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RESUMO

BADINI, Ana Paula Rodrigues Moraes. Beauveria bassiana no controle bioldgico de
estagios imaturos de Stomoxys calcitrans. 2011. 81p. Tese (Doutor em Ciéncias). Instituto
de Medicina Veterinaria, Departamento de Parasitologia Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O desequilibrio populacional de Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) tem ocasionado perdas
significativas na producdo animal. Atualmente, pesquisas tém sido direcionadas para métodos
de controle que preservem o meio ambiente. Com o presente estudo verificou-se o potencial
entomopatogénico dos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de Beauveria bassiana sobre
ovos, larvas e pupas de S. calcitrans onde se utilizou trés métodos de exposicdo fungica.
Larvas de S. calcitrans expostas ao isolado CG 138 e do grupo controle foram submetidas a
Microscopia Eletrénica de Varredura para verificar a capacidade do fungo em aderir e se
desenvolver sobre a cuticula e aberturas naturais. Macerado e muco de larvas expostas aos
trés isolados e as do grupo controle foram utilizados para verificar a capacidade de inibicédo
fangica através do teste de difusdo em meio solido. Através do método de PCR fez-se a
identificacdo de uma bactéria, presente no macerado e muco das larvas e foi avaliada a
atividade antiflngica para os trés isolados. Ainda foram avaliados os perfis cromatogréficos,
protéicos e proteoliticos destas amostras em cromatografia liquida de alta eficiéncia,
eletroforese protéica e enzimatica, respectivamente. Foi observado que os estagios imaturos
de S. calcitrans se desenvolveram em condicGes experimentais, onde foram expostos a
diferentes concentracdes dos trés isolados fungicos. Os trés isolados ndo reduziram a
emergéncia de moscas provenientes das larvas expostas nos trés métodos utilizados. Inibicéo
fangica foi observada quando o isolado CG 138 foi exposto ao macerado de larvas
sensibilizadas ao mesmo. Através da microscopia eletrbnica de varredura, foi observado
reduzido desenvolvimento do isolado CG 138 sobre a cuticula das larvas. Verificaram-se
diferencgas entre os perfis cromatograficos, protéicos e proteoliticos de larvas expostas aos
isolados fungicos e as do grupo controle, indicando reacao antifangica. A bactéria identificada
como Stenotrophomonas maltophilia apresentou atividade antifingica frente aos trés isolados.
Os resultados sugerem que os isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 apresentaram efeito
saprofitico, pois ndo afetaram significativamente o desenvolvimento dos estagios imaturos da
mosca dos estdbulos, comprometendo desta forma a sua utilizagio como agente
entomopatogénico no controle de S. calcitrans.

Palavras chave: Stomoxys calcitrans, Beauveria bassiana, controle bioldgico



ABSTRACT

BADINI, Ana Paula Rodrigues Moraes. Beauveria bassiana no controle biol6gico de
estagios imaturos de Stomoxys calcitrans. 2011. 81p. Thesis (Doctor Science) Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Abstract: Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) population imbalance has caused significant
economic losses in animal productivity. Currently concern about environmental safety has
fostered the research and development for alternative control methods. The present study
evaluated the entomopathogenic potential of Beauveria bassiana CG 138, CG 228 and
ESALQ 986 isolates using three different in vitro methods to treat S. calcitrans eggs, larvae
and pupae. S. calcitrans larvae exposed to CG 138 isolate and control group have been
examined by scanning electron microscopy to verify the fungus adhesion and development on
cuticle and natural openings. The in vitro antifungal activity was evaluated by diffusion test
on media solidified using the larvae homogenate and surface mucus of control and treated
groups. The bacterium present in the larvae homogenate and surface mucus was identified by
PCR method. The antifungal activity of this bacterium was evaluated using the three B.
bassiana isolates. The protein, enzymatic and chromatography profiles of these samples were
evaluated by electrophoresis in a sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide, zymography and
high-performance liquid chromatography respectively. The results observed in the present
study showed that the S. calcitrans immature stages are able to develop when are exposed to
the three fungi isolates under experimental conditions. The three different fungi exposure
methods used did not reduce the flies emergence of S. calcitrans adults. There was antifungal
activity when the CG 138 isolate was exposed to the homogenate of larvae treated with this
fungus. A reduced development of CG 138 on larvae cuticle was observed by scanning
electron microscopy. There were differences between the chromatographic, protein and
enzymatic profiles from control and treated groups, indicating antifungal reaction. The
bacterium was identified as Stenotrophomonas maltophilia and presented antifungal activity
against the three isolates. The results suggested the CG 138, 228, and ESALQ 986 isolates
presented saprophytic effect since did not change significantly the development of S.
calcitrans immature stages, and therefore, are not indicated to be used as stable fly biocontrol
agent.

Key words: Stomoxys calcitrans, Beauveria bassiana, biologic control



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Percentual de mortalidade de estagios imaturos de Stomoxys calcitrans imersos
em suspensdes aquosas dos isolados CG 138, CG 288 ou ESALQ 986 de Beauveria
bassiana pelo primeiro MEtodo de EXPOSICAD.........ueireerieieerieeieeeeseeieeee e sre e sree e ereesneas

Tabela 2. Percentual de mortalidade de ovos e larvas de Stomoxys calcitrans imersos e
mantidos em placas de Petri acrescidas de suspensdes aquosas dos isolados CG 138, CG
288 ou ESALQ 986 de Beauveria bassiana pelo segundo método de exposic¢éo.................

Tabela 3. Percentual de emergéncia de moscas proveniente de larvas de Stomoxys
calcitrans expostas as suspensdes aquosas dos isolados CG 138, CG 288 ou ESALQ 986
de Beauveria bassiana pelo primeiro método de exposicao fungica..........ccccccevvevveiiveieannns

Tabela 4. Percentual de emergéncia de moscas proveniente de larvas de Stomoxys
calcitrans expostas as suspensfes aquosas dos isolados CG 138, CG 288 e ESALQ 986
de Beauveria bassiana pelos segundo método de exposicao fungica...........cccccevveveevernnnnn.

Tabela 5. Percentual de mortalidade de ovos, larvas e pupas de Stomoxys calcitrans
expostos aos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de Beauveria bassiana pelo
terceiro método de eXPOSICAD FUNQICA. ........ccvveiieiie e

Tabela 6. Germinacdo dos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ 986 de Beauveria
bassiana em placas de Petri com &gar batata dextrose e extrato de levedura (1%) com
discos de papel filtro impregnados com muco ou macerado de larvas de Stomoxys
(07 1[o] 1 = 01T

29

30

30

31

36



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene 16S DNAr
d0 1501200 DACLEITANO. ......eieiee e 24

Quadro 2. ldentificacdo de Stenotrophomonas maltophilia  proveniente de muco e
macerado de larvas de  Stomoxys calcitrans  através do  método



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Desenvolvimento fungico dos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ 986 de
Beauveria bassiana em placa de Petri onde estagios imaturos de S. calcitrans foram
expostos pelo primeiro Mmétodo de eXPOSICAD. .........ccvevverieeieiie s ere e

Figura 2. Larvas de Stomoxys calcitrans ingerindo conidios de Beauveria bassiana apds
EXPOSIGAD TUNGICA. ...ttt b et

Figura 3. Crescimento hifal e conidiogénese em placa de Petri onde estagios imaturos de
S. calcitrans foram expostos aos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ 986 de Beauveria
bassiana pelo segundo MEtOdo de eXPOSIGAD. ......c..evrrerieriririere et

Figura 4. Placa de Petri referente ao grupo controle do segundo método de exposicdo
fangica, onde as larvas foram expostas apenas ao diluente...........c.cccceeveeveevicseesecie s,

Figura 5. Crescimento hifal e conidiogénese dos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ
986 de Beauveria bassiana em becker onde estagios imaturos de S. calcitrans foram
BXPOSTOS 1. ttteteseete ettt e ettt r et E et Rt R e R e bRt R e Rt e Rt e Rt Ee e e Rt e Re bt n e bt nereers

Figura 6. Anverso da placa de Petri onde foi observado halo de inibicdo do isolado CG
138 de Beauveria bassiana, através da utilizagdo do macerado de larvas previamente
sensibilizadas Pelo fUNQO........covi i

Figura 7. Reverso da placa de Petri onde foi observado halo de inibi¢do do isolado CG
138 de Beauveria bassiana, através da utilizagdo do macerado de larvas previamente
sensibilizadas Pelo TUNGO. ..o

Figura 8. Anverso da placa de Petri onde ndo foi observado halo de inibi¢éo do isolado
CG 138 de Beauveria bassiana, através da utilizacdo do muco de larvas previamente
5ensibilizadas Pelo FUNGO.......cc.oiiiii e

Figura 9. Aspecto macroscopico da col6nia bacteriana proveniente das amostras de muco
ou macerado de larvas de StomoXys CalCItrans............ccccovevveiieiecie s

Figura 10. Semeadura em agar batata dextrose e extrato de levedura da col6nia
bacteriana obtida no macerado e muco de larvas de Stomoxys calcitrans e que apresentou
intensa fermentacdo do meio, ocasionando producao de gas..........ccccvveveeieevieciieseese e,

Figura 11. Halo de inibicdo fangica resultante do crescimento de colénia bacteriana
presente no macerado de larvas de Stomoxys CalCItrans............ccooveerenene s

Figura 12. Perfil cromatografico em cromatografia liquida de alta eficiéncia de macerado
de larvas de Stomoxys calcitrans do grupo controle (A) e das larvas sensibilizadas com os
isolados CG 138 (B), CG 228 (C) ou ESALQ 986 (D) de Beauveria
02T = o - WSS

Figura 13. Perfil cromatografico em cromatografia liquida de alta eficiéncia de muco de
larvas de Stomoxys calcitrans do grupo controle (A) e das larvas sensibilizadas com os
isolados CG 138 (B), CG 228 (C) ou ESALQ 986 (D) de Beauveria bassiana....................

32

32

33

33

37

40

40

40

42

42

42

45



Figura 14. Perfil cromatografico em cromatografia liquida de alta eficiéncia dos isolados
CG 138 (A), CG 228 (B), ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana, Tampao Fosfato de
Sodio (D) e Diluente (agua destilada estéril e espalhante adesivo Tween 80) (E)................

Figura 15. Perfil protéico de macerado de larvas pertencentes ao grupo controle (A) e de
larvas previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de
Beauveria bassiana e marcador de peso molecular (E) em gel de poliacrilamida (12%).....

Figura 16. Perfil protéico do muco de larvas pertencentes ao grupo controle (A) e de
larvas previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de
Beauveria bassiana e marcador de peso molecular (E) em gel de poliacrilamida (12%).....

Figura 17. Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e de larvas
previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de
Beauveria bassiana em tampao acido (PH = 4,5)...ccccveiiiiciieece e

Figura 18. Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e previamente
expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de Beauveria bassiana
em tampao NEULIO (PH = 6,5)...c..ciuiiiiiiieieee e

Figura 19. Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e de larvas
previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de
Beauveria bassiana em tampdo basico (pH = 8,5), onde foi observada maior atividade
S 0] 1=T0] 1] o= OSSOSO

Figura 20. Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e previamente
expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de Beauveria bassiana
em tamp&o basico forte (PH = 10,0)....c.oiiiiiiiieieiie e

Figura 21. Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG
138 (A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampé&o
Lol [ [T (o] ) PSSR ROTOSORRPO

Figura 22. Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG
138 (A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampéo
NEULIO (PH = 6,5). ittt st b b

Figura 23. Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG
138 (A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampé&o
basico (pH = 8,5), onde se observou maior atividade proteolitica..............ccocceeveiveiiiiennn,

Figura 24. Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG
138 (A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampéo
DASICO TOrte (PH = 10,0t

Figura 25. Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans
expostas ao isolado CG 138 de Beauveria bassiana 15 horas apds exposi¢do fungica,
onde se pode visualizar a formagao do tubo germinativo (Seta)..........ccovvvvvrereninenneeeienns

Figura 26. Microscopia eletrbnica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans
expostas ao isolado CG 138 de Beauveria bassiana 24 horas apds exposi¢do fungica,
onde se pode visualizar a formacao do tubo germinativo e penetracdo na cuticula (seta)....

47

50

51

53

53

54

54

55

55

56

56

58

58



Figura 27. Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans
expostas ao isolado CG 138 de Beauveria bassiana 48 horas apds exposi¢do fungica,
onde se pode visualizar o desenvolvimento de hifas, penetracdo na cuticula e presenca de
bactérias de aspecto DACIIAr (SEA)........ccviiiirieieie st

Figura 28. Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans
expostas ao isolado CG 138 de Beauveria bassiana 72 horas apds exposic¢do fangica,
onde se pode visualizar o desenvolvimento de hifas sobre a cuticula (A) e acdo
enzimatica fungica na cuticula (B) (SEta)........cccvevuveiieiieiecie e

Figura 29. Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans
expostas ao isolado CG 138 de Beauveria bassiana 96 horas apds exposic¢do fangica,
onde se pode visualizar a formacao de apressOrio (SEta).......covrerererieereeriereeseseseeeeeeeen,

Figura 30. Larvas de Stomoxys calcitrans pertencentes ao grupo controle sonicadas (A) e
ndo sonicadas (B) apresentando diferente concentracdo de bactérias de aspecto cocdide....

Figura 31. Bactérias de formato bacilar e presenca de flagelo (seta) e microfibrilas (seta)
na superficie da cuticula de larvas de Stomoxys CalCitrans...........ccccoeeeverninenerseseseenes

60

60

62

63



SUMARIO

L INTRODUGAO. .......cocteieeeieee ettt sttt en et ens ettt 01
2 REVISAO DE LITERATURA ...t teees et s st asnen s 02
2.1 SEOMOXYS CAICITIANS. ......eititiitieieee et 02
0 0 = 1o (oo - SRS 02
2.1.2 Manutencédo da colonia em 1aboratorio............cooeerereieriiieiese e 03
2.1.3 Perdas BCONOMICAS. .......ciuieiuierieieie st st sttt bbbttt ettt ne e ne e e 03
A O I TSl L= SRS 05
2.1.5 Transmissdo de agentes com potencial patogeNniCo..........covvvereeiereeieereeie e 05
2.1.6 Controle populacional.............ccoooiiiiiiiii 06
2.2 FUNQOS ENtOMOPALOGENICOS. ... cuviveeieeeieitiesieesieesteeeesie e te et e s e e steesaesnaesaaesaeaneesseeseaneesnes 06
2.2.1 BRAUVEITA DASSIANA. ... .cviiiiiiiiiiecie e 07
2.3 Controle de Moscas com Fungos ENntomopatogéniCos...........cccevvevveveeieeiesiieseesieseenns 09
2.4 Inibigdo Microbiana Realizada por ArtrOPOES...........cvrereieirerieise e 12
2.5 Bactérias Relacionadas 8S MOSCAS..........ccuiieiiiiiinieieiesie et 14
2.6 Teste de Difusdo em Meio SOIITO..........cceiereieice e 16
2.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE..........cccccoiiiiiie e 16
2.8 Eletroforese Protéica @ ENZIMALICA. .........cceiverieiiieieiecieieees e 17
2.9 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV........ccccooiiiiii i 17
3MATERIAL E METODOS.......cooiiiieieceeseieeeseeeeess s issssesssss s s s snsssesnas 19
3.1 Localizagao EXPerimental...........ccoiiiiiiiiiiese i 19
3.2 Estabelecimento e Manutencdo da Coldnia de Stomoxys calcitrans.............cccccevvennenee. 19
3.3 Manutencdo dos Isolados de Beauveria Dassiana...........ccceecvevvereeiienenneseenineee e 19
3.4 ENSAI0S BIOIOGICOS. ... .euviviitiiiieiiiti sttt ettt sttt 20
3.4.1 Elaboracdo das suSpenses fUNQICAS..........ccviieiieiieieceese e 20
3.4.2 Primeiro método de eXpoSiGa0 FUNGICA...........eoeiriieieiie e 20
3.4.3 Segundo método de eXpoSICAO FUNGICA...........ccveieeiieeiiiiee e 21
3.4.4 Terceiro método de expoSiGAO FUNGICA.........cierirerireerereee e, 21
3.4.5 Vabilidade fUNQGICA........c.ccieiiiieiece et raene s 21
R N g LT = v L] (o SO 22
3.5 Analise de Muco e Macerado de Larvas de Stomoxys calcitrans............cccccveeevvevieennenn. 22
3.5.1 Exposicao fungica de larvas de Stomoxys calCitrans...........ccccceveveverieiiesnsieeeeriesienn, 22
3.5.2 Obtencdo de muco de larvas de Stomoxys calCitrans............ccccevevieveeresiecie e 22
3.5.3 Obtengdo de macerado de larvas de Stomoxys CalCItrans............cccooceveieneniinneiienennn. 22
3.5.4 Teste de difusdo em Meio SOIITO. .........ccuiieiiiiiece s 23
3.5.4.1 Teste de difusdo em meio solido com cloranfenicol............c.ccceoieniinininiiciiens 23
3.5.4.2 Teste de difusdo em meio solido sem cloranfenicol...........cc.ccoovveieiiiiiiiicieeen, 23
3.5.4.3 Isolamento e identificagdo Dacteriana...........ccueveereiiiiiesceeee e 23
3.5.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE............cccooi i 25
B O = o]0 (0] £ OSSR SR 25
3.5.6.1 Eletroforese ProteiCa........ccccvvciiiiiiiiiie ettt 25
3.5.6.2 Avaliacéo da atividade proteolitica por eletroforese (zimografia)..........cc.cceeveveneen. 26
3.5.6.3 PreServacan dOS GEIS.......cueuerierierieriesiesieariaseeiesiesieseestestessessesseeseeesstessessessesseeseeseenes 26
3.6 Microscopia Eletronica de Varredura de Larvas de Stomoxys calcitrans..............ccc....... 26
3.6.1 Exposicao fungica de larvas de Stomoxys CalCitrans...........ccocevvvvveierenenenesesesenes 26

3.6.2 Preparacdo das larvas de Stomoxys calcitrans para microscopia eletrénica de
(2L (T [N - PSPPSRSO 27



4 RESULTADOS E DISCUSSAOD. ... e et e e er e er e enann 28

4.1 BEAUVETTA DASSIANG. ... c.viviiiiitieiieieie ettt bbbttt ettt sb et st eneas 28
4.2 ENSAI0S BIOIOGICOS. ......cviuieiiieieiiiie ittt ettt 28
4.2.1 Primeiro e segundo método de exposiCao FUNQICA..........ccevieereeierieerie e 28
4.2.2 Terceiro método de expoSIiGAO FUNGICA. .........oivrrviirircirerieee e 34
4.3 Viabilidade FUNGICA.........ccciiiii et ae e nnes 38
4.4 Andlise do Muco e Macerado de Larvas de Stomoxys calCitrans............c.coevevveververnnnnn. 38
4.4.1 Teste de difusdo em MEeI0 SOIITO.........cccviiiiiiiicieee e 38
4.4.1.1 Teste de difusdo em meio s6lido com cloranfenicol...........cccccvvevviiiieiiiiccicne 39
4.4.1.2 Teste de difusdo em meio solido sem cloranfenicol ...........c.ccooveveiiiiniiniicicieen, 41
4.4.1.3 1dentificagao DACTEITANA. .........ceveieieieiieeie e 41
4.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE..........cccccceiv e 44
G (o1 10 (0] £SO PRORPRRPRRRR 49
4.4.3.1 EIetroforese ProteiCa........cciiiiiiiieiiesiecie sttt ettt nre e 49
4.4.3.2 Avaliagdo da atividade proteolitica por eletroforese (zimografia)...........cccceevrenne, 52
4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV ........cccooiiiiiiiie e 57
5 CONCLUSOES......oootiiiiiieiis ittt sttt 64
6 CONSIDERACOES FINAIS. ..o eeeeseee s ntess st sses s s s aanens 65

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooiieieeeteeee s 66



1 INTRODUCAO

Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) € um diptero hematdfago, considerado um dos
mais importantes para a pecudaria nacional. Grisi et al. (2002) estimaram que o desequilibrio
de sua populagdo tem ocasionado perdas anuais em mais de 100 milhdes de ddlares/ano no
Brasil. Ele é descrito parasitando diferentes espécies, sejam animais de producdo, silvestres,
de companhia e até o homem (GUIMARAES, 1983; GUIMARAES, 1984; MATTOS-
JUNIOR, 1986; BITTENCOURT, 1998).

O Manejo Integrado de Pragas associa métodos de controle mecénicos (PAIVA,
1994), bioldgicos e 0 uso consciente de inseticidas quimicos (MCCOY & TIGANO-MILANI,
1992) que refletirdo na qualidade de produtos de origem animal e vegetal (ALVES, 1998;
FOIL & HOGSETTE, 1994). Estas medidas devem ocasionar 0 menor impacto ambiental
possivel e controlar os insetos em niveis populacionais que ndo afetem economicamente a
producdo (ALVES, 1998).

