the increase
in the conidia concentration (from zero to 47%), as well as prolonged the time of development of the
pupae (from 8.8 to 10 days). The application of M. anisopliae in this phase of the biological cycle
compromised the development of M. stabulans and interfered in the natural control of pests that develop
in the same environment.
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INTRODUCAO

As moscas sinantrOpicas sdo potenciais
causadores de danos econdmicos para criadores
de animais, pois grande populacdo se instala
nesses locais, onde a oferta de substrato para o
desenvolvimento larval é grande (Loménaco e
Prado, 1994), ocasionando incobmodo e
reduzindo a produtividade (Linhares, 1989).
Programas de controle para moscas séo
normalmente baseados na utilizacdo de produtos
quimicos. Porém, existem riscos potenciais tanto
para o meio ambiente como para a salde humana
e ainda  problemas  relacionados  ao
desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas
(Howard e Wall, 1996). A necessidade de reduzir
0s impactos ambientais, causados pelo uso
excessivo de agrotoxicos, tem motivado estudos
de formas alternativas para controle de pragas,
entre elas, a utilizacdo de  fungos
entomopatogénicos.

A identificacdo de linhagens  flngicas
patogénicas a moscas sdo de fundamental
importdncia para estabelecer de medidas
alternativas de controle de pragas sinantrépicas
potenciais, assim como para conhecer os efeitos
do fungo sobre insetos predadores que atuam
como inimigos naturais dessas pragas. O fungo
M. anisopliae € um componente natural da
microbiota do solo pelo mundo inteiro e é agente
da doenga muscardine verde, que infecta insetos
(Wright et al., 2004).

A suscetibilidade de muscideos a fungos
entomopatogénicos, particularmente
Deuteromicetos (atuais mitospéricos), foi citada
por Steinkraus et al. (1990) e, mais recentemente,
por Renn et al. (1999), demonstrando o potencial
patogénico como agentes de biocontrole para
Musca domestica Linnaeus, 1758 (Diptera,
Muscidae).

No Brasil, a utilizaghio de  fungos
entomopatogénicos como agentes de controle
biolégico vem sendo aplicada utilizando-se
principalmente as espécies M. anisopliae
(Metchnikoff) (Mitospdrico, Hyphomycetes) e
Beauveria bassiana (Balsamo) (Ascomycata,
Sordariomycetidae). Poucos sdo o0s estudos
direcionados ao controle biolégico de moscas por
fungos entomopatogénicos (Senna-Nunes et al.,
2002).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.62, n.5, p.1142-1147, 2010

A “falsa mosca dos estabulos” como ¢
popularmente conhecida, M. stabulans (Fallén,
1817) (Diptera, Muscidae), ¢ um inseto de
distribuicdo ~ mundial ~ (Skidmore,  1985),
comumente encontrada em matéria organica
animal em decomposi¢do. As larvas séo
saprofagas, tornando-se carnivoras facultativas
no terceiro instar, onde participam do controle
natural de populacdes de algumas espécies de
Diptera, que se desenvolvem no mesmo
ambiente (Legner e Dietrich, 1989), como M.
domestica (Skidmore, 1985).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial patogénico e alguns efeitos subletais do
isolado fangico M. anisopliae (CG34) sobre
larvas de terceiro estgio de M. stabulans em
condicGes artificiais.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se uma colbnia de M. stabulans ja
adaptada as condicbes de laboratério, mantida
durante todo o periodo de experimentagcdo em
camara climatizada com temperatura de 26+2°C,
umidade relativa do ar acima de 75% e com
fotofase de 12 horas, localizada no Laboratorio
de Biologia de Insetos no Instituto de Biologia
(IB) da Universidade Federal de Pelotas. Os
adultos foram mantidos em gaiolas teladas
(30x30x30cm) e alimentados com agucar
refinado e farinha de carne, na proporgéo de 2:1,
respectivamente. A agua foi oferecida em copos
de becker com espuma de poliestireno cobrindo a
superficie do liquido.

