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RESUMO

O controle biolégico no Brasil vem crescendo devido aos problemas gerados pelo uso
indiscriminado de inseticidas quimicos. A Musca domestica representa o maior problema em
granjas avicolas devido as condi¢des favoraveis para seu crescimento populacional. Sendo assim,
foram realizadas capturas de dipteros muscoides em um avidrio na regidao de Montes Claros, MG,
usando armadilhas contendo isca quimica e captura por busca direta e, destas moscas, foram
isolados e identificados fungos residentes nestes insetos. Os fungos isolados foram duas espécies
do género Aspergillus sp., um do género Memnoniella sp., Scopulariopsis sp., Paecilomyces sp e um
fungo da familia Moniliaceae. Foram também requeridos junto ao CENARGEM/EMBRAPA as
espécies de fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana CG 470 e CG 472; Metarhizium anisopliae
CG 34 e CG 312 e o Paecilomyces sp. CG 301. As espécies selecionadas para os bioensaios foram um
Aspergillus sp., Memnoniella sp. e os Metarhizium anisopline CG 34 e CG 312 por terem boa esporulacao.
Os fungos Aspergillus sp. e o Memnoniella sp. ndo apresentaram capacidade entomopatogénica, os
fungos M. anisopliae CG 34 e CG 312 foram bastante eficientes em controlar a emergéncia dos adultos
de M. domestica, mostrando-se bons agentes de controle biolégico.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos entomopatogénicos, bioensaios e controle biolégico.

ABSTRACT

ISOLATION AND SELECTION OF FUNGI IN ORDER TO CONTROL MUSCA DOMESTICA
THIRD-INSTAR LARVAE. Use of biological control measures in Brazil has been increasing because
of the problems generated from the indiscriminate use of chemical insecticides. Musca domestica
represents the biggest problem to poultry farms due to the favorable conditions for its population
growth. The present study was therefore conducted, beginning with captures of muscoid diptera on
a poultry farm in the Montes Claros region, state of Minas Gerais, Brazil, using traps containing
chemical bait and as well as capture by direct search, and the fungi resident on these flies was isolated
and identified. The isolated fungi were two species of Aspergillus sp., one each from the genera
Memnoniella sp., Scopulariopsis sp., Paecilomyces sp., and one fungi of the family Moniliaceae. Also, the
entomopathogenic species of fungi Beauveria bassiana CG 470 and CG 472, Metarhizium anisopliae CG 34
and CG 312, and Paecilomyces sp. CG 301 were requested from CENARGEM/EMBRAPA. The species
selected for the bioassays were Aspergillus sp., Memnoniella sp. and Metarhizium anisopliae CG 34 and CG
312. The fungi Aspergillus sp. and the Memnoniella sp. did not present entomopathogenic capacity; the
fungi Metarhizium anisopliae CG 34 and CG 312 were sufficiently efficient in controlling the emergence
of the adults of Musca domestica, showing themselves good agents of biological control.

KEY WORDS: Entomopathogenic fungi, biossay, biological control.

INTRODUCAO jas. (AxTELL; ARENDs, 1990). Estas moscas produzi-

das no esterco da granja podem migrar e colonizar

Os dipteros muscoides sdo considerados o prin-  cidadese vilarejos préximos dos empreendimentos,

cipal problema em granjas de galinha de postura, =~ causando um problema de satde publica

por seu grande potencial bidtico neste ambiente e (WINPISINGER, 2005). Perante a situacdo, a populagao

pelos danos diretos e indiretos causados pela pre- atingida pode acionar o servigo de satde local e
senga de altas densidades destes dipteros em gran-  exigir até o fechamento da granja.
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Bicro et al. (2004), em coleta feita em um aviario,
constataram que 61,47% dos artrépodes existentes no
local correspondiama dipteros. A altadensidadedeaves
e o acimulo de esterco servem de substrato ideal para a
proliferacio demoscas, destacando-sea Muscadomestica
que é veiculadora de micro-organismos que causam
diversas patologias tanto em pessoas que trabalham ou
moramnasredondezasetambém causamsériasdoengas
nas aves (Costa ef al., 2004; BErNARDI et al., 2006).

O controle das populacdes de moscas é altamente
desejavel, devidoaos danos que causam e, na maioria
das vezes, é conseguido através do manejo quimico,
com a aplicacdo de inseticidas. A utilizagdo dos inse-
ticidas de maneira indiscriminada ou ndo-estratégi-
ca faz com que muitas espécies de insetos desenvol-
vam resisténcia. A M. domestica é uma das espécies
commaior capacidade de desenvolver resisténciaaos
inseticidas, e os fatores que influenciam o desenvol-
vimento desta resisténcia sao genéticos, biolégicos e
operacionais. O surgimento da resisténcia faz com
quesejanecessario o desenvolvimento denovasclas-
ses de pesticidas, o que aumenta o preco final do
controle quimico (KEIDING, 1999).