Os fungos entomopatogénicos sdao amplamente utilizados no mundo para o controle de
diferentes pragas, e dentre estes, o fungo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912
(Ascomycota: Hypocreales) tem sido um dos mais estudados (ALVES 1998). Este fungo tem
sido descrito, parasitando a mosca dos estabulos em baixa prevaléncia (SKOVGARD &
STEENBERG, 2002).

Estudos tém sido direcionados a avaliacdo do sistema imune dos insetos, com o intuito
de elucidar suas estratégias antimicrobianas (SILVA, 2002). Desta forma, os mecanismos
adaptativos desenvolvidos pelos artropodes devem ser estudados, para esclarecer os motivos
da baixa eficiéncia de um agente entomopatogénico, que pode limitar sua utilizag&o.

O presente estudo avaliou o potencial entomopatogénico dos isolados CG 138 e CG
228 e ESALQ 986 de B. bassiana sobre estagios imaturos de S. calcitrans em condicdes
controladas de laboratério e em condi¢Ges naturais de temperatura e umidade. Verificou a
capacidade de inibicdo fungica do macerado e muco de larvas expostas ou ndo aos trés
isolados, e observou as diferencas existentes no perfil cromatografico, protéico e proteolitico
gue indicassem atividade antimicrobiana destas amostras. Também foi realizada microscopia
eletronica de varredura de larvas expostas ao isolado CG 138 em diferentes periodos de tempo
e a identificacdo de um isolado bacteriano que apresentou atividade antifungica.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Stomoxys calcitrans
2.1.1 Biologia

O ciclo biolégico da mosca dos estabulos possui duracdo de 20 a 30 dias,
desenvolvendo-se continuamente nos locais de temperatura e umidade elevadas. O periodo de
incubacdo dos ovos varia de um a quatro dias. Apos eclosdo, as larvas se aprofundam na
matéria organica para evitar seu ressecamento, alimentam-se intensamente e, em seguida, se
deslocam para as por¢des mais secas da matéria para pupar (6 a 26 dias). Apds pupagdo (seis
a 20 dias), os adultos emergem rapidamente e em torno de 1 hora estdo aptos para voar. As
fémeas iniciam sua postura nove dias ap6s emergéncia, depositando 23 a 100 ovos
(GUIMARAES, 1984; MATTOS-JUNIOR, 1986; SOULSBY, 1987; MELLO, 1989)

Em condicbes favoraveis, o pico populacional de S. calcitrans pode ser observado
entre 0s meses de outubro a margo, que correspondente ao periodo de verdo e outono no
hemisfério sul, ou seja, época do ano de elevada temperatura e indice pluviométrico (NEVES
& FARIA, 1988; CRUZ-VAZQUEZ et al., 2000).

De acordo com Foil e Hogsette (1994), a ingestdo de sangue de vertebrados esta
diretamente relacionada a sobrevivéncia e maturidade reprodutiva desta mosca. Mello e
Garcia (1983) verificaram que o sangue de suino, bovino, ovino e equino apresentaram
eficiéncia decrescente com relacdo a atividade reprodutiva de fémeas de S. calcitrans, quando
avaliada a producdo de ovos. A mosca pode ingerir 8,6 mg de sangue em média, 0 que
equivale a trés vezes a sua massa corporal (PARR, 1962). Segundo Hafez e Gamal-Eddin
(1959), o maior numero de picadas esta relacionado a elevacdo da temperatura ambiente, e
consequentemente, a velocidade de digestdo do sangue.

As moscas atacam o0s animais preferencialmente antes das dez horas da manhd e ao
entardecer, com objetivo de evitar os periodos mais quentes do dia (CARRERA, 1991;
HERRERO et al., 1989). Bittencourt e Moya Borja (2000) relataram a preferéncia da mosca
dos estabulos em se alimentar principalmente nas extremidades dos membros torécicos e
pélvicos, devido a maior disponibilidade de vasos sanguineos superficiais que favoreceriam
sua alimentacdo, a auséncia ou menor intensidade do tremor cuténeo e a dificuldade em
espantar as moscas com a boca e cauda (BITTENCOURT & MOYA BORJA, 2002).

A mosca dos estabulos é facilmente encontrada em volta dos estabulos ou nos locais
onde sdo criados os animais. Apds alimentacdo, ela pode ser observada pousada em local
fresco e sombreado (CARRERA, 1991; HERRERO et al.,, 1989), moir0es de cerca,
cordoalhas, muros ou paredes (MATTOS-JUNIOR, 1986; CARRERA, 1991).

Como S. calcitrans realiza sua postura sobre a matéria organica, autores descrevem o
desenvolvimento das fases imaturas em fezes de cavalos, bovinos, ovinos e aves, quando
misturadas a capim umedecido e fermentado (GUIMARAES, 1984; MATTOS-JUNIOR,
1986; BRUNO et al., 1993; BITTENCOURT, 1998; COOK et al., 1999). Cook et al. (1999)
destacam que dois milhdes de moscas dos estabulos em média, emergem por hectare
cultivado com hortalicas, quando utilizada a cama de frango como fertilizante. Sutherland
(1978a) relata que raramente S. calcitrans se desenvolve em fezes puras de aves, tanto que a
cama de frango, que é a associacao das fezes com matéria orgénica vegetal em decomposicéo,
proporciona um meio ideal para seus estagios imaturos. Outros autores descrevem a alfafa,
gréos ou farinhas encontrados abaixo de cochos nos currais, pilhas de grama cortada, fezes de
aves ou restilo de usinas de agticar (GUIMARAES, 1983), esterco bovino acumulado préximo
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aos currais, restos alimentares ao redor dos cochos ou residuos de cervejaria nas instalacdes
das propriedades rurais (BADINI et al., 2003) como ambiente favoravel para procriacdo e
estabelecimento da mosca dos estabulos. Segundo Neves e Faria (1988) as pupas sdo
encontradas principalmente aos cinco centimetros de profundidade, entretanto, quando em
profundidades maiores que dez centimetros, ha maior dificuldade na emergéncia.

2.1.2 Manutencéo da coldnia em laboratorio

Com relacdo a criacdo de mosca dos estdbulos, autores relatam que h& maior
dificuldade em sua producéo em laboratério, quando comparada a mosca doméstica (JONES,
1966; WATSON et al., 1995; MACEDO, 2001; SKOVGARD & STEENBERG, 2002). Jones
(1966) destaca que melhores resultados foram obtidos na postura quando se forneceu sangue
bovino, equino ou suino, enquanto que, 0 sangue de carneiro, cobaia ou de rato prejudicaram
a postura. Sutherland (1978b) 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 é realizada quando as moscas séo alimentadas com sangue de galinhas.

Com relacdo ao meio de desenvolvimento dos estagios imaturos de S. calcitrans,
Macedo (2001) destacou que as larvas se desenvolvem em material organico variavel, desde
que este se apresente Umido, fermentado e friavel. Para criacdo de larvas, 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 sddio associado
ao vinhoto. Estes componentes sdo similares a aqueles utilizados na dieta descrita por
Christmas (1970) e Macedo (2001), mas ambos ndo usaram vinhoto na composicdo da
mistura. A diferenca entre a dieta descrita por Christmas (1970) e a dieta utilizada por
Macedo (2001), foi que este Gltimo substituiu farinha de peixe por farinha de carne. Moraes
(2007) adaptou a dieta substituindo a farinha de carne pela mesma quantidade de carne moida
bovina, por ser um ingrediente mais facil de ser encontrado. A dieta ainda foi autoclavada e
mantida sob refrigeracdo, pois o estudo necessitava que a mistura apresentasse reduzido
crescimento microbiano.

Segundo Moraes (2007), quando sdo utilizadas gaiolas de material plastico para
criacdo e transporte da mosca dos estabulos, séo verificadas vantagens quando comparadas as
gaiolas com estrutura de madeira, devido a facilidade de observacdo, higiene, transferéncia
das moscas e coleta de ovos. Além disso, estas gaiolas mimetizam o ambiente natural onde a
mosca Vive, pois apresenta locais sombreados para o pouso das moscas ap0s a alimentacao.

2.1.3 Perdas econdmicas

A picada dolorosa (CARRERA, 1991; MIHOK & CLAUSEN, 1996) e o
comportamento alimentar interrompido da mosca dos estdbulos geram estresse (MATTOS-
JUNIOR, 1986) nos animais (MIHOK & CLAUSEN, 1996; BITTENCOURT, 1998),
ocasionando reducdo na produtividade leiteira (MATTOS-JUNIOR, 1986) e de corte
(MATTOS-JUNIOR, 1986; WIEMAN et al., 1992), contribui para a disseminacdo de
diferentes agentes patogénicos (GUIMARAES, 1983; GUIMARAES 1984; TARRY &
CARROLL, 1988; MATTOS-JUNIOR, 1986) e ocasiona maior susceptibilidade dos animal
as doengas. A capacidade de dispersdo da mosca dos estabulos esta relacionada a elevados
prejuizos, pois alcancam até 10 km de distancia do local da postura ou até 29,91 (machos) e
29,11 (fémeas) quildmetros durante um periodo de 24 horas (BAYLEY et al., 1973).

Bruce e Decker (1958) mencionaram que as perdas na produtividade animal podem
alcancar até 20,0%. Em um periodo de 100 dias, quando comparado o ganho de peso e a
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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 o membro de um bovino s&o suficientes para ocasionar
perdas de 12,0% na conversdo alimentar e 20,0% em queda de peso. Dougherty et al. (1993)
observaram reduc¢é@o no ganho de peso de bovinos na ordem de 28,6%, devido ao efeito direto
das picadas. Wieman et al. (1992) verificaram que os efeitos indiretos ocasionados pela mosca
dos estabulos sobre 0 gado bovino confinado representou redugédo de 71,5% no ganho de peso
dos animais e o efeito direto relacionado a energia gasta para espantar as moscas representou
perdas de 28,5% no ganho de peso, pois além do efeito espoliativo da mosca, a tentativa de se
proteger das picadas, ocasionou estresse térmico e, consequentemente, reducdo no
desempenho dos animais.

Em outro estudo realizado por Campbell et al. (2001), foi observado que as moscas
dos estdbulos também afetaram bezerros castrados com idade de um ano. Estes animais
apresentaram perda de peso de 0,2kg/bezerro em trés anos de estudo, tendo uma infestacédo
média de 3,64 moscas/perna dianteira, quando comparada a 0,85 do grupo de bezerros do
grupo controle. Verificaram que os animais ndo apresentaram ganho de peso compensatério
apos a transferéncia para confinamento de terminacdo sem o parasitismo da mosca. Kavaliers
et al. (2003) confirmaram o efeito estressor da mosca em ratos, pois verificaram o aumento de
corticosterona ap0s exposi¢do as picadas.

Campbel et al. (1987) ndo observaram prejuizos econémicos em animais parasitados
por duas moscas por membro toracico ou por seis em todo o corpo, considerando-se o0 ganho
de peso, conversdo alimentar e custos com inseticidas. Bittencourt (1998) observou em seu
estudo reducdo no ganho de peso dos animais, devido ao desgaste de energia e reducdo do
pastejo. Os animais realizavam movimentacdo cutanea, de cabeca e orelhas em reacdo as
picadas e se aglomeravam no parasitismo intenso. Em inquérito epidemiolégico foi
constatado que a mosca podia gerar alteracbes comportamentais nos bovinos, pois 100,0%
dos entrevistados relataram que 0s animais apresentavam-se inquietos, 98,0% citaram que
ficavam aglomerados, 80,0% procuravam a agua para se proteger, 36,5% responderam que a
mosca incomodava e ndo deixava os animais pastarem e 13,5% reduziam a producéo de leite.

As transformagdes ambientais decorrentes da acdo do homem ocasionam a extincao de
espécies nativas e podem favorecer a introducdo de novas espécies que possuem alta
capacidade de adaptacdo as condicdes criadas. Segundo Guimardes (1983) o acumulo de
material organico decorrente da producdo animal favorece o estabelecimento e o desequilibrio
populacional de dipteros como a mosca dos estabulos. Barros et al. (2010) relataram que 0s
surtos populacionais da mosca dos estabulos, ocorridos no estado do Mato Grosso do Sul,
estavam relacionados com a expansdo das usinas de alcool e aglcar em areas tradicionalmente
direcionadas a bovinocultura de corte. Nestes locais, 0 acimulo dos residuos e subprodutos da
indUstria sucro-alcooleira contribuiram para o desenvolvimento e desequilibrio populacional
desta mosca, que ocasionaram a aglomeracao e perda de peso de bovinos de corte.

O parasitismo da mosca dos estabulos ndo esta limitado aos animais, pois em locais
onde h& uma populagdo elevada, € possivel presenciar a mosca atacando as pessoas que 0S
manejam ou que residem proximos a estes locais (BARROS et al., 2010). Também ha relatos
da mosca parasitando pessoas em praias da Florida, em decorréncia ao acimulo e fermentacao
de diferentes espécies de algas em areas costeiras, principalmente nos meses de agosto e
setembro (KING & LENERT, 1936), e ainda, em parques que apresentam gramineas cortadas
e acumuladas (HANSENS, 1951). Os meses do ano que apresentam elevada temperatura e
umidade sdo considerados como intolerdveis aos animais, devido a elevada infestacdo da
mosca (SOULSBY, 1987; NEVES & FARIA, 1988; CRUZ-VAZQUE?Z et al., 2000).



2.1.4 Lesoes

O parasitismo da mosca dos estdbulos pode ainda ocasionar lesbes de pele,
principalmente nos emaciados, devido a menor camada de gordura subcutanea destes bovinos
(PHILPOOT & EZEH, 1978). Em inquérito epidemioldgico foi constatado que 3,8% dos
entrevistados responderam que a mosca causava lesdes no pescoco e torax, 59,6% relataram
lesBes nos membros toréacicos, 17,3% nos membros pélvicos, 1,9% no uUbere e mesmo
percentual nos tetos de bovinos (BITTENCOURT, 1998). Barros et al. (2010) observaram a
formagdes de lesdes podais de bovinos de corte na avaliagdo de surtos da mosca dos
estabulos.

Moorhouse (1972) descreveu que o0s bovinos apresentam reacdo de hipersensibilidade
quando parasitados por S. calcitrans, podendo ser observado a formacéao de lesGes e elevacéo
intra-dérmica no caso de picada individual. Sangramento, edema, exsudagdo e formacdo de
crostas foram observados quando ocorreu a concentracdo de picadas. Este mesmo autor relata
que a ocorréncia de infecgbes secundarias ndo deve ser descartada. White e Bourdeau (1995)
verificaram que as lesdes ocorridas nas bordas, dobradura das orelhas e extremidades do
focinho de cées seriam ocasionadas pelas picadas de moscas, como a mosca dos estabulos.
Eles acrescentaram que as picadas podem desencadear reacdo de hipersensibilidade, com o
desenvolvimento de dermatites, inclusive ulcerativas e furunculose eosinofilica. Yeruham e
Braverman (1995) também descreveram o efeito espoliativo do parasitismo da mosca dos
estabulos em diferentes espécies. Foi observada lesdo de pele do tipo dermatite necrosante nas
pontas das orelhas de cées de varias racas. Bem como foi constatada dermatite exudativa nas
patas dos equinos adultos e no dorso de vacas de pelagem branca.

2.1.5 Transmissé@o de agentes com potencial patogénico

Em estudo realizado por Badini et al. (2004), foi avaliada a capacidade de S. calcitrans
em carrear bactérias envolvidas nas etiologias das mastites. A espécie Staphylococcus aureus
aureus foi identificada em 41,6% das amostras de leite de vacas leiteiras positivas para
mastite clinica ou subclinica e em 50,0% das amostras de S. calcitrans capturadas. A
similaridade entre isolados nas amostras de leite e 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 as principais atividades produtivas baseiam-se na producdo de leite e
horticultura, que ocasionam concentracdo de animais, acimulo de esterco bovino e utilizacdo
de cama de frango para a adubacdo de hortalicas.

Castro et al. (2008) identificaram diferentes espécies de Bacillus sp, Citrobacter sp.,
Enterobacter sp, Klebsiella sp., Providencia sp., Proteus sp., Staphylococcus sp. e
Enterococcus sp. de acordo com o segmento do corpo da mosca dos estabulos. Esta também é
descrita na literatura como disseminadora da estreptococose cutanea em coelhos. Segundo
Richard e Pier (1966), a penetracdo cutanea pelo aparelho bucal da mosca nao foi necessaria
para a transmissdo. Verificaram que Dermatophilus congolensis presente em suas patas e nas
lesbes umidas dos coelhos, onde as moscas pousavam, contribuiram para a transmissdo da
doenca aos coelhos sadios.

A mosca dos estabulos foi incriminada como transmissora mecanica de Anaplasma
spp. e Trypanosoma evansi, como também transmite o virus da estomatite vesicular, virus do
herpe bovino e da febre suina africana, diarréia viral bovina (CARN, 1996) e anemia
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infecciosa equina (FOIL et al., 1983; CARN, 1996). Soulsby (1987) menciona a mosca dos
estabulos como hospedeiro intermediario de Habronema majus e como responsavel pela
transmissdo mecéanica de agentes que desenvolvem infeccdes septicEémicas. Moscas adultas
foram observadas veiculando ovos de Dermatobia hominis a campo e em condig¢des
laboratoriais (MOYA BORJA, 1982).

2.1.6 Controle populacional

Como a mosca possui picada dolorosa (MIHOK & CLAUSEN, 1996), sua
alimentacdo é realizada em curtos periodos, permanecendo pouco tempo em contato com 0s
animais. Este tipo de comportamento dificulta o controle de adultos, pois 0 menor tempo de
contato com os inseticidas utilizado nos animais pode estar relacionado a maior toleréncia da
mosca dos estabulos, quando utilizados inseticidas efetivos no controle de outras moscas
(GUIMARAES, 1983).

Guimardes (1985) relatou que a utilizagdo continua de inseticidas organosintéticos em
granjas ocasiona rapido desenvolvimento de moscas resistentes. Segundo o autor, a aplicacao
macica de larvicidas resulta na destruicdo de quase 100,0% dos inimigos naturais no esterco,
que deveriam controlar cerca de 95,0% da populagdo de moscas, consequentemente, 0
restabelecimento tardio da populacdo de parasitoides (6 a 12 meses) permitiria o
desenvolvimento de varias geragdes de moscas.

Por estes motivos, métodos de controle devem ser direcionados principalmente aos
locais de desenvolvimento dos estagios imaturos, empregando-se metodologias que diminuam
a umidade das camas ou feno associados as fezes, residuos alimenticios ou vegetais
acumulados em estabulos ou pétios. A remocdo dos residuos alimentares Umidos ou
procedimentos que acelerem a secagem destes materiais sdo relatados por Guimaraes (1983),
pois 0 acimulo de restos de culturas e plantas daninhas favorece a fermentagdo. Foil e
Hogsette (1994) destacaram que o manejo adequado do habitat das larvas nas instalagdes,
pode ser considerado um dos pontos mais importantes no controle da mosca dos estabulos.

Paiva (1994) descreve metodos mecénicos eficientes no manejo do esterco para o
controle de moscas, como a utilizacdo de canaletas com agua suficiente para cobrir o esterco,
esterqueiras (revestidas ou bioesterqueiras), lagoas aer6bias ou anaerdbias, tanques de
oxidacdo, camaras de fermentacdo, ou lona plastica para cobrir a matéria organica. Além
disso, a utilizagdo de agentes entomopatogénicos ndo deve ser descartada no controle da
mosca dos estabulos, entretanto, poucos estudos sobre o controle microbiano de S. calcitrans
sdo descritos, com a utilizagdo de fungos entomopatogénicos (WATSON et al., 1995;
SKOVGARD & STEENBERG, 2002; MORAES et al., 2008).

2.2 Fungos Entomopatogénicos

Diferentes microrganismos tém sido pesquisados com o objetivo de verificar a
capacidade entomopatogénica sobre os parasitos de importancia econdmica que apresentem
potencial de resisténcia aos inseticidas quimicos disponiveis no mercado (DAVIDSON &
SWEENEY, 1983; CILEK & GREENE, 1994). Os fungos entomopatogénicos séo referidos
por diferentes autores como os mais eficazes em programas de controle biolégico (HALL &
PAPIEROX, 1982).

Tratamentos experimentais com diferentes microrganismos tém como objetivo
selecionar agentes entomopatogénicos mais adequados para o controle bioldgico de
determinada praga, onde se deve considerar a seguranca de utilizagdo, a especificidade, a
patogenicidade, a capacidade de producdo industrial e a viabilidade ap0s exposicdo a
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condi¢cdes ambientais (ALVES, 1998). Fernandes (2007) destaca que a maior parte dos
estudos, nos quais se avalia o efeito entomopatogénico sobre o hospedeiro-alvo, realiza-se em
condicdes ideais de laboratdrio, 0 que poderia superestimar sua acdo em condi¢fes naturais.