As larvas foram obtidas a partir de meio de
cultura, exposto no interior das gaiolas,
composto por farinha de carne e serragem na
propor¢do de 2:1, adicionando-se &gua em
quantidade suficiente para tornd-lo pastoso. As
posturas foram transferidas para um recipiente
maior, contendo 0 mesmo meio, dentro de um
funil de coleta. Nesse meio, ap0s a eclosdo, as
larvas foram alimentadas até o terceiro instar,
quando entdo abandonaram o substrato, e cairam
em um recipiente contendo serragem Umida, para
posterior pupariacao.

O fungo M. anisopliae (CG34), preservado sob
refrigeracdo em meio de cultivo batata-dextrose-
agar (BDA) e repicado para tubo de ensaio
contendo o0 mesmo meio de cultivo, foi incubado
em estufa a 25°C, com fotoperiodo de 12h. Apos
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a esporulacédo da cultura, foram feitas suspensdes
de esporos nas concentragdes de 1,0.10% 1,0.10%;
1,0.10" e 1,0.10%conidios.mL™, em agua destilada
estéril adicionada de espalhante adesivo (Tween
80) na proporcéo de 0,01%.

Apds a obtencdo, as larvas foram mergulhadas
por um segundo nas respectivas suspensdes,
sendo o tratamento-controle composto apenas
por agua destilada estéril adicionada de 0,01% de
Tween 80. Em seguida, foram acondicionadas
em placas de Petri, forradas com papel
absorvente previamente umedecido, em grupos
de 30 larvas, sendo trés repeticdes por
tratamento, totalizando 90 larvas por tratamento,
mantidas em estufa BOD a temperatura de 25°C,
umidade relativa de 80% e fotoperiodo de
12:12h. O experimento foi avaliado diariamente
até a emergéncia dos adultos para verificagbes
dos possiveis efeitos subletais. As varidveis

monitoradas foram mortalidade e periodo de
desenvolvimento pupal.

Para o parametro periodo de desenvolvimento
pupal, foi realizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis para verificacdo da disparidade
entre os diferentes tratamentos, seguido de
comparacbes entre as médias a 5% de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade de M. stabulans, cujas larvas
foram tratadas com fungo entomopatogénico,
demonstrou uma tendéncia crescente com o
aumento das concentracbes de M. anisopliae
(CG34), em que a maior eficiéncia se deu na
concentracdo de 1,0. 10%conidios.mL™, tanto na
mortalidade total como na mortalidade pupal
(Tab. 1).

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade e de individuos com defeitos em larvas, pupas e adultos anémalos
de Muscina stabulans, cujas larvas foram tratadas com Metarhizium anisopliae em condigcdes de

laboratorio
Concentragdo de Metarhizium anisopliae
10° = 10° 10° 107 10°
(90) (90) (60) (90) (90)
Morta“(g/i;je total 0 3,30 25,00 20,00 50,00
Mortalidade pupal 0 330 6,20 5,30 47,10
(%)
Individuos com . 4,45 5,56 -

defeitos (%)

*Agua destilada estéril adicionada de 0,01% de Twenn 80.
Valor entre parénteses refere-se ao nimero de larvas utilizadas no tratamento.

Mortalidade total: mortalidade de larvas mais pupas.