Como alternativa ao controle quimico, o controle
microbiano de insetos utilizando fungos entomopa-
togénicos vem sendo aplicado utilizando-se princi-
palmenteas espécies Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana. Entretanto, poucos sdo os estudos
direcionados ao controle biolégico de moscas por
fungos entomopatogénicos, avaliando a agao destes
sobre as diversas formas evolutivas destes dipteros
(BERNARDI et al., 2006; NUNEs et al., 2002).

Devido aos patégenos transmitidos por esses in-
setos-pragas, o controle microbiano usando fungos
entomopatogénicosé umaalternativavidvel esegura,
pois sdo considerados seguros tanto para os animais
como para o ambiente e, além disso, a permanéncia
desses micro-organismos no ambiente é potencial-
mente maior do que a dos produtos quimicos (ALVEs,
1998; ALEXANDRE et al., 2006).

Oobjetivodestetrabalhofoiisolar fungosresidentes
em M. domestica e, por meio de bioensaios, avaliar a
competéncia de cada isolado em controlar larvas de 3°
instar de M. domesticaemlaboratdrioe compara-loscom
aacdo de fungos entomopatogénicos de uso comercial.

MATERIAISEMETODOS

Os experimentos de campo foram realizados em
dois galpdes em uma granja avidria, localizada na BR
365, km14, no Municipio de Montes Claros, MG. As
coletas foram realizadas de fevereiro a maio de 2007,
sendo realizadas coletas semanais, utilizando arma-
dilhas feitas com garrafas plasticas dotipo PET de dois
litros, furadas perto da base para entrada das moscas

e pintadas de amarelo para aumentar a atratividade
(BurcG; AxtELL, 1984). Como isca atrativa, foi usada a
isca comercial Vetor® (Novartis Biociéncias). Foram
colocadas quatro armadilhas em cada galpaona gran-
ja. Ascoletas foram feitas também utilizando um puca
de tela de Nylon para captura de individuos vivos de
M. domestica, e essas moscas capturadas foram criadas
no Laboratdrio de Zoologia da UNIMONTES.

Os adultos vivos de M. domestica coletados no
avidrio foram levados ao Laboratério de Zoologia e
criados em caixa entomolégica de acrilico a tempera-
tura ambiente. Dentro da caixa entomolégica foi
mantida uma placa de Petri com algod&do e 4gua para
manter a umidade. A alimentagio dos adultos ocor-
reu com leite em pé adicionado de agticar ad libidum
e para obtencao das larvas foi utilizado um meio de
cultura composto de racdo avicola de postura mais
farelo de trigo na proporgao de 50% cada.

Asamostras coletadasno avidrio foram individu-
alizadas em sacos plasticos e identificadas no Labo-
ratério de Biotecnologia da UNIMONTES e
transferidas parabandejas plasticas, sendo coletados
adultos vivos ou mortos de M. domestica. Todos os
insetos passaram por desinfeccdo por imersao em
alcool 70% por 2 segundos e, em seguida, imersos em
hipoclorito 1% por 1 minuto, posteriormente repetin-
do-se a lavagem em &gua destilada estéril para a
retirada do excesso de cloro.

Concluido o processo de desinfecgdo, os insetos
foram transferidos para cdmara timida, com 25 insetos
por placa, totalizando 450 moscas. Todos os individu-
os foram mantidos a 26 + 1° C e fotofase de 14h por 27
dias para obter o crescimento dos fungos residentes.

Os fungos foram isolados dos cadéveres, transfe-
rindo-os para placas contendomeio de cultura Batata
Dextrose Agar, acrescido de tetraciclina (na propor-
¢do de 100 mg de tetraciclina para 0,1 L de BDA).
Posteriormente, os fungos foram identificados por
meio de microcultivo e chave taxonémica proposta
por ALVES (1998) e BARNETT; HUNTER (1998), e armaze-
nados em tubos de ensaio com meio BDA, recobertos
por 6leo mineral estéril e usados posteriormente nos
bioensaios (ALVEs, 1998).

Foram gentilmente cedidos pelo CENARGEN -
Embrapa Recursos Genéticos, Brasilia, DF, os seguin-
tesfungos entomopatogénicos: B. bassianaCG470e CG
472; M. anisopliae var. anisopline CG 34 e CG 312;
Paecilomyces sp. CG301; Trichodermaharzianum CG502.