Segundo Alves (1998) a interacdo fungo-hospedeiro apresenta as fases de adesé&o,
germinacdo, formacao de grampo de penetracdo, penetracdo e colonizacdo. A primeira fase é
complexa e ocorre apos a deposi¢do do fungo sobre o inseto, com o objetivo de preparar o
local de contato para a penetracgéo.

O apressorio é formado a partir da dilatacdo das hifas localizadas na extremidade do
tubo germinativo, iniciando a fase de penetracdo na epicuticula e procuticula do tegumento do
inseto, principalmente nas areas mais finas. Nesta fase, hd a influéncia do processo fisico,
realizada pela propria pressao da hifa terminal, e o quimico, pela producéo e acdo enzimatica
de proteases, lipases e quitinases que, agindo de forma conjunta, favorecem a penetracdo
fangica e o metabolismo do tubo germinativo (ST. LEGER et al., 1991; ALVES, 1998;
ZIMMERMANN, 2007).

Zimmermann (2007) relata que a germinacdo e a infeccdo fungica estdo relacionadas a
susceptibilidade, estagio de vida do hospedeiro e a fatores ambientais. Certos lipideos
cuticulares como &cidos graxos de cadeia curta, aldeidos, ésteres, cetonas e alcodis podem
apresentar atividade antimicrobiana. Outras substancias, como aminoacidos livres ou
peptideos sobre a cuticula, podem ser necessarios para o reconhecimento fangico e inicio da
germinacao.

A penetracdo pelas camadas da cuticula e inicio da invasdo com engrossamento da
hifa, ramificacéo inicial no tegumento e na hemocele, caracteriza a fase de colonizagdo. O
encapsulamento das estruturas hifais e o seu crescimento limitado no interior do inseto sdo
métodos adaptativos contra o sistema de defesa do hospedeiro, pois durante este processo 0s
fungos secretam toxinas que podem afetar as células e estimular reacdes celulares e humorais,
como a producdo de componentes antifingicos, producdo de inibidores de protease,
fenoloxidase, substancias fungicas desintoxicantes, determinados hemdcitos e melanizagéo
(ALVES, 1998; ZIMMERMANN, 2007).

O periodo de incubacdo depende do hospedeiro, temperatura e viruléncia do isolado
fangico. Assim, com a morte do inseto e em condi¢6es favoraveis de umidade, o fungo inicia
sua fase saprofitica, fazendo com que suas hifas filamentosas invadam todos os tecidos. O
crescimento micelial pode ser observado do interior ao exterior do inseto, através dos
espiraculos e cuticula (ALVES, 1998; ZIMMERMANN, 2007). Além disso, o inseto torna-se
rigido, mumificado e com cobertura pulverulenta (SWEETMAN, 1936; ALVES, 1998).

Sweetman (1936) relatou que os primeiros sinais de infeccdo de fungos
entomopatogénicos 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
namero de esporos ao qual o inseto € exposto. Zimmermann (2007) destacou que durante o
periodo de incubacdo os fungos podem afetar o comportamento dos insetos. Segundo Alves
(1998), manchas nas pernas, regies intersegmentais ou em todo o tegumento podem surgir
como sintomas iniciais da doenca. A alimentacdo € interrompida e o inseto se torna
enfraquecido, apresenta paralisia, perda da coordenagdo dos movimentos e desorientagéo.
Disturbios nervosos também séo frequentemente observados nos ultimos estagios da doenca,
como movimentos vagarosos, perda do equilibrio e reflexos.

2.2.1 Beauveria bassiana

Os estudos que utilizam fungos como agentes no controle de diferentes artrépodes tém
aumentado no decorrer dos anos em todo 0 mundo (MCCOY & TIGANO-MILANI, 1992),
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sendo B. bassiana utilizado hd mais de 100 anos (ALVES, 1998). Dos 171 produtos
levantados por Faria e Wraight (2007), B. bassiana representa 33,9% dos fungos mais
utilizados como base de micoinseticidas e micoacaricidas. Este & descrito no controle de
pragas que afetam a agricultura (WEI-BING & MING-GUANG, 2004; IBARRA-APARICIO
et al., 2005; CHERRY et al., 2005), a pecuaria (FERNANDES, 2007; MORAES et al., 2008)
e animais de companhia (MELO et al., 2007).

Outros estudos tém sido direcionados ao préprio fungo, como a verificacdo da
prevaléncia em insetos (PELAGATTI et al., 1993), variabilidade genética e distribuicdo
geografica (ZIMMERMANN, 2007; FERNANDES et al., 2009), avaliacdo enzimatica
(SASSA et al., 2008), interacio com inseticidas quimicos (MCCOY & TIGANO-MILANI,
1992), producdo de toxinas (ZIMMERMANN, 2007), acdo sobre artropodes benéficos,
animais e humanos (ZIMMERMANN, 2007) e tolerancia a condicbes de estresse e
desempenho (FERNANDES, 2007).

Beauveria bassiana € um fungo entomopatogénico anamorfico (MEYLING &
EILENBERG, 2007) encontrado em amostras de solo e em uma variedade de insetos,
principalmente em &reas tropicais e temperadas (ZIMMERMANN, 2007). Segundo Pelagatti
et al. (1993) é um dos fungos mais frequentemente associado a insetos.

Macroscopicamente, B. bassiana ocasiona a doenca “muscardine branca”, pois suas
colbnias apresentam-se brancas ou levemente amareladas. Suas toxinas apresentam baixo
peso molecular e a maioria é considerada inseticida. Dentre elas sdo descritos peptideos
ciclicos (beauvericina e bassianolida), pigmentos (bassianina e tenelina) e uma
macromolécula relacionada ao processo de infec¢do da hemolinfa denominada melanisina. A
proteina hidrofilica similar a quitosanase e a ciclosporina A produzidas pelo fungo também
apresentariam potencial toxico (ZIMMERMANN, 2007).

No processo de infeccdo, enzimas hidroliticas que degradam a cuticula do hospedeiro,
como quitinases e¢ [-1,3-glicanases sdo produzidas por B. bassiana e determinam sua
viruléncia e patogenicidade (CAMPOS et al., 2005). Na avaliacdo da atividade enzimética das
quitinases (exoquitinases e endoquitinases) de B. bassiana, Sassa et al. (2008) constataram
que a predominancia de cargas negativas na estrutura molecular das quitinases sdo decisivas
na interacdo com regides positivas do substrato quitina coloidal. Segundo os autores, as
enzimas apresentariam menor atividade com o aumento do pH. Além disso, a elevada
concentracdo ibnica de um meio, potencialmente com maior numero de cargas negativas/mol,
poderia saturar os sitios de ligacdo, promovendo desta maneira, a reducdo da interacdo
enzima-substrato por mecanismo competitivo. St Leger et al. (1996) relataram que durante a
fase de penetracdo inicial, as quitinases sdo produzidas em baixos niveis pela estrutura de
infeccdo fungica na superficie da cuticula do inseto, contudo grandes niveis de quitinase séo
acumulados na zona de degradacgdo proteolitica, indicando que a liberacdo desta enzima é
dependente da acessibilidade ao substrato. Enzimas proteoliticas e toxinas também sdo
produzidas por Beauveria spp durante o processo de infec¢do. Em contrapartida, o hospedeiro
desenvolve uma reacdo celular e humoral de defesa, com a producdo de inibidores de
proteases fungicas (ZIMMERMANN, 2007). Campos et al. (2005) observaram a formacéo de
apressorio e verificaram a produgdo de protease similar a subtilisina e quitina durante a
penetracdo na cuticula do carrapato Rhipicephalus Boophilus microplus.

Alves (1998) e Kouassi (2001) destacam que o mecanismo de penetracdo realizado
pelo fungo B. bassiana contribui para sua utilizagdo como entomopatégeno no controle de
artropodes, pois seu parasitismo pode se iniciar pela ingestdo de seus conidios ou pela
penetracao ativa na cuticula e orificios do inseto.

Melo et al. (2007) relatam que os conidios de B. bassiana apresentavam-se aderidos a
superficie da pulga Ctenocephalides felis felis apds duas horas de exposi¢cdo fungica,
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principalmente nas membranas intersegmentais do abdome, e ap6s 26 horas, ja se observava
as ramificagdes fungicas e engrossamento hifal sobre a cuticula.

Devi et al. (2005) verificaram que isolados de B. bassiana mantidos por 16 horas a
25°C tiveram G@timo crescimento, entretanto, quando expostos pelo mesmo periodo a
temperatura acima de 32°C apresentam reducdo ou atraso na germinacdo de alguns isolados.
Ja Farguez et al. (1997) relataram que este fungo se desenvolve em temperaturas que variam
de 8 a 35°C, com limite maximo de 37°C. Zimmermann (2007) observou que conidios de B.
bassiana iniciam a germinacdo cerca de 10 horas ap6s o contato e sua conclusdo ocorre em
torno de 20 horas a 20-25°C. Bittencourt et al. (1999) verificaram a germinacéo e dilatacdo do
tubo germinativo com a formag&o do apressorio, entretanto, ndo foi possivel sua visualizagdo
sobre a cuticula de fémeas ingurgitadas do carrapato.

2.3 Controle de Moscas com Fungos Entomopatogénicos

Dentre os diversos fungos entomopatogénicos se destaca B. bassiana, que é uma
espécie descrita como eficiente controlador de Glossina spp, quando incorporada ao meio de
desenvolvimento dos estagios imaturos (KAAYA & MUNYINYI, 1995). Percentuais de
mortalidade acima de 87,0% foram obtidos com larvas de Fannia canicularis e Fannia
femuralis expostas ao fungo B. bassiana, entretanto baixos a moderados percentuais de
mortalidade foram alcancados quando utilizados diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.
Os autores relatam que o aumento da patogenicidade do fungo foi relacionado a trés
passagens fungicas sobre hospedeiros susceptiveis e que a reduzida susceptibilidade das
larvas ao isolado bacteriano pode estar relacionada ao fator B—exotoxina, que impediria sua
acao sobre as larvas (HALL et al., 1972).

Avaliando-se a influéncia da idade, como fator importante na patogenicidade dos
fungos B. bassiana e Metarhizium anisopliae sobre dipteros como Musca domestica, Phormia
regina e Hylemya antiqua, Rizzo (1977) constatou que os fungos ndo apresentaram
patogenicidade significativa as moscas adultas, pois a idade dos trés dipteros ndo influenciou
no tempo letal destes fungos. Quando analisada a taxa de mortalidade, a espécie B. bassiana
foi mais efetiva em M. domestica e P. regina, enquanto que para H. antiqua ndo houve
diferenga significativa.

A ocorréncia natural de B. bassiana em M. domestica foi verificada por Steinkraus et
al. (1990). Concluiram que esta espéecie poderia ser utilizada como um dos meios de controle
bioldgico da mosca, devido a alta susceptibilidade dos adultos e a baixa viabilidade pupal das
larvas expostas experimentalmente as suspensdes conidiais. Pode-se verificar em seu estudo
que a alta susceptibilidade dos adultos (93,1%) estava relacionada a ingestdo de conidios
adicionados a solucdo de acucar, pois foram obtidos resultados inferiores quando as moscas
foram aspergidas (86,7%). As larvas utilizadas foram susceptiveis as duas doses testadas,
apresentando 52,0% de mortalidade na menor dose e 72,7% na maior (2,08 x 10°e 8,32 x 10°
conidios, respectivamente). Também foi observado que as larvas deram origem a pupas
normais, porém estas ndo formaram adultos.

A utilizagdo de B. bassiana, Beauveria brongniartii, M. anisopliae, Paecilomyces
farinosus, Tolypocladium cylindrosporum e Verticillium lecanii em suspensdes aquosas de
102, 107, 10° e 10° con.mL™ em larvas de M. domestica foi realizada por Barson et al. (1994).
Foi constatado que todas as suspensdes de T. cylindrosporum evitaram a emergéncia das
pupas. O mesmo ocorreu para M. anisopliae, nas suspensdes 10° e 10’ con.mL™, enquanto
que nas concentracdes de 10° e 10° con.mL™ ocorreu emergéncia de 1,0% e 16,0%,
respectivamente. A mortalidade dos adultos foi verificada entre o sexto e nono dia pds-
tratamento, onde se concluiu que a espécie M. anisopliae foi a mais patogénica, pois 100,0%
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das moscas adultas estavam mortas no sexto dia. Entretanto, foi observado apenas 6,0% e
15,0% de emergéncia de adultos provenientes das larvas expostas as suspensdes de diferentes
isolados de V. lecanii na concentragdo de 10° con.mL™.

Senna-Nunes (2000) realizou o isolamento e identificacdo de Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Cladosporium sp., Alternaria sp. e Curvularia sp., provenientes de moscas
domésticas capturadas em ambiente natural. Senna-Nunes et al., (2002a) constataram que 0
percentual de sobrevivéncia de larvas de M. domestica foi de 63,7% e 72,5%, ap0s exposicao
a dois isolados de Penicillium corylophilum na concentracdo de 10® conidios/mL, enquanto
que a emergéncia das moscas provenientes destas larvas foi reduzida para 45,0% em ambos
isolados. Em outro estudo realizado pelos mesmos autores, avaliando-se dois isolados de
Aspergillus flavus e de P. corylophilum, foi verificado que os adultos de mosca domestica
foram susceptiveis aos quatro isolados, principalmente nas maiores concentragdes flngicas
utilizadas, obtendo-se 100,0% de mortalidade no sétimo dia apds exposicdo. Apenas com um
isolado A. flavus foi obtido mesmo percentual no terceiro dia pos-tratamento (Senna-Nunes et
al., 2002b).

Em estudo realizado por Kaaya (1989), larvas de Glossina morsitans morsitans
expostas a B. bassiana e M. anisopliae apresentaram maiores taxas de mortalidade quando
comparados aos fungos Paecilomyces fumosoroseus e P. farinosus. Com objetivo confirmar a
aplicabilidade na utilizacdo de fungos no meio de desenvolvimento dos estagios imaturos de
G. morsitans morsitans, 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) para adic&o das larvas. As moscas
resultantes apresentaram alta mortalidade apds dois a dez dias de realizada a emergéncia,
sendo 97,0% ocasionada por B. bassiana e 80% por M. anisopliae. Menores concentracfes de
esporos (0,5g/litro de areia) resultaram em menores percentuais de mortalidade, ou seja,
60,0% e 40,0%, respectivamente (KAAYA & MUNYINYI, 1995).

Angel-Saragun et al. (2005) avaliaram a patogenicidade de isolados flingicos sobre
adultos, pupas e ovos de Haematobia irritans em condi¢fes laboratoriais. Os adultos foram
susceptiveis a 23 isolados na concentracdo de 10° con.mL™. Alguns isolados de M. anisopliae
alcancaram 100,0% de mortalidade dos adultos, enquanto que isolados de B. bassiana
obtiveram até 73,75% e P. fumosoroseus 85,0% de mortalidade. Isolados de M. anisopliae
foram mais patogénicos as pupas do que os isolados das outras duas espécies, alcancando até
71,2% de mortalidade. As suspensdes fungicas foram capazes de reduzir a emergéncia de
moscas provenientes de ovos expostos a concentracdo de 10° con.mL™. Nesta concentracdo,
isolados de M. anisopliae causaram mortalidade maxima de 63,7%, 50,0% e 46,2%, sendo
estes maiores dos que os obtidos com B. bassiana (11,2% e 43,7%) e P. fumosoroseus (20,0%
e 27,5%). Neste estudo verificou-se que os diferentes estagios de H. irritans foram
susceptiveis, contudo o efeito entomopatogénico foi diretamente relacionado ao isolado
utilizado.

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. fumosoroseus.
Foram obtidos 16,8% a 73,0% de mortalidade entre os dias dois e sete ap6s exposi¢cdo ao
fungo M. anisopliae, enquanto que entre o segundo e quarto dia, 9,5% a 98,4%, quando estas
foram expostas a B. bassiana. Porém, P. fumosoroseus manteve a mortalidade similar ao
controle, ou seja, de 6,8% a 33.3% entre os dias dois e sete. Segundo os autores 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.

Os fungos B. bassiana e Isaria farinosa ndo foram patogénicos para larvas de H.
irritans. A exposigédo de suas larvas e pupas ao isolado de M. anisopliae na concentracdo de
10" con.mL™ ocasionou 37,7% e 38,3% de mortalidade, entretanto a 10° con.mL™ houve
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100,0% de inviabilidade das larvas (MOCHI et al., 2009). Em outro estudo com dois isolados
de M. anisopliae, Mochi et al. (2010) obtiveram 31,6% e 23,3% de inviabilidade pupal a 10’
con.mL™ e 30,0% e 23,3% a 10° con.mL™. Com o fungo B. bassiana os dois isolados
apresentaram 36,6% e 25,0% de mortalidade na concentracéo de 10° con.mL™, enquanto que
0 controle apresentou apenas 10,0%. Verificaram que estes dois fungos ndo apresentaram
efeito sobre os adultos provenientes das pupas tratadas. Em contrapartida, o fungo I. farinosa
foi 0 mais efetivo, pois um dos isolados causou 56,6% de mortalidade pupal na concentracdo
de 10° con.mL™. Dentre os isolados testados, Lecuona et al. (2005) verificaram que o isolado
Bb72 foi mais virulento para M. domestica na concentracéo de 1 x 10° conidios/mL, (97,0%
de mortalidade), onde foi monitorada a emergéncia de adultos a partir da exposi¢édo das
larvas. E Bernardi et al. (2006) obtiveram 48,0%, 56,0% e 68,0% de mortalidade, em
comparacdo aos 8,0% de mortalidade, quando larvas de M. domestica foram imersas em
suspensoes fngicas de B. bassiana na concentracéo de 10° a 10’ con.mL™.

Poucos estudos sobre a utilizagdo de agentes entomopatogénicos no controle biolégico
de S. calcitrans foram realizados e, segundo Skovgard e Steenberg (2002), pouca informacéo
sobre a ocorréncia natural destes fungos na mosca tem sido descrita.

Steinkraus e Kramer (1987) conseguiram transmitir experimentalmente, em baixas
proporcdes, Entomophthora schizophorae de moscas domésticas as moscas dos estabulos.
Melo et al. (2008) identificaram o fungo P. corylophilum como produtor da toxina citrinina
em adultos de S. calcitrans. Skovgard e Steenberg (2002) verificaram a prevaléncia de fungos
entomopatogénicos em moscas doméstica e em moscas dos estabulos, tendo isolado
Enthomophthora muscae em baixa prevaléncia (4,0%) em S. calcitrans, enquanto que em M.
domestica alcangou 90,0%. Como estas duas espécies co-habitam o mesmo ambiente, estes
autores relatam que esta relacdo favoreceria a ocorréncia de infec¢do cruzada. Outros fungos
foram isolados em baixa prevaléncia parasitando S. calcitrans, como V. lecani (0,5%) e B.
bassiana (0,6%). Os autores conseguiram realizar a transmisséo de E. muscae proveniente de
cadaveres de S. calcitrans a M. domestica, a qual resultou em 50,0% de mortalidade, mas o
inverso ndo foi alcangado, devido a dificuldade da manutencdo da mosca dos estabulos em
laboratério (Skovgard & Steenberg, 2002).

Isolados de B. bassiana provenientes de mosca domeéstica, foram utilizadas por
Watson et al. (1995) em larvas e adultos de M. domestica e em adultos de S. calcitrans em
condicdes laboratoriais. Observaram que larvas de mosca doméstica (segundo instar) expostas
a concentracdo 10% con.mL™, alcancaram a fase adulta com mortalidade minima (16,0% para
o isolado L90 e 20,0% para o P89), entretanto, na concentracdo de 10*° con.mL™ os isolados
foram mais eficazes, com 56,0% e 48,0% de mortalidade, respectivamente. A mosca dos
estdbulos foi menos susceptivel aos isolados P89 e L90, quando comparadas a mosca
doméstica, pois somente suspensdes com altas doses (10° con/cm?®) foram capazes de eliminar
70,0% e 84,0% das moscas, enquanto que na mosca domeéstica este valor foi superior a
90,0%. Segundo estes autores, a variacdo da mortalidade entre as duas moscas pode estar
relacionada a diferenca existente entre a composicdo da cuticula, que resultaria em diferente
susceptibilidade a infeccdo fungica.