A suscetibilidade de distintas espécies de moscas
a diferentes fungos entomopatogénicos foi
demonstrada por diversos autores, como o0
potencial patogénico do fungo M. anisopliae
sobre M. domestica (Barson et al., 1994;
Bernardi et al., 2006), em adultos de M.
domestica e Bactrocera tryoni (Frogatt) (Diptera,
Tephritidae) (Carswel et al., 1998), em ovos,
pupas e adultos da mosca do chifre, Haematobia
irritans (L.) (Diptera, Muscidae) (Angel-
Sahagun et al., 2005), somente adultos de H.
irritans (Lohmeyer e Miller, 2006) e também em
espécies da familia Calliphoridae como Lucilia
sericata (Wright et al.,, 2004). O fungo B.
bassiana também apresenta patogenicidade sobre
dipteros como M. domestica (Watson et al.,
1995; Angel-Sahagun et al., 2005), e ainda
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existem citagbes para os fungos Aspergillus
flavus e Penicillium corylophilum sobre adultos
de M. domestica (Senna-Nunes et al., 2002) e
Paecilomyces fumosoroseus patogénico para H.
irritans (Angel-Sahagun et al., 2005).

Em pesquisa com fungos entomopatogénicos em
solos britanicos foi apontado que as espécies
mais comuns foram B. bassiana e Paecilomyces
farinosus, mas com maior prevaléncia em
amostras de solo de florestas e ndo de solos com
caracteristicas de cultivo (Chandler et al., 1997).
Porém, depois de uma inoculacéo inicial, B.
bassiana apresentou persisténcia baixa no solo
(Véanninen et al., 2000). Em comparacdo, M.
anisopliae persistiu extremamente bem e, depois
de trés anos, permaneceu em ndmeros suficientes
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de propagulos infecciosos, infectando mais de
80% de larvas de Tenebrio molitor (Linnaeus)
(Coleoptera, Tenebrionidae) usadas como iscas
no solo. A concentragdo mais alta de M.
anisopliae foi encontrada nos 5¢cm superiores da
camada do solo (Vénninen et al., 2000). Esses
mesmos autores salientaram, que durante o
inverno, os  fungos  entomopatogénicos
permanecem viaveis, até mesmo quando a
temperatura do solo cai a 0°C e a temperatura do
ar a -25°C, mas sem evidéncias de que eles, neste
solo, sdo capazes de infectar os insetos nesta
fase.

O isolado flngico CG34 de M. anisopliae
promoveu mortalidade total de pupas de terceiro
instar pds-alimentar que variou de 3,3% a 50,0%,
respectivamente, para as concentracfes de
1,0.10° e 1,0.10° conidios.mL™, sugerindo uma
relacdo diretamente proporcional (Tab. 1). Os
valores obtidos de mortalidade sdo, em geral,
comparaveis aos observados por outros autores,
em que o grau de toxicidade depende da fase de
desenvolvimento do inseto, do instar, da
concentragdo da suspensdo fungica utilizada no
bioensaio e do tipo e tempo de exposicdo em que
o inseto foi submetido ao tratamento.

Barson et al. (1994), ao avaliarem o potencial
entomopatogénico de seis espécies de fungos,
citaram M. anisopliae como a espécie com maior
potencial patogénico sobre larvas de terceiro
instar de M. domestica, quando estas foram
mergulhadas em suspensdes de 1,0.10° e 1,0.10°
conidios.mL™, emergindo apenas 1,0 e 16,0%,
respectivamente, sendo que, com o aumento da
concentragdo, ocorreu a morte de todas as larvas.

Wright et al. (2004), ao testarem M. anisopliae
como agente potencial de biocontrole contra
fémeas adultas Lucilia sericata (Meigen)
(Diptera, Calliphoridae), obtiveram, em teste
com suspensao de esporos em 6leo de silicone,
porcentagens mais altas de infeccdo (50-70%) do
que os formulados em 0,3g L™ do detergente
Tween 80 (10-20%). A concentracdo de esporo
mostrou efeito significativo sobre a infeccdo de
moscas, com indices mais altos de mortalidade
(64%) na suspensdo de 1,0.10" conidios.mL™.

Bernardi et al. (2006) verificaram que o isolado
de M. anisopliae (CG34) apresentou potencial
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entomopatogénico sobre as pupas de M.
domestica, isto é, 68% de mortalidade na
concentragdo de 1,0.10" conidios.mL™. J& o
isolado de B. bassiana (CG240) resultou em
somente 2% de mortalidade na mesma
concentragéo.