Aslarvas das moscas foram obtidas da criagdo do
Laboratério de Zoologiada UNIMONTES, apartirda
F2 (2% geragdo) e todas estavam sadias ebemnutridas,
sendoselecionadasaslarvascom 72 horas deeclosao.
Por meio desses bioensaios, foram analisados os di-
ferentesniveis derespostas doshospedeiros tratados.
Aslarvastiveram a mesmaidade, e fase de desenvol-
vimento biolégico e o niimero minimo para cada
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tratamento foi de 60 individuos. Os fungos seleciona-
dos para os bioensaios foram os que esporularam em
meio de cultura BDA ou BDA com adicdo de caldo
obtido com fervura de arroz.

Os fungos que nao esporularam, foram transferi-
dos para meio de cultura BDA modificado. A altera-
¢do do meio de cultura ocorreu acrescentando dgua
retirada da fervura de arroz integral em substituigao
a agua destilada, melhorando assim o valor
nutricional do meio de cultura.

As suspensoOes de conidios foram preparadas
acrescentando 6 mL de dgua destilada estéril adicio-
nadodeespalhanteadesivo (Tween 80) na proporgao
de 0,01%, sobre a superficie de cada placa contendo
asculturasesporuladas. Emseguida, foi feitaaraspa-
gem superficial para a retirada dos conidios e essas
suspensdes de esporos foram entdo transferidas para
tubos de ensaio, para posterior homogeneizacdo e
quantificacdo, em camara de Neubauer.

Ap6s a obtencdo das larvas de M. domestica, estas
foram colocadas em uma placa de Petri, sendo 60
larvas para cada tratamento com diferentes dilui¢des
de esporos. As suspensdes de esporos foram entdo
despejadasnas placas sobre aslarvas de M. domestica,
transferindo-se, em seguida, essas larvas para potes
plasticos de 280 mL, previamente esterilizados por
radiagdo ultravioleta, contendo chumacos de algo-
déo estéril, umedecidos com dgua destilada estéril,
sendo o tratamento controle composto por dgua des-
tilada estéril adicionada de 0,01% de Tween 80. As
larvas foram divididas em 3 grupos de 20 individuos
cada e o tratamento com cada dilui¢do de esporo foi
feito em triplicata. Todos os grupos foram mantidos
emincubadoras B. O. D com fotofase de 14ha27° C + 1.
As observagdes foram feitas diariamente. As larvas
néo foram alimentadas durante a incubagéo e este foi
avaliado porum periodode dez dias,sendoaporcen-
tagem de mortalidade o fator analisado.

Para verificar o efeito da concentragao de esporos
das quatro espécies de fungo sobre a mortalidade dos
individuos foi construido e ajustadoum modelolinear
generalizado,com distribui¢ao de erros quasibinomial,
por ter sido a mais adequada para o tipo de dados
(proporgéo de individuos mortos). As varidveis inde-
pendentes domodelo foram: concentracdo de esporos,
fungo (com quatroniveis, correspondentes as espécies
de fungo) e a interagdo entre concentragdo de esporos
e fungo (concentrac¢do de esporos x fungo). Os valores
de concentragdo de esporos foram linearizados com a
funcao Log, (x), exceto os valores iguais a zero. Foi
realizadauma Analise de Desvio (ANODEV)domode-
lo, que é uma generalizagdo da analise da variancia
paraos Modelos Lineares Generalizados (GLM). Uma
Anadlise de Contrastes foi realizada para verificar quais
fungos sao diferentes entre si, quanto aos seus efeitos
namortalidade das larvas. Todas as anélises estatisti-

cas foram realizadas no software estatistico R (R Core
Team, 2008).

RESULTADOSEDISCUSSAO

Os fungos isolados e identificados foram perten-
centes a duas espécies de Aspergillus sp., Paecilomyces
sp., Memnoniella sp., Scopulariopsis sp. e um fungo da
familia Moniliaceae.

Entre os fungos isolados, apenas os fungos
Paecilomyces sp. e o Aspergillus sp. ja haviam sido
isolados de M. domestica (A1vEs, 1998; Sarrsetal.,2002;
Banjoet al., 2005), entretanto, nao foram encontrados
registros do isolamento de Memnoniella sp. e
Scopulariopsis sp. em M. domestica. O fungo também
isolado pertencente a familia Moniliceae ainda sera
identificado para que entdo, posteriormente aidenti-
ficagdo, ele possa ser confirmado ou ndo como sendo
um fungo jd isolado de individuos de M. domestica.