Moraes et al. (2008) verificaram 100,0% de inviabilidade em dois métodos de
exposicdo de ovos de S. calcitrans, utilizando a concentracdo de 2 x 10® con.mL™ de M.
anisopliae. Entretanto, reduzidos percentuais de mortalidade foram observados quando larvas
e pupas foram expostas ao mesmo fungo. Os autores sugerem que mecanismos de defesa
podem se tornar ativos a medida que os estagios imaturos se desenvolvam, fazendo com que
fungos entomopatogénicos como M. anisopliae sejam efetivos apenas em estagio inicial de
desenvolvimento da mosca dos estabulos, quando utilizada elevada concentracdo conidial.
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2.4 Inibicdo Microbiana Realizada por Artropodes

Silva (2002) destaca o aumento de estudos relacionados ao sistema de defesa
imunolégica dos insetos, onde se permite avaliar suas estratégias antimicrobianas. Dunn
(1986) aponta componentes como proteinas, lipideos, hidrocarbonetos, difendis, carboidratos,
quitina e melanina produzidos com intuito de impedir a infeccdo microbiana. Os insetos sdo
capazes de produzir proteinas de reconhecimento e inibidores de proteases, que participam
das defesas humorais e estes tém sido identificados na hemolinfa dos insetos.

Smith e Grula (1981) averiguaram que fontes de carbono exdgeno sdo necessarias para
a germinacdo dos conidios e de nitrogénio para sustentar o crescimento hifal de B. bassiana.
Glicose, N-acetilglicosamina, glicosamina, quitina, amido, lanolina, hidrocarbonetos de
petroleo bruto e alguns &cidos graxos de cadeia longa sdo descritos como fontes de carbono
para germinacao dos conidios. A falta de certos nutrientes pode ser determinante para inibir o
desenvolvimento e desempenho de B. bassiana sobre a cuticula do hospedeiro, como
observado por Hunt et al. (1984) em Dendroctonus ponderosae. Os autores destacaram que
somente foi observada significante germinacdo conidial quando a hemolinfa do besouro ou o
meio de cultura fangica estavam presentes sobre a cuticula antes da exposi¢do fungica ou
quando os besouros passaram previamente pelo processo de sonicagdo. Em contrapartida, os
autores constataram que o extensivo crescimento de hifas errantes sobre a superficie dos
besouros, estaria relacionado ao excesso de nutrientes disponibilizados artificialmente sobre a
cuticula, e que desta forma, interfeririam nos estimulos desencadeados para a ocorréncia da
penetracao.

Outro aspecto a ser abordado sobre mecanismos de defesa associados a mosca dos
estabulos seria a presenca de microrganismos produtores de substancias antibiticas que
contribuiriam para a ineficacia de alguns fungos entomopatogénicos (DILLON & DILLON,
2004). Na revisao realizada por Cohen (1987) foi descrito que certos antibi6ticos sao efetivos
fungicidas, porém pobres agentes controladores de insetos. Compostos naturais produzidos
por actinomicetos sdo potentes inibidores da polimerizacdo enzimatica de quitina de fungos e
insetos. Contudo, ndo é descrito se este efeito € observado na mosca dos estabulos. Polioxinas
e nicomicinas sdo 0s maiores grupos de inibidores derivados de Streptomyces sp. e sdo
utilizados comercialmente para o controle de fitopatogenos fingicos em arroz, legumes e
arvores frutiferas. A efetiva acdo destes compostos sobre os fungos, sem que haja um efeito
colateral sobre os insetos, esta relacionado a natureza polar dos inibidores que restringe
drasticamente a penetracdo através da epicuticula hidrofébica do inseto. Quando ingeridos,
estes componentes sdo susceptiveis a degradacdo no interior do canal alimentar do inseto, mas
seu peso molecular relativamente alto impede a translocacdo através das membranas das
células do intestino médio do inseto. Segundo o autor, aparentemente, 0s insetos ndo dispdem
de um sistema de transporte ativo para di e tripeptideos, como ocorre nas membranas
celulares dos fungos.

Valipe et al. (2009) investigaram 0 mecanismo antimicrobiano do &cido caprilico
como opcao de tratamento para a dermatofilose. O acido caprilico se ligaria aos aminoacidos
aromaticos das proteinas de superficie, afetando a permeabilidade seletiva da membrana
celular dos microrganismos, mas o mecanismo de ac&o ainda néo é claro.

Os acidos graxos livres: caprilico, valérico e nonandico foram identificados na
superficie das lagartas Heliothis zea e Spodoptera fragiterda e apresentaram atividade
antimicrobiana contra B. bassiana (SMITH & GRULA, 1982). Lockey (1985) apontou em
sua revisdo que Drosophila melanogaster, Lucilia cuprina e Sarcophaga bullata apresentam
acidos graxos como constituintes da cuticula. Através da utilizacdo de trés concentracGes
decrescentes do acido caprilico (2,0; 0,2 e 0,02%), Hunt (1986) observou a formagéo do halo
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de inibicdo de B. bassiana. O efeito de acidos graxos, organicos ou fendlicos foi avaliado
sobre a germinagdo de conidios de Metarhizium flavoviridae por Barnes e Moore (1997). Foi
observado que certos acidos graxos de cadeia Cip ou menores, incluindo acido latico,
salicilico, caprilico e céprico, ocasionaram inibicdo significativa na germinagdo conidial,
quando utilizados em solucdo oleosa. Quando incorporados ao agar, todos os acidos de dez
carbonos e menores apresentaram efeito inibitorio, com excecdo do &cido sebético e
succinico.

James et al. (2003) verificaram que o0 aumento gradual na concentracdo de lipideos
cuticulares, obtidos com o extrato da cuticula de ninfas de Bemisia argentifolii, reduziu a
germinacgdo conidial de B. bassiana e P. fumosoroseus. Este perfil também ocorreu quando
utilizaram acidos graxos sintéticos, sendo mais intenso em B. bassiana. Nos ensaios de
exposicao fungica obtiveram menores percentuais de mortalidade apds exposicao de ninfas de
quarto instar, quando comparadas as de segundo e terceiro instar, indicando que a mosca
branca adquire tolerancia ao parasitismo fungico conforme seu desenvolvimento. Pouca
germinacdo fungica foi observada sobre a superficie dos ovos expostos aos dois fungos,
mesmo estes apresentando 97,0% e 99,0% de viabilidade conidial, respectivamente. Os
autores sugeriram que os lipideos cuticulares apresentam efeito toxico ou inibitério aos
fungos estudados, pois quando semeados em meio de cultivo acrescido de lipideos
cuticulares, houve inibicdo ou reducdo de crescimento. Em contrapartida, a auséncia destes
lipideos permitiu a germinacdo dos conidios. Foi sugerido que a espessa camada de lipideos
cuticulares produzidas pelas ninfas de B. argentifolii comprometeria a germinacdo dos
esporos por toxicidade fungilitica ou fungiostatica. Também relataram que esta camada
funcionaria como uma barreira que impediria a interacdo dos fungos a matriz de quitina do
exoesqueleto do inseto, evitando efetivamente o contato do conidio com nutrientes ou outros
fatores que promoveriam a germinacao.

Outras substancias tém demonstrado potencial antimicrobiano como a quitosana,
obtida da cuticula de larvas de M. domestica. Jing et al. (2007) observaram que as
concentracdes minimas inibitorias das quitosanas variou de acordo com o tipo de bactéria e
quitosana utilizada. Além disso, foi constatado que a quitosana causaria vazamento do
conteudo celular e desestabilizaria a parede celular bacteriana.

No estudo realizado por Vilcinskas e Wedde (1997), larvas pré-sensibilizadas com
zimosane A ou com células inativadas aumentaram os niveis de inibidores de protease de B.
bassiana na hemolinfa, porém ndo apresentaram decréscimo no percentual de mortalidade. O
que se verificou foi um maior periodo de sobrevivéncia ap0s inoculacdo com esporos do
fungo. Foi observado que fragOGes enriquecidas de larvas sensibilizadas atrasaram o
crescimento fungico em comparacdo com larvas ndo tratadas, sugerindo que o atraso na
mortalidade de larvas de Galleria mellonella infectadas com B. bassiana estaria relacionado
aos elevados niveis de inibidores de protease. Os autores também ressaltaram que a forma nao
virulenta do isolado fungico apresentou menor capacidade de liberacdo de proteases (50,0%) e
sugeriram que a habilidade do inseto em liberar inibidores de proteases influenciaria
diretamente a susceptibilidade aos fungos entomopatogénicos.

Russell e Dunn (1996) relataram a caracterizacdo e purificacdo de peptideos frente a
infeccdo fungica ou bacteriana de Manduca sexta. Segundo Hoffmann e Reichhart (1997)
genes presentes no tecido gorduroso de insetos sdo codificados para a produgdo de peptideos
antimicrobianos como defensinas, cecropinas, drosomicinas, atacinas e diptericinas. Os
peptideos antimicrobianos sdo parte das adaptacdes evolutivas que 0s insetos possuem para
combater os entomopatdgenos (BULET & STOCKLIN, 2005). Han et al. (1998) verificaram
que larvas de Drosophila sp. infectadas por fungos entomopatogénicos desenvolvem resposta

13



imunolodgica adaptativa com a producdo de peptideos, entretanto, ndo sdo capazes de manter
esta resposta.

As defensinas sdo peptideos encontrados na hemolinfa de artropodes expostos a
infecgBes microbianas (COCIANCICH et al., 1993; JOHNS et al., 2001). Através da
utilizacdo de carrapatos de Dermacentor variabilis, previamente sensibilizados com Borrelia
burgdorferi, Johns et al. (2001) verificaram que os peptideos purificados da hemolinfa
apresentaram 83,0% de similaridade com a defensina de escorpido. Estes peptideos
participaram na reagdo de defesa antibacteriana e possuem atividade anti-gram-positivos
(COCIANCICH et al., 1993). Segundo Cociancich et al. (1993) as defensinas afetam a
permeabilidade seletiva da membrana citoplasmatica de Micrococcus luteus, resultando na
perda de potassio citoplasmatico, parcial despolarizacdo do interior da membrana, decréscimo
de ATP citoplasmatico e inibicdo da respiracdo celular. Os autores propunham que as
defensinas dos insetos ocasionam alteracGes na membrana citoplasmatica, resultando na
formagdo de canais na membrana citoplasmética que inviabilizam o microrganismo. Candido-
Silva et al. (2007) decodificaram o gene BhSGAMP-1 responsavel pela producdo de um
peptideo produzido apenas nas glandulas salivares do diptera (Sciaridae) Bradysia hygida que
apresentou capacidade inibitdria para Escherichia coli, S. aureus e Candida albicans e que na
superficie larval ocasionaria a inibi¢cdo de microrganismos.

Hamilton et al. (2002) constataram que as defensinas do intestino de S. calcitrans
aumentaram 40 vezes ap6s ingestdo de sangue e que o mesmo nao foi observado quando
forneceram solucao de acucar. Este aumento foi relacionado a funcéo protetora das defensinas
que previne o ataque bacteriano sobre o sangue estocado. Munks et al. (2001) verificaram que
a familia de genes de defensinas no intestino de adultos de S. calcitrans possui a funcdo de
proteger o0 sangue ingerido pela mosca contra o ataque microbiano, pois sdo muito
estimulados na presenca de sangue ingerido e ndo em solucdo de agucar. Boulanger et al.
(2002) observaram que peptideos antimicrobianos, envolvidos em mecanismos imunes
epiteliais no intestino de adultos de S. calcitrans, podem ser os primeiros determinantes no
destino de uma infeccdo no inseto. O peptideo identificado como estomoxina é expresso e
secretado exclusivamente no intestino anterior de S. calcitrans e apresenta um amplo espectro
de atividades que afetam o crescimento de microrganismos, como bactérias gram-positivas e
negativas, fungos filamentosos e leveduras.

2.5 Bactérias Relacionadas as Moscas

Em um contexto ecoldgico, os microrganismos devem ser considerados como
importantes componentes na biologia do inseto. De acordo com Dillon e Dillon (2004), a
microbiota intestinal representa os aspectos da relacdo de mutualismo obrigatério entre 0s
insetos e as bactérias para a producdo de antibidticos contra seus patdgenos. Castro et al.
(2008) isolaram diferentes enterobactérias em segmentos da mosca dos estabulos que podem
estar em condicdo de mutualismo, mantendo desta forma, uma interacdo ndo-patogénica com
a mosca, como Enterobacter amnigenus, Serratia odorifera, Serratia ficaria, Edwardsiella
ictaluri, Edwardsiella hoshinae, Cedecea lapagei, Hafnia alvei, Erwinia quercina, Erwinia
stewartii. Dentre os isolados bacterianos, somente C. lapagei foi destacada como causadora
de doenca no carrapato R. (B.) microplus. Segundo os autores, a maioria das espécies &
considerada ambiental e possivelmente a mosca S. calcitrans as adquiriu no meio de
desenvolvimento dos estagios imaturos, ou ainda, quando na forma adulta. Destaca ainda, a
importancia sobre o conhecimento da sua capacidade de transmissdo de agentes patogénicos,
como o papel de algumas bactérias no desenvolvimento das fazes imaturas ou no controle
microbiano deste muscideo.
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Estudos mostram que a presenca de bactérias ou seus metabolitos sdo essenciais para o
desenvolvimento larval de moscas domésticas. Uma grande variedade de bactérias pode
contribuir para o desenvolvimento de um substrato organico eficiente, desde que, segundo
Schmidtmann e Martin (1992), Bacillus cereus ndo esteja presente, pois inibe o
desenvolvimento larval de M. domestica. Em estudo realizado por Zurek et al. (2000) com
larvas de M. domestica coletadas em camas de peru e em silagem de milho, foram isoladas 11
e 14 espécies bacterianas do trato intestinal, respectivamente. A maioria dos isolados foi
classificada como aerdbios facultativos capazes de realizar fermentacdo. A importancia de
bactérias durante o estagio larval foi avaliada em ensaios que utilizaram culturas puras de
ambas as amostras. Verificaram que os isolados puros provenientes de larvas coletadas das
camas de perus favoreceram muito mais a proliferacdo de moscas do que aqueles obtidos das
larvas coletadas na silagem de milho, obtendo assim, maior nimero de moscas no meio em
que foi semeado Streptococcus sanguis. Estes autores destacaram a importancia destas
bactérias, principalmente quando ha a necessidade da producdo de moscas domésticas em
meio artificial de desenvolvimento.

Quando avaliada a sobrevivéncia de larvas de S. calcitrans em meio acrescido de
culturas puras ou mistas de bactérias, Lysyk et al. (1999) verificaram que 0s meios que
possuiam isolados de Aeromonas sp. ou Serratia marcescens observaram a morte das larvas
de primeiro estadio apo6s a deposicdo dos ovos. Em contrapartida, quando acrescentados 0s
isolados de Acinetobacter sp., Empedobacter breve, Flavobacterium odoratum ou E coli, as
larvas completaram seu desenvolvimento. Maior percentual de sobrevivéncia foi obtido na
associacdo de Acinetobacter sp. e F. odoratum, quando comparada a E. coli e Escherichia
breve, porém foi, em média, 22,7% menor que a sobrevivéncia larval em cultura pura. Ja a
associagdo de E. breve e F. odoratum foi, em média, 21,6% mais alta que as culturas puras.
Ndo houve diferenca no desenvolvimento larval quando realizada a associacdes de
Acinetobacter sp. com E. coli ou E. breve, E. coli com E. breve ou F. odoratum. Os autores
relatam que o periodo de desenvolvimento larval foi mais curto nas culturas mistas, quando
comparada as culturas puras e que bactérias sdo necessarias para o desenvolvimento larval da
mosca dos estabulos.

Outros resultados sdo observados quando adultos de S. calcitrans sdo infectados
oralmente por Aeromonas sp., Pseudomonas aeruginosa e S. marcescens. Lysyk et al. (2002)
constataram que o isolado selvagem de Aeromonas sp. foi mais patogénico aos adultos do que
o0 re-isolado de moscas mortas. Aeromonas sp. e S. marcescens ocasionaram mortalidade das
moscas ap0os alguns dias ap6s ingestdo e P. aeruginosa somente 3 a 7 dias p0s-exposicao.
Além disso, foi ressaltado que a mortalidade das moscas aumentou conforme o aumento da
dose utilizada para todos isolados bacterianos. Os autores correlacionaram a mortalidade
causada por Aeromonas sp. a presenca de enzimas que provocam o ¢ B hemolise, enquanto
que para S. marcescens foi associada a a hemolise, elastases e quitinases. Castro (2004)
identificou as bactérias B. thuringiensis e S. marcescens, utilizadas no controle microbiano de
artropodes, em intestino e superficie externa de adultos de S. calcitrans.

Romero et al. (2006) obtiveram mais de 95,0% de ovos de S. calcitrans sobre
substrato com microbiota bacteriana ativa, quando comparada ao esterilizado, sendo o isolado
Citrobacter freundii responsavel pela maior postura. Descrevem esta espécie como favoravel
ao desenvolvimento larval de S. calcitrans, mas em menores proporgdes, se comparada a
Serratia fanticola. Relatam ainda que, as larvas ndo poderiam se desenvolver em substrato
estéril natural ou artificial, pois estas sdo dependentes de uma microbiota natural simbiotica.
Como descrito por outros autores (LYSYK et al., 2002), Romero et al. (2006) observaram que
S. marcescens e Aeromonas sp. ndo contribuiram na postura e no desenvolvimento das
larvas.
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O crescimento e sobrevivéncia de estagios imaturos de H. irritans também sao
influenciados por diferentes bactérias. Perotti et al. (2001) verificaram que larvas de moscas
dos chifres interromperam seu desenvolvimento quando mantidas em meio esteril de esterco
bovino. Entretanto, a sobrevivéncia média foi de 74,0% em fezes ndo estéreis e variou de 4,0
para 53,0% em esterco com Unico isolado bacteriano. A sobrevivéncia larval foi mais elevada
quando as larvas foram criadas em esterco com bactérias da familia Pseudomonadaceae,
Corynebacteriaceae, Micrococaceae e Bacillaceae e mais baixa quando criadas com
Enterobacteriaceae e Microbacteriaceae. As pupas foram mais pesadas quando obtidas de
meio acrescido de bactérias da familia Flavobacteriaceae, seguido por Pseudomonadaceae e
Corynebacteriaceae, pesando 4,9 + 0,08 mg (bactérias gram-negativas) e 3,6 + 0,09 mg
(bactérias gram-positivas). Também foi obtido bom indice reprodutivo das moscas
provenientes das larvas criadas em esterco ndo estéril, principalmente com
Pseudomonadaceae e Corynebacteriaceae. Segundo 0s autores, parecem ser 0S grupos que
melhor relnem as necessidades nutricionais de larvas de H. irritans e destacam sua utilizacéo
como um complemento nos meios de criacdo desta mosca.

2.6 Teste de Difusdao em Meio Sdlido

O teste de difusdo em meio de cultivo solido é um método agil que avalia o potencial
inibitério de uma substancia sobre um microrganismo (OLIVEIRA, 2000). Hunt (1986)
verificaram a producdo de substancias inibitorias por D. ponderosae sobre a germinacédo de
conidios de B. bassiana, através de discos de papel filtro estéreis impregnados com 0s
extratos colocados sobre meios de cultura (Agar de Extrato de Malte) semeados com B.
bassiana para posterior visualizagdo das zonas de inibicdo fungica. A utilizacdo do halo em
meio de cultura solido também foi aplicada para verificar o efeito inibitério de extratos,
compostos ou Oleos essenciais de diferentes plantas sobre a atividade de fungos de
importancia médica (MISSAU et al., 2006; MENEZES et al., 2009). Ensaios de zona de
inibicdo realizados por Hamilton et al. (2002) confirmaram a presenca de atividade
antimicrobiana nos homogenatos de intestino da mosca dos estabulos.

Johns et al. (1998) comprovaram maior atividade antimicrobiana de fracdes da
hemolinfa de carrapatos D. variabilis inoculados com a bactéria Bacillus subtilis, quando
comparada a hemolinfa de carrapatos nao sensibilizados. Através da visualizacdo de zonas de
inibicdo em meio de cultura em placa de Petri, 0s autores observaram halos de maior tamanho
dos observados com a primeira hemolinfa e relacionaram esta acdo antibacteriana a
mecanismos de protecdo acelulares, sugerindo que a hemolinfa do carrapato é
constitutivamente antimicrobiana.

2.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

De maneira geral, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma técnica de
separacdo que permitem visualizar diferencas existentes entre os perfis cromatograficos de
substancias, detectar ou separa-los e caracterizar a composicao quimica de uma diversidade de
materiais. Esta técnica apresenta-se como alternativa viavel, eficiente e répida, quando
comparada a métodos quimicos e microbianos (NETO et al. 2003). Diferentes colunas podem
ser acopladas, de acordo com o objetivo da separacdo. A coluna C18 de fase reversa possuli
ampla utilizacdo. Ela pode ser empregada para a separacdo de carotendides (NUNES &
MERCADANTE, 2006), realizar analise dos &cidos biliares (YUN et al., 2003), determinar a
atividade antimicrobiana de proteinas solGveis na hemolinfa (JOHNS et al., 1998; JOHNS et
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al., 2001) e purificar peptideos antimicrobianos, como defensinas (JOHNS et al., 2001) ou
estomoxinas (BOULANGER et al., 2002).