As concentracdes 1,0.10% e 1,0.10" conidios.mL™
apresentaram  consideravel porcentagem de
individuos com ma-formacdo de asas, 4,4% e
5,6%, respectivamente (Tab. 1). A taxa de
individuos malformados somados a taxa de
mortalidade  total mostram,  que  nas
concentracdes 1,0.10° e 1,0.107 conidios.mL™, o
indice de mortalidade seria elevado para 29,4%
e 25,6%, respectivamente, uma vez que
individuos com anomalias de asas sdo incapazes
de voar, consequentemente ndo se reproduzem e,
assim, tornam-se moscas inviaveis.

O periodo de desenvolvimento pupal diferiu
significativamente  entre  0s  tratamentos
(P<0,001) (Fig. 1), isto &, os tratados foram mais
tardios que o do grupo-controle. No entanto, nas
trés concentragdes intermediarias  (1,0.10°
1,0.10° e 1,0.10" conidios.mL™), ndo houve
diferenga significativa entre si, enquanto a maior
concentracdo  (1,0.10%8  conidios.mL™?)  foi
diferente de todos os outros tratamentos. O
tempo de desenvolvimento foi diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo
fungica de M. anisopliae, isto é, a diferenca entre
o controle e o tratamento com maior periodo de
desenvolvimento pupal foi de, aproximadamente,
um dia.

O aumento no periodo de desenvolvimento,
diretamente relacionado com o aumento da
concentragao de M. anisopliae e,
consequentemente, com a mortalidade, pode ser
atribuido a acdo do fungo, que aumenta com o
passar do tempo (Senna-Nunes et al., 2002), e a
velocidade do processo germinativo, que
depende do isolado fungico, porém, em geral,
estdo envolvidos processos importantes para que
ocorra a penetracdo e a colonizacdo do fungo.
Uma certa densidade de conidios é requerida
para que ocorra a penetracao efetiva do fungo na
cuticula (Zhioua et al., 1997), como um
mecanismo de acdo em massa, 0 que explica a
baixa patogenicidade encontrada nas suspensdes
de menor concentracdo de conidios.
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Figura 1. Tempo de desenvolvimento de pupas de Muscina stabulans, de acordo com a concentracdo de
Metarhizium anisopliae em condic8es de laboratorio. As barras representam o desvio-padrdo da média.

Em situacbes adversas, os dipteros tendem a
prolongar o tempo de desenvolvimento para
completar seu ciclo (Mueller et al., 2005;
Zimmer et al., 2006), e, com o aumento do
periodo pupal, esses individuos permaneceriam
mais tempo no ambiente de desenvolvimento, na
fase de pupa, que, por se tratar de estadio imdvel,
torna o inseto mais sensivel a condigdes
desfavoraveis.

Se se considerar o efeito cumulativo de
mortalidade  observado no  experimento,
juntamente com o prolongamento do periodo de
desenvolvimento, constata-se que a
patogenicidade de M. anisopliae foi efetiva
contra larvas de terceiro estagio de M. stabulans.
Desse modo, sdo necessarios estudos adicionais
com  diferentes  concentragdes  flngicas,
diferentes formas de aplicacdo, testes com outros
estadios de desenvolvimento para, assim,
entender o impacto do fungo entomopatogénico e
sua dindmica sobre a populacdo de insetos néo
alvo, que apresentam relevante importancia no
controle natural de insetos praga como M.
domestica.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que o fungo M. anisopliae
isolado CG34 exerce atividade patogénica sobre
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larvas L3 de M. stabulans, reduz a viabilidade de
pupas e aumenta o periodo de desenvolvimento
pupal, indicando que a aplicag¢do do fungo, nesta
fase do ciclo bioldgico da mosca, compromete o
seu desenvolvimento e interfere no controle
natural que o inseto realiza sobre espécies pragas
que se desenvolvem no mesmo ambiente.
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