Desses fungosisolados, o género Aspergillus pode
crescer sobre um grande niimero de substratos, em
virtude dasua capacidade de producado de diferentes
tipos de enzimas (CARLILE et al., 2001). Embora em
estudos como o de NUNEs et al. (2002) e confirmado
pelos resultados desse trabalho, espécies do género
Aspergillus nao sejam consideradas entomopatogeé-
nicas, esse género é relatado como um agente secun-
dario no processo-doenga, sendo mais comum sua
ocorréncia em insetos moribundos, ja colonizados
por outros patégenos ou submetidos a diferentes
tipos de estresse (ALVEs, 1998).

O género Paecilomyces, tal como isolado de M.
domestica neste trabalho, retine diversas espécies
entomopatogénicas, sendo as mais frequentes P.
farinosus, P. tenuipes, P. amoeneroseus, P. cicadidae, P.
fumosoroseus e outros. Esse género causa em insetos a
doenca denominada muscardine amarelo (ALVEs,
1998) e, apesar de reunir diversas espécies entomo-
patogénicas, também sdo considerados saproéfitasno
meio ambiente (BARNETT; HUNTER, 1998).

O género Scopulariopsis, também isolado desses
dipteros, apresenta espécies de importancia médica.
OS. brevicaulis é o patégeno mais comum desse género
e um dos frequentes contaminantes de laboratdrios.
Sua importancia na medicina é devido ao fato dele
causar infec¢do nas unhas dos pés e, menos
comumente, das unhas das méos (Murray, 2002).
Dentro desse género, existem espécies que podem
causar deterioracao de laticinios e carnes (FRANCO;
LANDGRAF, 2005) sendo também consideradosaprofita
nosolo (BARNETT; HUNTER, 1998). Nao foram encontra-
dosregistros deisolamento desse géneroem M. dormes-
tica, e também nao foram localizados trabalhos que
tenham avaliado se espécies desse género apresen-
tam alguma atividade entomopatogénica.
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Para o género Memnoniella, ndo foram encontra- mentonamortalidade daslarvas, e também nao apre-
dos muitos trabalhos, inclusive sobre se possuem sentaram efeitos diferentes na mortalidade (Fig. 1).
potencial entomopatogénico. Como observado nos Nos bioensaios, verificou-se que o fungo
resultados dosbioensaios, ndofoiobservadaativida- ~ Memnoniella sp. ndo impediu a pupacdo das larvas,
deentomopatogénicaemindividuos de M. domestica. mostrando-se sem potencial entomopatogénico, sen-

Foi isolado um fungo da familia Moniliaceae e do que oaumento da concentragdo de esporosnasus-
neste grupo encontram-se espécies que possuemati-  pensdo aumentou a emergéncia de adultos (Fig. 1).
vidade entomopatogénica como Beauveria, O Aspergillus sp. também se mostrou pouco efici-
Trichorderma e outros ndo entomopatogénicos como ente para o controle delarvas como entomopatégeno
Aspergillus e Penicillium (SILVEIRA, 1995). (Fig.1).Nungsetal. (2002) observaram emergéncias de

Dentre os fungos usados no experimento, apenas adultos entre 57,50% e 86,25% quando as larvas
os M. anisopliae CG 34 e CG 312 e um dos Aspergillus foram tratadas com suspensdes de 10°esporos/mL,
sp. apresentaram esporulacdo em meio de cultura sendo que estes valores indicam que a porcentagem
BDA, sendo assim, foi realizada uma tentativa de deemergéncia deadultos foiinversamente proporci-
modificar omeiode cultura BDA acrescentando agua onal aos aumentos das concentra¢des das suspen-
retirada da fervura contendo arroz integral e, apds sOes de esporos com as duas espécies de Aspergillus
esse procedimento, apenas o fungo Memnoniella sp. sp. avaliadas. O mesmo resultado nédo foi observado
apresentou esporulacdo. Devido ao fato dos outros nestes bioensaios, onde ndo houve diferenca entre o
fungosnéo terem produzido esporosem quantidades aumento da concentracdo de esporos/mL eataxade
satisfatorias, os bioensaios foram realizados com es- mortalidade larval (Tabela 2, Fig. 1).
ses quatro fungos e cada umobteve uma produgdode Os isolados do fungo M. anisopliae mostraram-se
esporos diferenciada (Tabela 1). bastantes eficientes como entomopatdgenos de larvas