2.8 Eletroforese Protéica e Enziméatica

A eletroforese protéica e enzimatica tém sido utilizada para diferentes fins, como na
avaliacdo de enzimas ativas em eventos de defesa contra microrganismos (MOFFATT et al.,
1995), na avaliagdo dos constituintes protéicos e enzimaticos na patogenicidade e infecgdo
fangica de insetos (ST. LEGER et al., 1996; SCREEN et al., 2001; XIA et al., 2002; NAHAR
et al., 2004), evidenciar a existéncia de proteinas antimicrobianas na hemolinfa de carrapatos
(JOHNS et al., 1998; JOHNS et al., 2001), como também comparar isozimas de diferentes
populagdes de insetos, como S. calcitrans (JONES et al., 1987).

Johns et al. (1998) verificaram em gel de eletroforese a atividade de determinada
fracdo da hemolinfa de carrapatos D. variabilis infectados com diferentes espécies
bacterianas. Segundo os autores, as fracfes analisadas continham atividade antimicrobiana
com um componente proteico essencial e uma fragdo proteica foi similar a uma lisozima de
vertebrados.

Moffatt et al. (1995), através de estudos sobre a sintese e secrecdo de tripsina no
intestino de S. calcitrans, com o uso de SDS-PAGE e zimograma, verificou a producéo de 15
bandas. Foi observado que a tripsina é estocada como uma pro-enzima inativa, mas é
secretada em uma forma totalmente ativa. Estudos com inibidores sugerem que o gatilho na
sintese de tripsina ocorre imediatamente ap6s a ingestdo de sangue pela mosca. Em estudo
realizado por Lehane et al. (1998), foi estimado que 24 serino proteases sdo encontradas no
intestino de adultos da mosca dos estabulos e que estariam relacionadas ao ciclo digestivo do
inseto. Estes autores verificaram a associacdo de uma defensina do intestino da mosca com
uma nova serino protease. Com a utilizagdo géis de gelatina em SDS-PAGE, Jord&o et al.
(1996) confirmaram que duas bandas formadas, a partir do material coletado da zona opaca de
células intestinais de S. calcitrans, apresentaram atividade proteolitica e as descreveram como
sendo as duas maiores formas de tripsinas produzidas e secretadas pela mosca.

No estudo da atividade das serino proteases em larvas de primeiro instar de
Oxysarcodexia thornax, Cuervo et al. (2008) descreveram a expressdo de multiplas proteases
ativas. A analise zimografica do homogenato fresco das larvas revelou um completo perfil
proteolitico. Os autores relataram que apesar da atividade ter sido detectada entre a pH 3,5 e
5,5, a maior atividade proteolitica foi observada entre pH 7,5 e 9,5. Além disso, as principais
proteases foram classificadas como pertencentes a classe das serino proteases e a inativacao
de todas as atividades enziméticas, por um inibidor especifico, as classificou como
serinoproteases similares a quimiotripsina.

Através da avaliacdo enzimatica do intestino de larvas de M. domestica, Lemos e
Terra (1991) verificaram que a lisozima produzida no tecido do intestino de larvas
alimentadas com esterco € capaz de digerir eficientemente as bactérias presentes e que esta
habilidade seria caracteristica de Cyclorrapha. Segundo os autores, a lisozima do intestino
possui elevada atividade em pH 3.5 e a das glandulas salivares em pH 6.0. Os autores
afirmam que, tanto a lisozima quanto a quitinase estdo ativas no intestino das larvas e que
estas bactérias fazem parte de sua alimentacéo.

2.9 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Alguns autores tém utilizado esta ferramenta para verificar mais detalhadamente os
processos de adesdo e penetragdo fungica no hospedeiro (PEKRUL & GRULA, 1979;
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BITTENCOURT et al., 1999; MOINO Jr. et al., 2002; CAMPOS et al., 2005; GARCIA et al.,
2005; JARROLD et al., 2007; GARCIA et al., 2008), colonizacdo e formacdo de lesdo
(GARCIA et al., 2004), avaliagdo do tempo necessario para ocorrer a adesdo fungica,
formacdo do tubo germinativo, ramificacOes e engrossamento das hifas sobre o hospedeiro
(MELO et al., 2007), comprovar a ineficacia de um fungo em parasitar determinado inseto
(HUNT et al., 1984), avaliar o comportamento do hospedeiro na associacdo de inseticida
quimico e fungos entomopatogénicos (NEVES & ALVES, 2000) ou para determinar a
morfogénese das caracteristicas externas de larvas de primeiro estgio de S. calcitrans
(AJIDAGBA et al., 1985).

Grodowitz et al. (1982) e Colwell e Kokko (1985) relataram a dificuldade em preparar
larvas de dipteros para microscopia de varredura, pois quando utilizada as técnicas de fixagédo
e desidratagdo habituais, hd um consideravel colapso da amostra e as caracteristicas
morfologicas tornam-se distorcidas, devido a reduzida penetracdo do fixador. Este resultado
foi relacionado a estrutura extremamente mole das larvas e a cuticula impermeavel a agua.
Por esta razdo, Grodowitz et al. (1982) desenvolveram um método no qual sdo utilizadas duas
solucBes que ocasionam rapida penetracdo dos agentes de fixacdo em larvas de S. calcitrans.
Outros métodos foram levantados por estes autores como a perfuracdo da cuticula, mas esta
também ocasiona extravasamento da hemolinfa e colapso. A utilizacdo de 2,2-dimetilpropano
acidificado e heptano saturado com gluteraldeido tém demonstrado moderado sucesso, porém
estas substancias podem ser onerosas, dificeis de encontrar e até toxicas.

18



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Localizagédo Experimental

A colbnia de S. calcitrans foi mantida no Laboratério de Pesquisa de Dipteros
Hematofagos na Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz (EPPWON) do
Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV), Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e o0s ensaios com os isolados fungicos e
manutencdo de suas col6nias no Laboratério de Controle Microbiano, EPPWON, DPA, 1V,
UFRRJ. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi realizada no Laboratorio de
Micotoxinas, DMIV, 1V, UFRRJ, enquanto que as Eletroforeses Protéica e Enzimética foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular, DPA, 1V, UFRRJ. A Microscopia
Eletronica de Varredura foi realizada no setor de Microscopia da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) e na Plataforma Multiusuarios de Microscopia
Eletronica do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ). Na EMBRAPA-Agrobiologia
realizou-se a identificacdo bacteriana.

3.2 Estabelecimento e Manutencao da Col6nia de Stomoxys calcitrans

A captura das moscas adultas de S. calcitrans foi realizada no Hospital Veterinario de
Grandes Animais, IV, UFRRJ e no Departamento de Reproducdo Animal (DRA) do Instituto
de Zootecnia (1Z) da UFRRJ com auxilio de rede entomologica (BRITO, 2000). As moscas
foram armazenadas em gaiolas plasticas de transporte (15cm X 15cm X 20cm) e identificadas
segundo Furman e Cats (1982). Estas foram mantidas em gaiolas plasticas de criacdo (60 cm
x 40 cm x 50 cm), onde se forneceu sangue bovino com citrato de sédio (0,38%) em almofada
de gaze (BENIGNO, 1987; WATSON et al., 1995; MORAES, 2007) para fornecer um local
adequado para alimentacéo e postura (BENIGNO, 1987; MELLO, 1989).

Diariamente os ovos foram coletados e transferidos para placas de Petri contendo
papel tipo filtro embebido com agua destilada estéril e uma gota de sangue bovino citratado
(0,38%). As larvas eclodidas foram mantidas em tubos de ensaio (200 mm X 25 mm de
diametro) contendo dieta autoclavada composta por cana-de-agucar (66g), farelo de trigo
(25g), carne moida bovina (8g), bicarbonato de sodio (1g) e agua destilada (127mL) para
obtencdo das pupas. Os tubos de ensaio permaneceram fechados com rolha de algoddo
hidréfobo revestido com tecido fino. As pupas foram transferidas para placas de Petril (9 cm)
até a emergéncia dos adultos. Ovos, larvas e pupas permaneceram em camara climatizada
para BOD a 26°C = 1 e 70 — 80% de umidade relativa (U.R.) (Moraes, 2007).

3.3 Manutencéo dos Isolados de Beauveria bassiana

Para manutencéo flngica, os isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana
foram semeados em placas de Petri contendo agar batata dextrose (BDA, 39¢/L) e extrato de
levedura (EL) - 1%, em cabine bioldgica classe Il (ALVES, 1998). As placas de Petri foram
mantidas em camara climatizada para B.O.D. durante 15 dias a 25°C e 70-80% U.R., em
auséncia de luz para propiciar o desenvolvimento fngico e conidiogénese.

Os isolados CG 138 (Recife — PE) e CG 228 (Brasilia, DF) foram isolados
previamente de coleopteras da familia Curculionidae e Chrysomelidae, respectivamente,
enguanto o isolado ESALQ 986 (Piracicaba, SP) foi isolado de carrapato da familia Ixodidae
e mantidos pelo Laboratdrio de Controle Microbiano.
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3.4 Ensaios Bioldgicos

Trés métodos de exposicao fungica foram utilizados para avaliacdo da mortalidade dos
estagios imaturos e do percentual de emergéncia de adultos de S. calcitrans.

3.4.1 Elaboracéo das suspensoes fungicas

Para o preparo das suspensfes fangicas, os isolados foram removidos das placas de
Petri com auxilio de lamina de bisturi, suspensos em tubos pléasticos tipo Falcon (50 mL)
contendo solucéo estéril de agua destilada e Tween 80 (0,01%) e agitados em Vortex por dois
minutos. As concentragdes de 2 x 108, 107, 10° e 10° conidios.mL™ foram obtidas através da
contagem em Camara de Newbauer (MANIANIA, 1994; BARSON et al., 1994; ALVES,
1998; SENNA-NUNES et al., 2002a). A média da contagem por campo (n) foi multiplicada
por um fator fixo (n x 4 x 10%, o que determinou o nimero de conidios existentes na
suspensdo (ALVES, 1998).

3.4.2 Primeiro método de exposicao fungica

Para a realizacdo deste ensaio, os estagios imaturos de S. calcitrans foram imersos por
dois minutos em placas de Petri contendo suspensdes flngicas nas concentracdes 2 x 108, 107,
10° e 10° conidios.mL™ dos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana
(MORAES et al. 2008). Em seguida, as suspensdes foram retiradas com auxilio de uma
seringa hipodérmica, e os estagios imaturos transferidos para placas de Petri contendo papel
para filtro embebido com 3 mL de agua destilada estéril (SENNA-NUNES et al. 2002a) e trés
gramas da dieta autoclavada composta por cana-de-aclcar (66g), farelo de trigo (25g), carne
moida bovina (8g), bicarbonato de sodio (1g) e &gua destilada (127mL) (adaptado por Moraes
2007). Diferentemente dos ovos e das larvas, as pupas foram imersas nas suspensoes
supracitadas dos isolados CG 138 e CG 228 em tubos tipo Falcon (50 mL) e mantidas em
placas de Petri sem dieta.

Todas as placas de Petri foram fechadas com parafilm e que foi perfurado com agulha
hipodérmica. Mesmo procedimento foi realizado para os grupos controle, sendo 0s estagios
imaturos imersos apenas no diluente (agua destilada estéril e Tween 80 - 0,01%).

Nos ensaios de exposicao fungica foram utilizados grupos compostos por 80 ovos de
S. calcitrans, com menos de 24 horas de postura, para cada concentracdo do isolado de B.
bassiana, enquanto que, nos ensaios com larvas 0s grupos possuiam 30 larvas, com 10 dias de
desenvolvimento a partir da postura; e nos experimentos com as pupas, foram formados
grupos com 32 pupas com 14 dias de desenvolvimento a partir da postura.

A contagem das larvas provenientes dos ovos foi realizada no quinto dia apés
exposicdo fungica. As pupas e as moscas originarias das larvas desafiadas com os isolados
fangicos foram contadas dez e 20 dias ap0s 0s ensaios de exposicdo das larvas,
respectivamente. A contagem das moscas emergidas nas placas de Petri, onde as pupas
expostas foram armazenadas, foi realizada no décimo dia apds ensaio fungico.

O primeiro método de exposicao fungica foi utilizado para que 0s estagios imaturos
permanecessem em contato com o0s conidios durante o periodo de imersdo, e ainda, permitir
que as larvas ingerissem os conidios dos trés isolados fangicos.

20



3.4.3 Segundo método de exposicao fungica

Grupos formados por 80 ovos, com menos de 24 horas de postura e grupos formados
por 30 larvas, com 10 dias de desenvolvimento a partir da postura, foram imersos por dois
minutos em 0,5 mL das suspensdes dos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B.
bassiana, na concentracdo de 2 x 10° conidio.mL™. Em seguida, os grupos de ovos e de larvas
foram transferidos com as suspensdes fangicas, para as placas de Petri contendo a dieta estéril
(39) e papel filtro previamente embebido com 2,5 mL da respectiva suspensdo. Ovos e larvas
dos grupos controle foram imersos em 0,5 mL do diluente e transferidos para placas de Petri,
contendo papel filtro embebidas com 2,5 mL do mesmo (a4gua destilada estéril e Tween 80 —
0,01%) e dieta (3g). Todas as placas foram fechadas com parafilm e furadas com agulha
hipodérmica.

As larvas provenientes dos ovos expostos foram contadas cinco dias ap0s ensaio,
enquanto que, as pupas e as moscas formadas apds os ensaios de exposicao das larvas foram
contadas dez e 20 dias, respectivamente.

Neste método de exposi¢do fangica, a imersdo nas suspensdes fungicas e a adigdo das
suspensdes no papel filtro tiveram como objetivo proporcionar um maior periodo de
esposicdo dos estagios imaturos aos isolados fungicos até a ocorréncia da metamorfose, e
ainda, permitir a ingestdo dos conidios pelas larvas.

3.4.4 Terceiro método de exposicao fungica

Neste método de exposicdo fungica, grupos formados por 80 ovos de S. calcitrans
foram depositados sobre a dieta (150g em becker de 600 mL) descrita por Christmas (1978) e
adaptada por Moraes (2007), juntamente com 10 mL das suspensdes dos isolados CG 138,
CG 228 e ESALQ 986, nas concentracdes de 2 x 10°, 10" e 10° conidios.mL™, que foram
aspergidas com auxilio de um borrifador pléstico. Grupos formados por 30 larvas e 30 pupas
foram expostos apenas aos isolados CG 138, CG 228 nas mesmas concentracdes fungicas.
Ovos, larvas e pupas dos grupos controle foram aspergidos apenas com diluente composto por
agua destilada estéril e espalhante adesivo (Tween 80 — 0,01%). Em seguida, 0s recipientes
foram cobertos com tecido de algoddo (CHRISTMAS, 1978) e abrigados em local protegido
da irradiacdo solar direta e da chuva, permitindo a exposicdo as condi¢Ges naturais de
temperatura e umidade. Para aferi¢do diaria da temperatura e umidade ambiental foi utilizado
termohigrometro digital. O Isolado ESALQ 986 foi utilizado para confirmacdo do efeito
observado com os outros dois isolados. A contagem de moscas emergidas foi realizada 30
dias apds exposicdo fungica dos trés estagios imaturos.

Neste método de exposi¢do fungica, a aspersao das suspensdes fungicas sobre a dieta e
estadgios imaturos teve como objetivo proporcionar um maior periodo de esposicdo dos
estagios imaturos aos isolados fingicos até a emergéncia dos adultos, e ainda, permitir a
ingestdo dos conidios pelas larvas.

3.4.5 Viabilidade fungica
A viabilidade conidial foi realizada através da inoculacéo de 10 pL das suspensdes em

placa de Petri (BDA e EL) e apos 24 horas foi realizada a contagem dos conidios germinados
e ndo germinados, conforme Alves (1998).
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3.4.6 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados duas vezes e em dias diferentes para maior
confiabilidade dos dados. Os percentuais relacionados ao efeito dos isolados fungicos foram
determinados pelo ajuste da mortalidade natural dos controles utilizando a formula de Abbott
(1925). A mortalidade de ovos, larvas e pupas, bem como o percentual de emergéncia de
adultos foram avaliados pelo Teste de Qui-quadrado (Bioestat 4.0) com 95% de significancia
(Sampaio, 2002).

3.5 Analise de Muco e Macerado de Larvas de Stomoxys calcitrans

Devido aos resultados obtidos nos ensaios de exposicdo flangica descritos
anteriormente, novas metodologias foram necessarias para indicar ou comprovar a presenca
de atividade antimicrobiana das larvas de S. calcitrans, que afetaram o desempenho
entomopatogénico dos isolados utilizados.

3.5.1 Exposicao fungica de larvas de Stomoxys calcitrans

Grupos formados por nove larvas de S. calcitrans com nove dias de desenvolvimento
foram imersos em 0,5 mL da suspensdo fingica na concentracdo de 2x10® con.mL™ dos
isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana durante dois minutos. Em seguida,
larvas e suspensdes foram transferidas para placas de Petri contendo dieta (3g) e papel filtro
previamente embebido com 2,5 mL da respectiva suspensdo. Larvas do grupo controle foram
imersas em 0,5 mL do diluente (dgua destilada estéril e Tween 80 — 0,01%) e transferidas para
placas de Petri contendo papel filtro embebido com 2,5 mL do diluente e dieta (3g). Todas as
placas foram fechadas com parafilm e furadas com agulha hipodérmica e incubadas a 26 °C +
1, 70-80% UR.

Para confirmacdo da viabilidade flangica, 10 pL de cada suspensdo fldngica dos
isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana foram inoculados em placas de Petri
contendo o meio (BDA + EL), e ap6s 24 horas foi realizada a contagem dos conidios
germinados e ndo germinados, conforme Alves (1998).

3.5.2 Obtencéo de muco de larvas de Stomoxys calcitrans

Apos trés dias de incubacdo, as larvas dos grupos expostos a cada isolado fungico ou
diluente (controle) foram retiradas das placas, lavadas em agua destilada estéril e colocadas
em tubos de criogénicos graduados estéreis (1,5 mL), onde permaneceram por uma hora para
producdo de muco. Em seguida, as larvas foram retiradas e adicionou-se 900 uL de tampéo
fosfato de sodio - PBS (0,1M; NaCl 1,5M; pH 7,4) estéril resfriado. Todo procedimento foi
realizado em cabine bioldgica classe Il e as amostras manipuladas em gelo. As amostras
foram armazenadas em ultrafreezer (-80°C) para evitar a degradacdo do material.

3.5.3 Obtencéo de macerado de larvas de Stomoxys calcitrans
A exemplo do que foi realizado para obtencdo de muco, larvas dos grupos expostos a
cada isolado fungico ou diluente foram retiradas das placas, lavadas em agua destilada estéril

e depositadas em tubos estéreis de microcentrifugacdo graduados (1,5 mL). Estas foram
maceradas com bastdo conico e homogeneizadas com 900 pL de PBS (0,1M; NaCl 1,5M; pH
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7,4) estéril resfriado. O procedimento de manipulacdo e armazenamento foi 0 mesmo
utilizado no item 3.5.2.

3.5.4 Teste de difusdo em meio solido
3.5.4.1 Teste de difusdo em meio sélido com cloranfenicol

Dez microlitros da suspensdo fingica na concentragdo de 1x10% con.mL™ dos isolados
CG 138, CG 228 e ESALQ 986 foram utilizados para que o intenso crescimento fungico nao
sobreponha a formacéo do halo de inibigdo fangica. As suspensfes foram adicionadas sobre
as placas de Petri contendo meio BDA (39g/L), E.L. (1%) e Cloranfenicol (500mg/L), e em
seguida, espalhados homogeneamente com swab estéril. Dois discos de papel filtro (6mm de
diametro) impregnados com cloranfenicol (500mg/L), autoclavados (120°C/ 20min) e secos
em forno Pasteur (100°C), foram imersos no muco das larvas previamente expostas e nédo
expostas aos isolados fungicos e colocados em cada placa semeada. Mesmo procedimento foi
realizado para as amostras do macerado. As placas foram incubadas por trés dias em camara
climatizada para B.O.D. (25 + 1°C, 70 - 80% U. R.) e a zona de inibicdo fungica foi
verificada no segundo e terceiro dia apo6s realizagdo do experimento (HUNT, 1986;
OLIVEIRA, 2000; JOHNS et al., 1998). O teste foi realizado duas vezes em dias diferentes
para confiabilidade dos resultados.