O efeito da concentragdo de esporos sobre a mor- de M. domestica (Fig. 1), sendo esses resultadosja obser-

talidadede larvas dependeu da espécie de fungo vados por BErRNARDI et al. (2006) e BarsoN et al. (1994). A
(P<0,0001) (Tabela 2, Fig. 1). A mortalidade delarvas diferencademortalidade observadaentreosisoladosdo

aumenta com o aumento da concentracdo de esporos género Metarhizium poderia seratribuida a diferencade
nas duas linhagens de M. anisopliae, que ndo apresen- concentragdo deesporos/mL,sendo que o M. anisopliae
taram efeitos diferentes na mortalidade (P < 0,0001). CG 312 teve uma maior esporulagio e, consequente-
Aspergillus sp. e Memnoniella sp. ndo provocaram au-  mente,seuindculofoibemmaisconcentrado(Tabela1).

Tabela 1 - Concentragdes de esporos/mL usadas nos bioensaios apés recuperagdo da suspensao micelial no meio de
cultura.

Fungo (espécie) Dilui¢oes de esporos (esporos/mlL)

101! 102 10°% 10+
Mempnoniella sp. 2,1x10° 2,1x10* 2,1x10° 2,1x107?
Aspergillus sp. 7,2x10° 7,2x10° 7,2x10* 7,2x10°
Metarhizium anisopline CG 34 5,8x10° 5,8x10° 5,8x10* 5,8x10°
Metarhizium anisopline CG 313 8,2x10° 8,2x10° 8,2x10* 8,2x10°

Tabela 2 - Resultado da andlise de desvio do modelo linear generalizado que explica a mortalidade de larvas. Todas
as variaveis independentes tiveram um efeito significativo sobre a mortalidade.

Variaveis GL? GL restante Desvio® Desvio residual P
Modelo nulo - 50 - 406,97 -
Log (concentracdo de esporos) 1 49 61,45 345,52 <0,0001
Fungo 2 47 125,55 219,97 <0,0001
Log (concentracdo de esporos): Fungo 2 45 105,85 114,12 <0,0001

3GL: Graus de liberdade.

"Desvio: indica o poder de explicagdo das varidveis independentes. A proporgao de variacao explicada por cada varidvel
independente é calculada dividindo o desvio de cada varidvel pelo desvio total (406,97).

A existéncia da interacdo (Fungo: concentracdo de esporos) indica que o efeito da concentragdo sobre a mortalidade
depende da espécie de fungo.
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Fig. 1 - Porcentagem de larvas mortas apds tratamento com diferentes concentragdes de esporos/mL de cada espécie
fingica analisadas neste experimento. Os valores 0, 5, 10 e 15 no eixo x significam respectivamente as dilui¢des 10+, 107,

102 e 10

Por meio desses resultados, pode ser observada a
diferenca quando larvas de M. domestica foram trata-
das com fungos entomopatogénicos e com fungos que
sdo saprofitas no ambiente (ndo entomopatogénico).
Os fungos entomopatogénicos como o M. anisopliae
tém a capacidade de produzir proteases, esterases,
lipases, quitinases e outras enzimas que degradam a
cuticula dos insetos e acabam levando a morte do
hospedeiro pelainvasdo e colonizagdo de seus corpos
(Traco; FurLANETO, 2003).

O controle de M. domestica em locais de criagdo de
animais vem crescendoacadaano ej existemalguns
trabalhos onde o controle dessas moscas em aviarios,
através de fungos entomopatogeénicos, foisatisfatério
(Kaurman et al., 2005; Luis; Jost, 2006). O controle
populacional de M. domestica usando fungos
entomopatogénicos é muito promissor eainda caren-
tede pesquisas, mas vem ganhandobastanteaten¢do
principalmente pelo rapido surgimento de resistén-
cia aos inseticidas quimicos que essas moscas desen-
volvem, sendo o controle microbiano uma alternativa
viavel e segura.

CONCLUSOES

Os fungos Scopulariopsis sp. e Memnoniella sp.
foram isolados de M. domestica, sendo este trabalho o
primeiro registro de sua ocorréncia.

O género Scopulariopsis sp. apresenta espécies de
importanciamédicaeveterinaria, sendoosadultos de
M. domestica veiculadores desses fungos.

Os fungos Memnoniella sp. e Aspergillus sp. isola-
dos das moscas capturadas ndo apresentaram capa-
cidade entomopatogénica e nao sdo indicados para
controle de larvas de M. domestica.

O fungo M. anisopliae (isolados CG 34e CG 312) foi
bastante eficiente no controle in vitro de larvas de M.
domestica.

M. anisopline apresenta maior patogenicidade para
larvas de 3° instar de M. domestica quanto maior for a
producao de esporos.
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