3.5.4.2 Teste de difusao em meio solido sem cloranfenicol

Dez microlitros da suspenséo flngica na concentragdo de 1x10° con.mL™ dos isolados
CG 138, CG 228 e ESALQ 986 foram adicionados sobre as placas de Petri contendo BDA
(39g/L), E.L. (1%), e em seguida, espalhados homogeneamente com swab estéril. Dois
discos de papel filtro (6mm de didmetro), autoclavados (120°C/ 20min) e secos em forno
Pasteur (100°C) foram imersos no muco das larvas previamente expostas e ndo expostas aos
isolados fungicos e colocados em cada placa semeada. Mesmo procedimento foi realizado
para as amostras de macerado. As placas foram incubadas por trés dias em camara climatizada
para BOD (25 + 1°C, 70 - 80% U. R.) e a zona de inibi¢do flngica e crescimento bacteriano
foram observados no segundo e terceiro dia apds realizacdo do experimento (HUNT, 1986;
OLIVEIRA, 2000; JOHNS et al., 1998). O teste foi repetido duas vezes em dias diferentes
para confiabilidade dos resultados.

3.5.4.3 Isolamento e identificacdo bacteriana

O isolado bacteriano proveniente do macerado e muco de larvas de S. calcitrans foi
semeado em placa de Petri contendo Agar Infuso de Cérebro e Coracdo (BHI) e mantido em
camara climatizada para BOD na temperatura de 27°C, 70-80% UR por até 48 horas. Apds o
crescimento bacteriano, as placas foram mantidas sob refrigeragéo a 4°C.

Para identificacdo bacteriana foram observadas caracteristicas macroscopicas e
microscopicas, como aspecto da colbnia, concavidade, coloracdo, bordos e caracterizacao
celular. Também foi realizada a identificagdo bacteriana através da técnica molecular de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Para a amplificacdo do fragmento da regido 16S DNAr, foi utilizada a combinacao de
iniciadores 27f (5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3°) (FURUSHITA et al., 2003) e Amp2
(1538-1519) (5’-AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’) (WANG et al, 1996). As reacdes de
amplificagdo foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research). Os ciclos de
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amplificacdo constituiram-se de uma etapa de desnaturacao a 93°C por 45 seg., uma etapa de
anelamento 62°C por 45 seg. e uma etapa de extenséo a 72°C por 2 min. Depois de 35 ciclos,
foi efetuada uma ultima etapa de extensdo a 72°C por 5 min. O produto da PCR amplificado
foi separado por eletroforese em gel de agarose a 1% submetido a uma voltagem de 100 V por
2 horas. Em seguida, o gel foi corado em solugdo de brometo de etideo (5 mg.L?) e
visualizado sob luz ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak®). O produto
da amplificacdo foi avaliado pela comparagdo com um marcador molecular de 1 Kb ladder
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA).

Os produtos de amplificacdo da regido 16S DNAr foram purificados com uma
reacdo de 8 uL de NaCl 5M, 40 pL de polietilinoglicol 8000 22 % e 32 uL do material
amplificado. A mistura foi incubada a 4°C durante a noite, e posteriormente centrifugada
a 14000 rpm por 30 min., o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500
uL de etanol 70 %. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 4°C por 15 min, secado ao ar
e ressuspendido em 20 pL de agua milli-Q esterilizada.

Visando verificar a qualidade de material amplificado e estimar a concentracéo
para posterior reacdo de sequénciamento, o produto da purificacdo foi separado por
eletroforese em gel de agarose a 1 % em tampédo TAE 1 X, submetidos a uma voltagem de
50 V por 4 horas. Em seguida, o gel foi corado em solugdo de brometo de etideo (5 mg.L"
1) e visualizado sob luz ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak®).
Os produtos da digestdo foram avaliados pela comparagdo com um marcador molecular de
100 pb (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA).

Para o sequénciamento do gene 16S DNAr dos isolados bacterianos foram utilizados
300 ng dos produtos de PCR purificados, 5,0 pM dos iniciadores (Quadro 1), TE Dynamics
Kit (Amersham Biosciences) e agua ultrapura (ultraPURE ™, Invitrogen Co.) para um volume
final de 20 pL. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ
Research). A amplificacdo constituiu-se de 30 ciclos com uma etapa de desnaturacdo a 95°C
por 20 seg., uma etapa de anelamento 50°C por 15 seg. e uma etapa de extenséo a 60°C por 1
min. Posteriormente foi efetuada uma Gltima etapa de extensao a 72°C por 5 min. Em seguida,
as amostras foram precipitadas adicionando-se 1,0 puL de acetado de aménio 7,5M e 27,5 pL
de etanol 70% procedendo-se uma incubacdo a 4°C durante a noite. As amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 30 min. a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi lavado com 150 pL de etanol 70% e centrifugado 14000 rpm por 5 min. a 4°C. As
amostras foram secas ao ar, e ressuspendidas em 7,5 pL de tampéo de corrida e analisadas em
sequenciador automatico MEGA BACE 1000 (Amershan Biosystem).

A montagem das sequiéncias contiguas, foi realizada a partir das seqiiéncias diretas e
reversas utilizando-se os programas PHRED/PHRAP ou CAP3/CONSED em ambiente

Quadro 1. Iniciadores utilizados para amplificacdo e sequénciamento do gene 16S DNAr do
isolado bacteriano.

Iniciadores Seqiiéncia (5°>3°) Referéncia
27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG FURUSHITA et al., 2003
108r CAGATTCCCACGCGTTACGC LEYS et al., 2004
Amp2 AAGGAGGTGATCCARCCGCA WANG et al., 1996
420r TTACAACCCTAAGGCCTTC LEYS et al., 2004
16S1203f | GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC | SOARES-RAMOS et al., 2003
16S1110r TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC | SOARES-RAMOS et al., 2003
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Linux, com a criacdo dos diretdrios, execuc¢do do script “phredPhrap”, chamada de bases e
atribuicdo de qualidades, montagem das sequéncias contiguas, edi¢cdo das montagens.

As sequéncias contiguas foram obtidas através da montagem das seqiiéncias parciais
feitas a partir dos oligonucleotideos iniciadores para o sequenciamento da fita direta e dos
oligonucleotideos iniciadores para o seqlienciamento da fita reversa do DNA.

3.5.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

As amostras de muco e macerado das larvas de S. calcitrans expostas aos isolados
fangicos ou ao diluente, assim como as amostras das suspens@es fungicas dos isolados CG
138, CG 228 e ESALQ 986 foram centrifugadas (centrifuga refrigerada - 10.000 rpm, 10
min., 4°C) para a separagdo e posterior utilizagcdo do sobrenadante. Dez microlitros de cada
amostra foram aplicados em uma coluna de fase reversa (Microssorb, 250 x 4,6 mm). Foi
utilizado um sistema isocratico (&cido trifluoroacético a 0,1% em &agua destilada) com fluxo
de 0,6 mL/min e a detec¢do dos picos foi realizada a 220 nm. Para cada amostra foi necessario
um periodo méximo de 30 minutos para a visualizagdo de todos os picos (JOHNS et al., 1998;
JOHNS et al., 2001; BOULANGER et al., 2002).

O perfil cromatogréafico das suspensdes utilizadas nos ensaios de exposi¢do das larvas
foi realizado com o intuito de verificar se existiriam picos similares entre os isolados e o
macerado ou muco das larvas expostas aos fungos. Os tempos de retencdo do diluente e do
tampdo PBS foram avaliados para nao afetar a avaliacao dos perfis.

3.5.6 Eletroforese
3.5.6.1 Eletroforese protéica

A espectofotometria do macerado e muco de larvas expostas aos isolados fungicos ou
diluente, foi realizada através do método de Lory modificado (MARKWELL et al., 1978),
utilizando albumina sérica bovina como padrao.

Para a avaliacdo protéica do macerado das larvas previamente centrifugadas (10.000
rpm/10 min.), se realizou a extracdo protéica através da precipitacdo acida das proteinas. Em
tubos estéreis de microcentrifugacdo foram adicionados 28 pL do macerado das larvas e 5,6
uL do acido tricloroacético - TCA (100%), mantendo-se a propor¢do de 100 pL amostra: 20
puL TCA. Estes foram agitados e permaneceram em repouso durante 10 minutos em gelo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm em centrifuga
refrigerada (4°C) e o sobrenadante desprezado. Nos precipitados foram acrescentados 30 pL
de acetona gelada (-18°C), repetindo-se a agitacdo, centrifugacdo e descarte do sobrenadante.
Este processo de lavagem em acetona foi realizado duas vezes. No precipitado final foi
adicionado 28 pL do tampédo de amostra. Realizou-se agitacdo até que a amostra se tornasse
homogénea (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

As amostras de muco das larvas foram previamente centrifugadas por 10 minutos a
14.000 rpm em centrifuga refrigerada (4°C) e o sobrenadante desprezado. Em tubos estéreis
de microcentrifugacdo foram adicionados 100 pL da amostra de muco precipitado e 20 pL do
tampdo de amostra. Estes foram agitados até que a amostra se tornasse homogénea para
aplicacdo de 60 pL/poco.

Realizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% com Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS-PAGE) em placa fina vertical (kit ensaio BioRad, Protein, BioRad, Richmond,
VA), tampao de corrida (pH 8,3), 100 volts para o gel de empacotamento e 220 volts para o
gel de corrida, de acordo com Sambrook e Russell (2001) e Johns et al. (2001). Para
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comparacdo das amostras de macerado e de muco, foi utilizado 10uL/poco do marcador de
peso molecular (Prestained SDS-PAGE Standards, Brad Range (catalogo 161-0318) da BIO-
RAD). Para visualizacdo das bandas proteicas, das amostras de macerado e muco, foi
realizada coloragéo pela prata (SAMBROOK; RUSSEL, 2001)

3.5.6.2 Avaliacdo da atividade proteolitica por eletroforese (zimografia)

A avaliacdo do perfil proteolitico do macerado e muco de larvas sensibilizadas aos
isolados fdngicos e do grupo controle, foi realizada através da eletroforese em gel de
poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) e gelatina em placa fina vertical
(kit ensaio BioRad, Protein, BioRad, Richmond, VA) e coloracdo com Comassie Blue
(JOHNS et al. 2001; SAMBROOK & RUSSELL, 2001; CUERVO et al., 2008).

No zimograma das amostras de muco, 50 pL das amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, 30 pL do sobrenadante foi descartado, e 20 pL do
tampdo de amostra sem mercaptoetanol foi adicionado e homogeneizado. Foram utilizados
100 V para o gel de empacotamento e 220 V para o gel de corrida a 12% de gelatina. Ap6s
corrida, onde foram aguardados 20 minutos ap6s a saida do corante do gel, os géis foram
lavados duas vezes por 30 minutos em solugdo de Triton X-100 (2,5%) e mantidos por 16
horas em solucdo tampdo de acetato de sddio (0,1M — pH 4.5), fosfato de sodio (0,1M — pH
6.5), Tris/HCI (0,1M — pH 8.5) ou Tris/HCI (0,1M — pH 10.0), corados por duas horas com
Comassie Blue e lavados em solucéo de agua e etanol (descoloracédo lenta) até a visualizacao
das bandas digeridas.

Na avaliacdo das amostras de macerado, foram retirados 5 pL de cada amostras e
adicionou-se 5 pL do tampdo fosfato de s6dio e 10 pL do tampdo de amostra sem
mercaptoetanol, que foram homogeneizados. Como as amostras foram diluidas, ndo houve
necessidade de centrifugacéo, pois a este procedimento fazia com que o material do fundo dos
tubos de centrifugacdo permanecessem insollveis quando adicionada a solucdo tampéo.
Foram utilizados 100 V para o gel de empacotamento e 200 V para o gel de corrida a 8% de
gelatina. Apds corrida, onde foram aguardados 20 minutos ap6s a saida do corante do gel,
estes foram lavados duas vezes e por 30 minutos em solucdo de Triton X-100 (2,5%) e
mantidos por 16 horas em solugdo tampéo de acetato de sdédio (0,1M — pH 4.5), fosfato de
sodio (0,1M — pH 6.5), Tris/HCI (0,21M — pH 8.5) ou Tris/HCI (0,A1M — pH 10.0), corados por
duas horas com Comassie Blue e lavados em solucdo de agua e etanol (descoloracéo lenta) até
a visualizacdo das bandas digeridas.

3.5.6.3 Preservacdo dos géis

Para preservacdo dos geis de eletroforese estes foram imersos em solucdo secante na
proporcdo de 40 mL de metanol, 3 mL de glicerol e 57 mL de agua destilada. Os géis foram
mantidos entre duas folhas de celofane, previamente lavadas com a solucdo secante, e
depositados sobre placas de vidro para que todas as bolhas de ar pudessem ser retiradas. Apds
secagem, os géis com celofane foram armazenados em envelopes de papel.

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura de Larvas de Stomoxys calcitrans
3.6.1 Exposicdo fungica de larvas de Stomoxys calcitrans

Larvas de S. calcitrans, com nove dias de desenvolvimento, foram imersas por dois
minutos em 0,5 mL das suspensdes na concentracdo de 2 x 10° conidio.mL™ do isolado CG
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138 de B. bassiana. Em seguida, todo conteudo foi transferido para placa de Petri contendo
dieta (3 g) e papel filtro previamente embebido com 2,5 mL da respectiva suspensdo. As
placas foram fechadas com parafilm e furadas com agulha hipodérmica.

Para confirmacdo da viabilidade fungica, 10 pL da suspensdo fangica do isolado CG
138 de B. bassiana foi inoculada em placa de Petri (BDA e EL) e ap0s 24 horas foi realizada
a contagem dos conidios germinados e ndo germinados, de acordo com Alves (1998).

3.6.2 Preparagdo das larvas de Stomoxys calcitrans para microscopia eletronica de
varredura

Grupos formados por seis larvas foram retirados da placa de Petri nos tempos 0, 2, 15,
24, 48, 72 e 96 horas e fixadas por 30 segundos em solucdo “super skipper”, lavadas por
imersdo e mantidas por 24 horas em “solugdo de Carl’s”, conforme Grodowitz et al. (1982).
Duas larvas também foram retiradas em cada tempo para visualiza¢do dos conidios sobre a
superficie larval antes e ap0s o processo de fixacdo, através da utilizacdo de lamina e
laminula, azul de algoddo e microscopio éptico de luz no aumento de quatro, 10 40 e 100
vezes (Alves, 1998).

As larvas foram desidratadas em série etandlica, onde permaneceram por 15 minutos
em solucdo resfriada de 30, 50, 70, 80, 85, 90, 95, 100, 100 e 100%. Em seguida, foi realizado
0 processo de secagem em ponto critico - CO, e metaliza¢do (10 miliamperes/90 segundos).
Em microscépio eletrdnico de varredura convencional Joel-JSM-JEM 1011, as seis larvas de
cada grupo foram observadas e fotografadas com objetivo de confirmar se os conidios do
isolado CG 138 de B. bassiana encontram-se sobre a superficie das larvas e verificar o
desenvolvimento das estruturas de fixacdo e penetracao fungica (GRODOWITZ et al., 1982).

Similar ao utilizado por Dedavid et al. (2007), larvas sem tratamento e larvas
sonicadas foram utilizadas para compara¢do com as larvas expostas ao isolado fangico nos
tempos descritos acima. No processo de sonicacgdo, as larvas foram lavadas em agua destilada
estéril. Em seguida, permaneceram por trés periodos de 30 segundos a 20 KHz (Disruptor de
Célula Ultra-Sénico — Unique R2D091109) em 10 mL de solugdo PBS (0,1M; NaCl 1,5M;
pH 7,4) estéril resfriado. As larvas ndo expostas ao fungo, também passaram pelos processos
de fixacgdo, desidratacdo, ponto critico — CO, e metalizacdo, que foram realizados nas larvas
dos grupos expostos ao isolado CG 138.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Beauveria bassiana

Os isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana foram selecionados para o
0s ensaios fungicos, a partir dos estudos realizados por Fernandes (2007) e Fernandes et al.
(2009), onde foi avaliada a viabilidade conidial apos exposicdo a diferentes temperaturas (5°C
e 45°C) e a radiacdo UV-B, pois os fatores ambientais sdo limitantes na utilizacdo destes
agentes no controle bioldgico de artrépodes (SMITS et al., 2003). Os autores verificaram que
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 excec¢do do isolado ESALQ 986 que foi menos
tolerante a temperatura mais elevada.

4.2 Ensaios Bioldgicos
4.2.1 Primeiro e segundo método de exposi¢ao fungica

No primeiro método de exposicdo fungica (Figura 1), foram obtidos 27,5% e 37,5% de
inviabilidade de ovos expostos ao isolado CG 138 e 36,2% e 32,5% dos expostos ao isolado
CG 228, na concentracdo 2 x 10% con.mL™ (30,0 e 32,5% controle). Menores percentuais de
mortalidade foram alcangados quando os ovos foram imersos nas suspensdes do isolado
ESALQ 986 (17,5% e 28,7%), entretanto, ndo diferiram dos 16,2% e 15,0% de mortalidade
dos grupos controle (Tabela 1). Estes resultados diferiram dos descritos por Moraes et al.
(2008), que obtiveram 100,0% de inviabilidade dos ovos de S. calcitrans expostos ao fungo
M. anisopliae pelo método de imersdo com mesma concentragcdo fungica e 96,2% na
concentracdo 2 x 107 con.mL™. Néo foi obtida diferenca significativa entre os grupos expostos
ao fungo B. bassiana em todas as concentrac@es fungicas utilizadas e os do grupo controle.

Senna-Nunes et al. (2002a) realizaram metodologia similar da utilizada no primeiro
método de exposicdo das larvas de S. calcitrans. Os autores verificaram que as larvas de M.
domestica ndo foram afetadas por A. flavus quando comparadas aos grupos controle, porém,
diferenca significativa foi obtida quando utilizado dois isolados de P. corylophilum nas
concentracdes 10°, 10 e 10°® con.mL™. De acordo com Mochi et al. (2009), os fungos B.
bassiana e I. farinosa ndo foram patogénicos para larvas de H. irritans. A exposicdo de suas
larvas e pupas ao isolado de M. anisopliae na concentracéo de 10 con.mL™ ocasionou 37,7%
e 38,3% de mortalidade, entretanto a 10° con.mL™ houve 100,0% de inviabilidade das larvas.

Mesmo no segundo método de exposicdo, onde ovos e larvas permaneceram em
contato com os isolados fingicos (2 x 10® con.mL™) até 0 momento da leitura, e ainda que
tenha sido observada a ingestdo dos conidios (Figura 2), ndo se verificaram alteracdes
comportamentais, mumificacdo proliferacdo fungica sobre os estagios imaturos ou aumento
significativo dos percentuais de mortalidade. Foi observado nos dois métodos de exposi¢ao
que os isolados fungicos utilizados no estudo ndo tiveram efeito deletério sobre os estagios
imaturos, pois se verificou menores percentuais de mortalidade dos grupos tratados, quando
comparados ao controle (Tabela 1 e 2).

Os resultados obtidos no presente estudo com o segundo método de exposicdo de ovos
diferiram dos alcancados por Moraes et al. (2008) que utilizaram M. anisopliae com
metodologia similar de exposi¢do. Estes autores verificaram 100,0% de inviabilidade dos
0VO0s expostos as concentracdes 2 x 10° e 107 conidios.mL™. O fato de M. anisopliae ocasio-
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Tabela 1 - Percentual de mortalidade de estagios imaturos de Stomoxys calcitrans imersos em
suspensdes aquosas dos isolados CG 138, CG 288 ou ESALQ 986 de Beauveria bassiana
pelo primeiro método de exposicéo.

Primeiro Ensaio Segundo Ensaio
Ovo* Larva* Pupa* Ovo* Larva* Pupa*

M MC M MC M MC M MC M MC M MC

%) ) %) ) ) ) ) ) (0 B (%) (%)

Controle 300 0 266 0 156 0 325 0 166 0 21,8 O
CG 138 CG 138

2x10°con.mL? 100 -282 266 0 250 11,1 20,0 -185 26,6 120 250 4,0

2x10°con.mL* 26,2 -53 30,0 45 375 259 325 0 433 320 187 -39

2x10" conmL? 200 -142 40,0 181 9,37 -74 350 37 433 320 218 O

2x10%conmL* 275 -357 30,0 45 250 11,1 375 74 400 280 250 4,0
CG 228 CG 228

2x10°con.mL? 375 10,7 233 -45 187 37 375 74 166 0 375 200

2x10%con.mL? 362 -89 66 -272 156 O 387 92 66 -120 312 12,0

2x10"conmL* 350 7,1 16,6 -136 187 3,7 100 -333 233 80 156 -8,0

2x10%con.mL? 362 89 300 45 250 11,1 325 0 333 200 125 -11,9

ESALQ 986 ESALQ 986
Controle 162 0 6,6 0 - - 150 0 0 0 - -
2x10°con.mL? 150 -149 33 -3,6 - - 300 176 66 6,7 - -
2x10%con.mL? 237 89 33 -36 - - 212 73 33 33 - -
2x10"conmL? 212 60 133 7.1 - - 112 -44 133 133 - -
2x10%con.mL? 175 15 133 7,1 28,7 16,2 13,3 133 - -

M = percentual de mortalidade; MC = Mortalldade corrlglda pela formula de Abbott. - = N&do
avaliado. * N&o houve diferenca estatistica entre os percentuais de mortalidade dos grupos
tratados e controle em cada estagio imaturo de Stomoxys calcitrans avaliado.

nar mortalidade satisfatoria de ovos pode estar relacionado a ativacdo de determinadas
enzimas ou peptideos do préprio fungo (GABRIEL, 1968; ALVES, 1998). Segundo Watson
et al. (1995) a mosca dos estdbulos pode ter desenvolvido algum método adaptativo para
tolerar a presenca e o parasitismo de certos microrganismos e que isto estaria relacionado ao
ambiente extremamente contaminado onde seus estagios imaturos se desenvolvem.

O segundo método de exposicdo foi adotado para proporcionar um ambiente com
elevado nivel de infestacdo fungica até as placas de Petri serem avaliadas, e mesmo assim,
ndo foi observado um aumento no percentual de mortalidade que resultasse em diferenca
estatisticamente significativa com os grupos controle, como visto na Tabela 2 (Figura 3 e 4).
Ao invés disso, foi observada reducdo dos percentuais de mortalidade com todos os isolados,
tanto em ovos como em larvas. Deve-se destacar que estas condi¢Ges ndo seriam encontradas
em ambiente natural e nem em casos de aplicacdo fungica sobre os locais onde 0s estagios
imaturos de S. calcitrans se desenvolvem, o que deveria se esperar elevada mortalidade.

Esta metodologia ainda foi utilizada com objetivo de verificar se o primeiro método de
exposicao fungica estaria influenciando negativamente os resultados, principalmente quando
se realizou a exposicao das larvas, pois a intensa movimentacdo larval e producdo de muco
poderiam facilitar a retirada dos conidios de sua superficie. A imersdo também foi utilizada
para propiciar o contato com toda a superficie de ovos, larvas e pupas, e ainda, favorecer a
ingestdo dos conidios pelas larvas. Ovos e larvas foram utilizados no segundo método por
serem considerados mais susceptiveis a condicdes ambientais, parasitarias e predatorias,
guando comparadas as pupas (NEVES & FARIA, 1988).

Pode-se observar na tabela 3 e 4, que os percentuais de emergéncia de moscas
provenientes de larvas de S. calcitrans nos dois métodos de exposi¢do, ndo foram afetados,

mesmo com o isolado ESALQ 986, onde foram observados percentuais de emergéncia iguais,
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Tabela 2 - Percentual de mortalidade de ovos e larvas de Stomoxys calcitrans imersos e
mantidos em placas de Petri acrescidas de suspensdes aquosas dos isolados CG 138, CG 288
ou ESALQ 986 de Beauveria bassiana pelo segundo método de exposigao.

Primeiro Ensaio Segundo Ensaio
Ovo* Larva* Ovo* Larva*
M MC M MC M MC M MC
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 312 0 133 ©0 312 0 200 O
2 x10° con.mL™ 2 x 10° con.mL™
CG138 20,0 -16,3 133 0 16,2 -21,8 10,0 -125
CG228 275 -54 33 -115 275 -54 6,6 -16,7
ESALQ986 275 -54 66 -7,7 312 O 6,6 -16,7
M = percentual de mortalidade; MC = Mortalidade corrigida pela
formula de Abbott. *Nd houve diferenca estatistica entre 0s
percentuais de mortalidade dos grupos tratados e controle em cada
estagio imaturo de Stomoxys calcitrans.

Tabela 3 - Percentual de emergéncia de moscas proveniente de larvas de Stomoxys calcitrans
expostas as suspensdes aquosas dos isolados CG 138, CG 288 ou ESALQ 986 de Beauveria
bassiana pelo primeiro método de exposicao fangica.

Emergéncia
(%)
Primeiro Ensaio* Segundo Ensaio*
Controle 63,3 60,0
CG138
2 x 10° con.mL™? 46,6 53,3
2 x 10% con.mL™* 56,6 36,6
2 x 107 con.mL™? 46,6 43,3
2 x 108 con.mL™? 63,3 43,3
CG228
2 x 10° con.mL™* 66,6 66,6
2 x 10% con.mL™? 63,3 73,3
2 x 10" con.mL™? 63,3 60,0
2 x 108 con.mL™? 60,0 53,3
ESALQ986
Controle 80,0 90,0
2 x 10° con.mL™! 90,0 86,6
2 x 10° con.mL™? 90,0 73,3
2 x 107 con.mL™? 83,3 73,3
2 x 10% con.mL™* 86,6 86,6

* Nao houve diferenca estatistica entre os percentuais de
emergéncia dos grupos tratados e controle.

maiores ou sem diferencga significativa com o grupo controle. Foi constatado que o0s trés
isolados fangicos ndo agiram de forma tardia sobre as larvas, pois ndo afetaram
significativamente a emergéncia das moscas, seja pelo primeiro ou segundo método de
exposicao fungica nas placas de Petri, sugerindo que os isolados de B. bassiana podem nao
apresentar os fatores necessarios para debelar mecanismos antimicrobianos provavelmente
presentes nos estagios imaturos da mosca dos estabulos. A ineficacia do fungo B. bassiana
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como entomopatogeno de larvas de M. domestica foi constatada por Bernardi et al. (2006). De
acordo com os autores, o isolado CG 34 de M. anisopliae afeta o desenvolvimento pupal de
M. domestica a partir da imersdo de suas larvas em concentracfes crescentes da suspensao
fangica (10° a 10" con.mL™) e 0 mesmo n&o foi observado com o isolado CG 240 de B.
bassiana, que ndo afetou significativamente a emergéncia das moscas. O ritmo de emergéncia
de M. domestica ndo foi afetado pelos isolados de P. corylophilum e A. flavus isolados
previamente de adultos de moscas doméstica coletados no ambiente, ndo havendo diferenca
significativa entre os tratamentos e grupos controle (SENNA-NUNES et al.,(2002b).

Contudo, quando avaliada a patogenicidade deste fungo sobre os adultos de S.
calcitrans, Watson et al. (1995) verificaram que estes foram susceptiveis ao parasitismo fun
gico, pois foram obtidos 70,0% e 84,0% de mortalidade com os isolados P89 e L90. Os
autores ressaltaram que mesmo que tenha sido alcancado resultado satisfatério no controle de
S. calcitrans, foram obtidos mais de 90,0% de mortalidade de adultos de M. domestica.
Lohmeyer e Miller (2006) também constataram que esta espécie fangica é efetiva no controle
de adultos de H. irritans, pois em seu estudo, obtiveram 98,4% de mortalidade apds quatro
dias de realizada exposicdo a B. bassiana, contra 43,5% de mortalidade ocasionada por M.
anisopliae e 13,0% com P. fumosoroseus. No sétimo dia apds o ensaio fangico, foram obtidos
100,0%, 73,0% e 33,0 % de mortalidade dos adultos expostos, respectivamente.

Carlberg (1986) relatou que as moscas S. calcitrans e F. caniculares apresentaram
menor susceptibilidade ao B. thuringiensis quando comparadas a M. domestica na tentativa de
controle populacional de moscas que se desenvolvem em esterco de aves. Pode-se verificar
que a tolerancia da mosca dos estadbulos a diferentes microrganismos, como destacado por
Watson et al. (1995), sugere que novos agentes controladores e seus mecanismos evolutivos
devem ser investigados para que métodos bioldgicos sejam efetivos em seu controle.

Tabela 4 - Percentual de emergéncia de moscas provenientes de larvas de Stomoxys calcitrans
expostas as suspensdes aquosas dos isolados CG 138, CG 288 e ESALQ 986 de Beauveria
bassiana pelo segundo método de exposicao fungica.

Emergéncia
(%)
Primeiro Ensaio*  Segundo Ensaio*
Controle 76,6 80,0
CG 138
2 x 10° con.mL™ 83,3 76,6
CG 228
2 x 10° con.mL™ 86,6 86,6
ESALQ 986
2 x 10° con.mL™ 86,6 86,6

* N&o houve diferenca estatistica entre 0s percentuais de
emergéncia dos grupos tratados e controle.

Vale ressaltar que mesmo que um fungo entomopatogénico apresente resultados
aceitaveis no controle de adultos de S. calcitrans em condicdes laboratoriais, a aplicacdo
pratica sobre os animais campo é questiondvel. Como ela é uma mosca picadora e
hematofaga, seria improvavel a ingestdo dos conidios, devido ao formato de seu aparelho
bucal, como ocorre com a mosca doméstica. Steinkraus et al. (1990) obtiveram mortalidade
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Figura 1 — Desenvolvimento fungico dos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ 986 de
Beauveria bassiana em placa de Petri onde estagios imaturos de S. calcitrans foram expostos
pelo primeiro método de exposicao.

Figura 2 — Larvas de Stomoxys calcitrans ingerindo conidios de Beauveria bassiana apos
exposicao fangica.
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Figura 3 — Crescimento hifal e conidiogénese em placa de Petri onde estagios imaturos de
Stomoxys calcitrans foram expostos aos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ 986 de
Beauveria bassiana pelo segundo método de exposicéo.

Figura 4 - Placa de Petri referente ao grupo controle do segundo método de exposicéo
fangica, onde as larvas de Stomoxys calcitrans foram expostas apenas ao diluente.
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significativa de adultos de mosca doméstica, pois seu aparelho bucal lambedor permitiu a
ingestdo dos conidios de B. bassiana e consequente infecgao.

Além disso, a mosca dos estabulos apresenta um comportamento muito reativo e
permanece por curtos periodos nos animais para se alimentar. Este é um fator que dificulta a
utilizacdo de métodos como a aspersdo, banho ou logBes nos animais, com objetivo de
proporcionar contato suficiente da mosca com os conidios e favorecer a infeccdo flngica.
Logo, para que o fungo apresente potencial para o controle de adultos da mosca dos estabulos,
este também deve ocasionar um efeito patogénico tardio. Desta forma, a populacdo adulta
poderia ser controlada a partir da exposicdo de seus estagios imaturos, como verificado por
Alves (2010), que em seu estudo, verificou que o fungo Lecanicillium lecanii ndo ocasionou
mortalidade significativa das larvas de S. calcitrans. Entretanto, quando utilizada a
concentracdo 2 x 10® con.mL™ em larvas, ocorreu reducio significativa na emergéncia dos
adultos.

Os resultados verificados por Moraes et al. (2008) corroboram com o encontrado no
presente estudo, pois ndo houve diferenca estatistica significativa com os percentuais de
mortalidade verificados nos grupos controle, quando pupas de S. calcitrans foram tratadas
com suspensdes conidiais de M. anisopliae. Alves (2010) também observou baixa
mortalidade pupal de S. calcitrans ap6s exposicdo ao fungo L. lecanii. O autor justificou os
resultados obtidos a capacidade protetora do pupério. Thomas e Rudolf (2010) sugerem que
ha evidéncias de que o sistema de defesa dos insetos pode se condicionar contra um patégeno
e atenuar futuras infecgGes, mesmo ocorrendo a metamorfose, entretanto, 0 mecanismo ainda
ndo estéa claro.

A permanéncia das larvas abaixo da dieta colonizada pelos isolados fungicos, além do
bom aspecto morfolégico e comportamental e a intensa ingestdo dos conidios, com
observacdo do conteudo fangico no intestino das larvas utilizadas no presente estudo, nédo
ocasionaram alteracbes motoras, comportamentais ou méa-formacao pupal, como destacado
por Moraes (2007) que descreveu larvas pré-emergidas liquefeitas, paralisia larval,
mumificacdo e ma-formacdo pupal, quando ovos e larvas de S. calcitrans foram expostos a
elevadas concentragdes fungicas de suspens@es aquosas de M. anisopliae. Também nédo foram
observadas alteracfes comportamentais nas moscas emergidas, como descrito por Alves
(1998), quando insetos infectados apresentam incoordenagéo, paralisia ou desenvolvimento
fangico em orificios ou locais mais frageis da cuticula. Na avaliacdo do efeito
entomopatogdnico de L. lecanni sobre os estagios imaturos de S. calcitrans, Alves (2010)
também observou a permanéncia das larvas abaixo da dieta colonizada sem que houvesse um
efeito patogénico direto.

Os resultados do presente estudo demonstraram que 0s estagios imaturos de S.
calcitrans foram tolerantes a CG 138 e CG 228 de B. bassiana. Além disso, a baixa
mortalidade verificada com o isolado ESALQ 986 comprovou os resultados obtidos com os
dois isolados, pois era de se esperar mortalidade significativa dos estagios imaturos, visto que
este é considerado um fungo de elevada patogenicidade para outros artropodes (Fernandes,
2007).

4.2.2 Terceiro método de exposic¢ao fungica

No presente estudo, foi verificado baixo percentual de mortalidade dos ovos expostos
a concentracdo 2 x 10% con.mL™ nas duas repetic8es realizadas (Tabela 5). Com o isolado CG
138 de B. bassiana foram obtidos apenas 20,0% e 22,5% de mortalidade e com isolado CG
228, 22,5% e 21,2%. Baixos percentuais também foram verificados com isolado ESALQ 986,
mesmo sendo considerado um fungo de elevada patogenicidade (FERNANDES, 2007). Estes
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resultados diferiram dos descritos por Moraes et al. (2008), que obtiveram 100,0% de
inviabilidade dos ovos de S. calcitrans expostos ao fungo M. anisopliae pelo método de
gotejamento sobre a dieta e ovos, com mesma concentracdo fungica. Nao foi obtida diferenca
significativa entre os grupos expostos ao fungo B. bassiana e o grupo controle.

Apesar do bom desenvolvimento fangico nos beckeres (Figura 5), 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 concentragdes fungicas
utilizadas, pois os grupos tratados ndo diferiram dos 36,7% e 33,3% de mortalidade de larvas
dos grupos controle, sendo observados mesmos percentuais quando as larvas foram expostas a
concentracdo 2 x 10° con.mL™ do isolado CG 138 e percentuais similares com o isolado CG
288. 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), no qual os estagios imaturos foram imersos em concentragdes
fangicas similares a utilizadas no presente estudo.

Entretanto, Kaaya e Munyinyi (1995) obtiveram bons resultados, com 97,0% e 80,0%
de mortalidade quando larvas de G. morsitans morsitans (mosca Tsetse) foram adicionadas
em areia acrescida de B. bassiana ou M. anisopliae na proporcdo estimada de 1.4 x 10°
esporos/g e 2,3 x 10° esporos/g da mistura, respectivamente, ou seja, 1g de esporos/litro de
areia. Quando utilizado 0,5g esporos/areia, houve reducdo nos percentuais de mortalidade
para 60,0% e 40,0%, mas estes percentuais ainda diferiram do grupo controle. O periodo para
obtencdo dos percentuais de mortalidade alcancados por Kaaya e Munyinyi (1995) foi menor
do que o utilizado no presente estudo. Talvez a mosca S. calcitrans apresente algum
mecanismo de defesa que ndo permita que seja afetada tardiamente pelos isolados utilizados,
e por esta razdo, as duas espécies fungicas podem ser empregadas no controle bioldgico da
mosca Tsetsé. Kaaaya e Munyinyi (1995) ainda sugerem que estes fungos possam ser
utilizados como controladores microbianos nos sitios de larviposigao.

Angel-Saragun et al. (2005) verificaram susceptibilidade variavel de ovos e pupas de
H. irritans, quando expostos a diferentes isolados fungicos, dentre eles B. bassiana. Os ovos
foram depositados sobre fezes bovinas frescas misturadas a farinha de peixe (10:1), onde
foram aspergidas suspensées de B. bassiana (10° con.mL™), enquanto que as pupas,
depositadas em placas de Petri, receberam aspersdo na concentracdo de 10° con.mL™.
Verificou-se que dos dois isolados de B. bassiana utilizados, o isolado B17 reduziu o
percentual de emergéncia de adultos de H. irritans quando utilizado nos ovos (11,3% de
emergéncia) e o isolado B21 foi efetivo apenas com as pupas, visto que foi obtido 44,0% de
mortalidade. Os autores destacaram que o efeito patogénico dos fungos estaria diretamente
relacionado ao isolado empregado.

Lecuona et al. (2005) constataram que dos 19 isolados e espécies fungicas utilizadas
para o controle de larvas, pupas e adultos de M. domestica, cinco isolados de B. bassiana
foram relativamente mais virulentos. Apds avaliacdo da mortalidade das moscas expostas aos
isolados, os autores concluiram que o isolado Bb72 foi mais virulento (97,0% de mortalidade)
e efetivo produtor de conidios, indicando que este é 0 mais promissor no desenvolvimento de
micoinseticidas para M. domestica.

Percentuais de mortalidade pupal proximos aos verificados nos grupos controle
também foram observados no estudo (Tabela 5), demonstrando a ineficacia destes isolados
fangicos em controlar a emergéncia de S. calcitrans. Os resultados obtidos nas duas
repeticdes do presente estudo demonstraram que os isolados CG 138 e CG 228 de B. bassiana
ndo apresentaram o potencial entomopatogénico esperado (Tabela 5), visto que a mortalidade
dos grupos tratados foi menor ou igual a mortalidade obtida nos grupos controle,
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independente do estagio imaturo avaliado. Em poucas situaces foram observados percentuais
de mortalidade maiores que aqueles dos grupos controle, porém a diferenca nédo foi significa-

Tabela 5 — Percentual de mortalidade de ovos, larvas e pupas de Stomoxys calcitrans expostos
aos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de Beauveria bassiana pelo terceiro método de
exposicao fungica.

Primeiro Ensaio Segundo Ensaio

Ovo* Larva* Pupa* Ovo* Larva* Pupa*
Tratamento M MC M MC M MC M MC M MC M MC
(conmL™) (%) (%) (%) (%) (%) (6) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 37,5 0 36,66 0 200 0O 237 0 333 0 133 0
CG 138 CG 138
2 x 10° 475 16,0 16,7 -316 16,7 -42 375 180 36,7 50 233 115
2 x 10’ 475 16,0 333 -52 16,7 -42 36,2 164 36,7 50 200 7,7
2 x 108 20,0 -28,0 36,7 0 16,7 -42 225 -16 333 0 200 7,7
CG 228 CG 228
2 x 10° 250 -20,0 46,7 158 200 O 200 -49 26,7 -100 233 115
2 x 10’ 250 -20,0 46,7 158 200 O 225 -16 26,7 -100 26,7 154
2 x 108 225 -240 333 52 233 42 212 -33 233 -151 16,7 3,8
ESALQ 986 ESALQ 986
Controle 25,0 0 - - - - 287 O - - - -
2 x10° 212 50 - - - - 287 O - - - -
2 x 10’ 20,0 -6,7 - - - - 38,7 13,9 - - - -
2 x10° 13,7 -15,0 - - - - 287 0 - - - -
M=mortalidade; MC= Mortalidade corrigida pela formula de Abbott; - = Nao avaliado. * =

N&o houve diferenca estatistica entre os percentuais de mortalidade dos grupos tratados e
controle em cada estagio imaturo de Stomoxys calcitrans avaliado.

tiva. A utilizacdo 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 ensaios realizados com este isolado (Tabela 1).

Em estudo de controle bioldégico de moscas, Watson et al. (1995) destacaram a
tolerancia de S. calcitrans ao fungo B. bassiana, pois foram obtidos menores percentuais de
mortalidade quando comparado a mosca doméstica. Estes mesmos autores relatam que o
ambiente extremamente contaminado, onde 0s estagios imaturos de S. calcitrans se
desenvolvem, estimularia seus mecanismos de defesa, e ainda, que a composicdo de sua
cuticula resultaria em distinta susceptibilidade a infec¢do fangica. Outros autores destacaram
que a fermentacdo da matéria organica, realizada por diferentes microrganismos,
disponibilizaria nutrientes para a alimentacdo das larvas (SCHMIDTMANN & MARTIN,
1992; PEROTTI et al., 2001; ROMERO et al., 2006), contribuindo desta forma, para o
desenvolvimento dos estagios imaturos de S. calcitrans. Alguns pesquisadores tém observado
a resisténcia de alguns dipteros a uma infeccdo com bactérias patogénicas, quando estas foram
previamente sensibilizadas com bactérias ndo patogénicas (SILVA, 2002). Castro (2004)
isolou e identificou as bactérias B. thuringiensis e S. marcescens, utilizadas no controle
microbiano de artropodes, em intestino e superficie externa de adultos de S. calcitrans.

Logo, para que um fungo possa atuar sobre os estagios imaturos de moscas, este deve
possuir mecanismos que promovam elevada patogenicidade ou que anulem os fatores an
timicrobianos do inseto. Pode-se verificar no presente estudo, que os isolados selecionados
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Figura 5 — Crescimento hifal e conidiogénese dos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ 986
de Beauveria bassiana em becker onde estagios imaturos de S. calcitrans foram expostos.
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capazes de tolerar as adversidades ambientais e com bom crescimento (Figura 5) 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).

4.3 Viabilidade Fungica

Na avaliacdo da capacidade de germinagéo, verificou-se 100,0% de viabilidade
conidial no re-isolamento das suspensdes fangicas empregadas. Também foi observado bom
desenvolvimento hifal e conidiogénese nas placas de Petri (Figura 1 e 3) em que 0s estagios
imaturos foram imersos nas suspensdes, como também nas placas onde foram aplicadas as
suspensoes fangicas (Figura 3), quando comparados aos grupos controle (Figura 4).

Um fator que poderia influenciar a capacidade entomopatogénica dos isolados seria 0
potencial de germinacdo dos conidios ap0s o preparo das suspensdes e a permanéncia destes
no ambiente, como realizado no terceiro método de exposicdo fungica, visto que neste
experimento o0s estagios imaturos e as suspensdes fungicas ficaram sujeitos as variaces
ambientais (Figura 5). Segundo Devi et al. (2005), isolados de B. bassiana mantidos por 16
horas a 25°C apresentaram 6timo crescimento, entretanto, quando expostos pelo mesmo
periodo a temperatura superior a 32°C, constataram reducdo ou atraso na germinacdo de
alguns isolados. Ja Farguez et al. (1997) mencionaram que esta espécie fungica desenvolve-se
em temperaturas que variam de 8 a 35°C, com limite maximo de 37°C.

Na avaliacdo da viabilidade dos isolados utilizados no terceiro método de exposicao
fangica, durante todo periodo de estudo, os valores médios de temperatura e umidade
(méxima e minima) foram mensurados diariamente. Foram obtidos respectivamente 29,53 °C
com 89,73% U.R. e 19,66 °C com 52,33% U.R., sendo observado intenso desenvolvimento
dos isolados fangicos nos recipientes contendo a dieta de criacdo. Segundo Fernandes (2007)
estes valores ndo séo considerados como capazes de inviabilizar a agdo de B. bassiana.

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 germinacgao
dos conidios sobre a cuticula. Hunt et al. (1984) mencionaram que 0s nutrientes
disponibilizados nos meios de cultura para o desenvolvimento conidial, nem sempre sdo
encontrados na cuticula dos hospedeiros e que poucos estudos sobre sua composi¢do Sao
relatados. Segundo St. Leger et al. (1998), o pH do meio seria um dos principais fatores que
influenciariam a producdo das diferentes enzimas fungicas que podem atuar no processo de
degradacdo da cuticula do hospedeiro, sendo necessarios mais estudos que relacionem a
variacdo de pH do meio onde sdo encontrados os estagios imaturos de S. calcitrans e a
ativacdo das enzimas fungicas responsaveis pelo processo de penetracao da cuticula.

Diferentes estudos vém sendo desenvolvidos para verificar os fatores que determinam
a ineficacia entomopatogénica de certos fungos, como a inibicdo de proteases e quitinases
(VILCINSKAS & WEDDE, 1997) e a presenca de determinados acidos graxos (SMITH &
GRULA, 1982; HUNT, 1986; BARNES & MOOE, 1997; JAMES et al., 2003), mas a relacéo
destes fatores com a mosca S. calcitrans ainda ndo séo descritos. Os resultados observados
indicam que a ineficacia dos fungos utilizados no presente estudo néo estaria relacionada com
a incapacidade de germinacdo de seus conidios ou aos fatores estressores de temperatura e
umidade ambientais.

4.4 Analise do Muco e Macerado de Larvas de Stomoxys calcitrans

4.4.1 Teste de difusao em meio sélido
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4.4.1.1 Teste de difusdo em meio s6lido com cloranfenicol

Com relacéo a capacidade de inibi¢do dos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de
B. bassiana através do teste de difusdo em meio solido, foi constatado que 0 macerado e muco
de larvas ndo expostas aos isolados ndo ocasionaram a formacao de zona de inibigdo fangica.
Entretanto, no grupo do macerado de larvas previamente sensibilizadas com o isolado CG 138
de B. bassiana, verificou-se reducéo no desenvolvimento fangico, ocasionando a formacao de
uma zona de inibi¢do, como pode ser observado nas figuras 6 e 7. O mesmo nao foi observado
com os outros dois isolados fangicos, onde se verificou bom desenvolvimento flngico ao
redor dos discos embebidos com o muco ou macerado das larvas sensibilizadas (Figura 8).
Também ndo se observou halo de inibicdo fungica quando o isolado CG138 foi exposto ao
muco das larvas desafiadas (Tabela 6). Provavelmente, os fatores inibitorios devem necessitar
de prévio estimulo para causar a inibi¢cdo fangica, e consequentemente, formar o halo de
inibicdo do isolados CG 138 no meio de cultura.

O teste de inibicdo fngica em meio solido contribuiu para verificar a capacidade de
larvas de S. calcitrans em debelar o parasitismo fungico dos isolados de B. bassiana. (Tabela
4). O resultado negativo obtido com os dois outros isolados e com o muco das larvas
sensibilizadas pode estar relacionado ao método utilizado, pois sdo oferecidas condicGes
ideais para germinacdo fungica, que podem sobrepor os fatores de inibicdo das larvas aos
isolados CG 228 e ESALQ 986, ou ainda, a concentracdo minima do macerado ou muco,
necessaria para reduzir ou inibir o desenvolvimento destes isolados ndo foi alcangada.
Segundo Hunt (1986), a reduzida concentracdo de acido caprilico encontrada em D.
ponderosae ndo é suficiente para formar halo de inibicdo fungica, enquanto que em
Hyphantria cunea verificou-se moderada inibicdo. O autor destaca que os reduzidos niveis de
acido caprilico ndo foram ideais para produzir inibicéo fungica em condi¢des experimentais.

Tabela 6 - Germinacdo dos isolados CG 138, CG 228 ou ESALQ 986 de Beauveria bassiana
em placas de Petri com agar batata dextrose e extrato de levedura (1%) com discos de papel
filtro impregnados com muco ou macerado de larvas de Stomoxys calcitrans.

Cultivo fungico Amostra  Pré-exposicao - isolado fingico Repeticao

(placa de Petri) 1 2
CG 138 Muco Positiva - CG 138 - -
Negativa - CG 138 - -

Macerado Positiva - CG 138 + +
Negativa - CG 138 - -
CG 228 Muco Positiva - CG 228 - -
Negativa - CG 228 - -
Macerado Positiva - CG 228 - -
Negativa - CG 228 - -
ESALQ 986 Muco Positiva - ESALQ 986 - -
Negativa — ESALQ 986 - -
Macerado Positiva — ESALQ 986 - -

Negativa - ESALQ 986 - -
+ = Formacdo de halo de inibicdo; - = Auséncia de halo de inibicéo.
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Figura 6 — Anverso da placa de Petri onde foi observado halo de inibigdo do isolado CG 138
de Beauveria bassiana, através da utilizacdo do macerado de larvas previamente
sensibilizadas pelo fungo.

Figura 7 - Reverso da placa de Petri onde foi observado halo de inibicdo do isolado CG 138
de Beauveria bassiana, através da utilizagdo do macerado de larvas previamente
sensibilizadas pelo fungo.

Figura 8 — Anverso da placa de Petri onde ndo foi observado halo de inibigdo do isolado CG
138 de Beauveria bassiana, através da utilizacdo do muco de larvas previamente
sensibilizadas pelo fungo.
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Alves (2010) ndo verificou a formacéo de halo de inibi¢do fangica quando o fungo L. lecanii
foi desafiado com muco e macerado de larvas expostas ao fungo e as do grupo controle,
através do teste de difusdo em meio solido. Segundo o autor, o teste pode ndo ter apresentado
as condigdes minimas para a formacéo do halo, como levantado por Hunt (1986).

Poucos estudos sdo direcionados as propriedades do muco produzido por larvas.
Segundo Neto (2006), acreditava-se que o muco secretado por moluscos seria eficaz no
tratamento de verrugas e manchas de pele, assim como para dores de cabeca e acidez gastrica.
Os autores destacaram que a deteccdo de novos compostos bioativos possui grande
importancia clinico-farmacoldgica, pois € uma forma de empregar um valor medicinal a
diversidade bioldgica. A formacdo do halo de inibi¢do fungica verificada no estudo pode estar
relacionado, entre outros fatores, a producdo de determinados peptideos com propriedades
antimicrobianas, como relatado por Candido-Silva et al. (2007) que identificaram um gene
relacionado com a producdo do peptideo nas glandulas salivares do diptera (Sciaridae) B.
hygida, responsavel pela inibicdo de microrganismos na superficie larval do diptera,
entretanto para larvas de S. calcitrans ainda nao € relatado.

4.4.1.2 Teste de difusdao em meio s6lido sem cloranfenicol

O teste de inibicdo fungica sem a utilizacdo de cloranfenicol, realizado com as
amostras de muco e macerado de larvas de S. calcitrans, incluindo as do grupo controle,
permitiu o crescimento de uma coldnia de coloracdo pardacea, brilhosa, borda regular, lisa,
convexa e mucotide (Figura 9), capaz de fermentar o meio de cultura sélido composto de
batata, dextrose e extrato de levedura (Figura 10). A col6nia apresentou atividade antifingica,
com a formagdo de halo de inibicdo em todas as placas de Petri utilizadas (Figura 11),
demonstrando que a ineficacia dos isolados fungicos de B. bassiana também pode estar
relacionada a presenca de microrganismos bacterianos produtores de substancias que inibem
ou dificultam o parasitismo sobre as larvas de S. calcitrans.

4.4.1.3 Identificacdo bacteriana

Foi verificada a presenca de uma bactéria que apresentou coloracdo gram-negativa e
aspecto bacilar reto ou levemente curvo. Quando as larvas foram submetidas a MEV, também
foi visualizado flagelo polar e microfibras relacionadas & aderéncia bacteriana sobre a cuticula
das larvas.

De acordo com Videira et al. (2004) as técnicas de biologia molecular promovem a
identificacdo rapida, simples e precisa de bactérias e podem auxiliar na identificacdo bacte
riana, quando as técnicas tradicionais baseadas nas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas
ndo sdo conclusivas. Por esta razdo, foi utilizada a técnica de PCR para identificacdo do
isolado bacteriano proveniente do macerado e muco das larvas de S. calcitrans, sendo a
mesma caracterizada como Stenotrophomonas maltophilia, (Quadro 2).

Segundo Konemman et al. (2001) esta espécie estd incluida no novo género
Stenotrophomonas e apresenta ampla distribuicdo, podendo ser isolada de quase todos sitios
anatdmicos humanos. Esta espécie € descrita em uma variedade de ambientes e regides
geogréficas, podendo ter diferentes fontes (rios, pogos, lagos de reservatorios, solo, leite cru,
peixe congelado, ovos, carcacas de animais, ambiente e equipamentos hospitalares, sémem e
embrides bovinos congelados) (ALMEIDA et al., 2005). Konemman et al. (2001), Ben-
Gigirey et al. (2002) e Almeida et al. (2005) destacam a importancia desta espécie bacteriana
nas infec¢Bes oportunistas e que estd emergindo como um importante patégeno adquirido em
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Figura 9 — Aspecto macroscopico da coldnia bacteriana proveniente das amostras de muco ou
macerado de larvas de Stomoxys calcitrans.

Figura 10 — Semeadura em Agar Batata Dextrose e Extrato de Levedura da coldnia bacteriana
obtida no macerado e muco de larvas de Stomoxys calcitrans e que apresentou intensa
fermentacdo do meio, ocasionando producdo de gas.

Figura 11 — Halo de inibicéo fungica resultante do crescimento de col6nia bacteriana presente
no macerado de larvas de Stomoxys calcitrans.
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Quadro 2 — Identificacdo de Stenotrophomonas maltophilia proveniente do muco e macerado
de larvas de Stomoxys calcitrans através do método PCR*.

GAACTACGAGTTTGATCCTGGCCTTCAGAGTGAACGCTGCCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCA
GCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGT
GGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACC
TTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGTTATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACC
GGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGC
GACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATC
CATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCT
AACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCT
AAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGG
CTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTA
TCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCA
GGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACCAGGTGGC
CCGTTCTCGGGGGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTG

*Similaridade 98% com 16S ribosomal RNA gene da espécie Stenotrophomonas maltophilia
K279a complete genome, strain K279a (number GenBank AM743169.1)

ambiente hospitalar, como ja foi detectada no peixe de valor comercial Thunnus alalunga
(BEN-GIGIREY et al., 2002).

O crescimento de coldnias de caracteristicas mucoides tambem foi observado na dieta
de criacdo autoclavada, onde foram adicionados os estdgios imaturos. Na literatura, ja é
descrita a capacidade de determinados microrganismos em produzir substancias que inibem o
desenvolvimento de outros agentes competidores (DILLON & DILLON, 2004). Castro et al.
(2008) realizaram o isolamento e identificacdo de outras bactérias em diferentes partes do
corpo de adultos de S. calcitrans, porém a producdo de substancias inibidoras ndo foi
avaliada. Outros autores (SCHMIDTMANN & MARTIN, 1992) j4 observaram que a
presenca de determinados microrganismos podem inibir ou contribuir para o desenvolvimento
de estagios imaturos de diferentes moscas, seja pela ingestdo da prépria bactéria ou pela
fermentacao do meio.

Lemos e Terra (1991) relataram que a lisozima presente no intestino de algumas larvas
de moscas é capaz de digerir bactérias com eficiéncia e que isto seria caracteristico de
Cyclorrhapha. A capacidade de sintese de metabdlitos por S. maltophilia, como a pirrolnitrila
e a maltofilina, permitem a sobrevivéncia em nichos polimicrobianos e sdo utilizadas contra
fungos patogénicos, como Candida spp. e Aspergillus fumigatus (KERR Jr, 1996; ALMEIDA
et al., 2005). Kerr Jr (1996) verificou que as dez cepas utilizadas em seu estudo apresentaram
significante inibicdo flngica.

A constatacdo da presenca de microrganismos que possuem atividade antimicrobiana
frente aos diferentes isolados de B. bassiana, bem como ter o conhecimento sobre a
microbiota presente nos estagios imaturos da mosca dos estadbulos é de grande importancia
para o controle microbiano desta mosca, pois as substancias produzidas podem inibir ou
inviabiliza-los, e consequentemente limitar o uso de determinados agentes.
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4.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

O perfil cromatogréafico demonstrou resultados relevantes com relacéo a exposicao das
larvas aos trés isolados fungicos. Comparando-se o perfil cromatografico do macerado das
larvas ndo tratadas com o perfil das tratadas com os fungos, foi observado o desaparecimento
de determinados picos cromatograficos, quando as larvas foram sensibilizadas pelos fungos.
Picos com tempos de retencdo (RT) de 4,284 min e 5,785 min produzidos pelo grupo controle
(Figura 12A) ndo foram observados quando as larvas foram expostas aos trés isolados. Pico
com RT similar a 6,957 min nédo foi detectado no perfil cromatogréafico das larvas expostas
aos isolados CG 138 (Figura 12B) ou ESALQ 986 (Figura 12D), enquanto que 0s picos com
RT de 2,069 min e 8,582 min ndo foram observados no macerado das larvas expostas aos
isolados CG 228 (Figura 12C) ou ESALQ 986 (Figura 12D). As substancias detectadas no
perfil cromatografico do macerado e muco das larvas dos grupos controle e ndo detectadas
nos perfis das larvas expostas aos isolados fungicos, podem estar relacionados a quebra de
peptideos das larvas por acdo de determinadas enzimas fungicas (Machado et al. 2004)
durante o processo parasitario fungico.

Em contrapartida, verificou-se a formagdo de cinco novos picos no perfil
cromatografico do macerado das larvas previamente expostas ao isolado CG 138 (Figura
12B). Estes picos ndo foram similares aos picos cromatogréaficos observados no perfil
cromatografico do fungo CG 138 (Figura 14A). Apenas um novo pico (RT=4,695 min) foi
observado no perfil cromatografico do macerado das larvas expostas ao isolado CG 228
(Figura 12C) e ndo foi observada similaridade com os picos obtidos com o isolado CG 228.
(Figura 14B). Picos com tempos de retengédo 2,755 min, 4,097 min, 6,200 min, 8,322 min e
10,432 min foram detectados no perfil cromatografico do macerado das larvas expostas ao
isolado ESALQ 986 (Figura 12D), diferentemente do grupo controle, sendo que, apenas o
primeiro RT foi associado ao isolado fungico (Figura 14C).

Avaliando-se os perfis cromatograficos, trés picos observados no grupo controle
(Figura 13A) ndo foram verificados na amostra de muco, quando as larvas foram expostas ao
isolado CG 138 (RT= 2,140 min, 6,630 min e 7,239 min). Entretanto, ndo houve a formacéo
de novos picos (Figura 13B) e nenhum dos picos foram equivalentes aos picos observados no
perfil cromatografico da amostra flngica, como observado na Figura 14A. Resultados
similares foram observados com o isolado CG 228 (Fig. 13C), sendo apenas verificados 0s
picos com RT de 4,230 min e 6,630 min. Com relacdo a mobilizacdo de moléculas, a
exposicdo das larvas ao isolado ESALQ 986 (Fig. 13D) ndo permitiu a observacéo de picos
com RT de 2,140 min e 12,427 min. Entretanto, dos quatro outros picos formados (RT= 8,784
min, 9,932 min, 10,967 min e 12,270 min), os trés Gltimos foram relacionados aos picos
obtidos no perfil cromatogréfico do préprio fungo (Figura 14C). Os perfis cromatograficos do
tampado fosfato de sddio e diluente foram avaliados para que os picos formados nédo afetassem
a andlise (Figura 14D e 14E). As moléculas detectadas podem estar sendo utilizadas para uma
ativagdo enzimatica de defesa ou outro mecanismo antimicrobiano. Como 0s insetos nédo
desenvolvem memoria imunoldgica frente a uma infecgdo, seja por bactérias, fungos ou
protozoarios (Silva, 2002) os picos observados no grupo controle e ndo verificados nas larvas
expostas aos fungos, sugerem que estas moléculas sdo fatores intrinsecos inespecificos
presentes nas larvas, que podem ser mobilizados frente a uma infecgdo, fatores estes que
podem ter sido adquiridos no decorrer de sua evolugdo como sugerido por Watson et al.
(1995).
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Figura 12 — Perfil cromatogréafico em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de macerado
de larvas de Stomoxys calcitrans do grupo controle (A) e das larvas sensibilizadas com os
isolados CG 138 (B), CG 228 (C) ou ESALQ 986(D) de Beauveria bassiana.
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Figura 13 — Perfil cromatografico em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de muco de
larvas de Stomoxys calcitrans do grupo controle (A) e das larvas sensibilizadas com os
isolados CG 138 (B), CG 228 (C) ou ESALQ 986 (D) de Beauveria bassiana.
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Figura 14 — Perfil cromatografico em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos isolados
CG 138 (A), CG 228 (B), ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana, Tampao Fosfato de Sodio
(D) e Diluente (agua destilada estéril e espalhante adesivo Tween 80) (E).
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As substancias detectadas no perfil cromatografico do macerado e muco das larvas do
grupo controle e ndo observadas nos das larvas expostas aos trés isolados fangicos, podem
estar relacionadas com peptideos presentes em mecanismos basicos de defesa de S. calcitrans,
como a estomoxina presente no intestino de adultos (BOULANGER et al. 2002) ou o
peptideo antimicrobiano MDpep9 purificado de larvas de M. domestica (Ya-Li et al., 2009)
visto que o método utilizado neste trabalho detecta principalmente peptideos. De maneira
geral, a observacdo de novos picos cromatograficos no macerado e muco, ndo associados aos
isolados flngicos, sugerem que estes picos podem conter moléculas que devem estar sendo
mobilizadas ou modificadas pelas larvas para que apresentem atividade antifingica, para
assim debelar a infec¢do quando esta ocorrer.

Segundo Dangl e Jones (2001), os peptideos sdo considerados elementos primitivos da
resposta imune dos seres vivos, onde as vias de indugdo s&o relativamente conservadas em
insetos. Vale ressaltar, que este € um estudo preliminar que avalia a existéncia de fatores
relacionados a atividade antimicrobiana observada nos ensaios de exposi¢do fungica com
estagios imaturos de S. calcitrans e na formacdo de halo de inibicdo. A dificuldade em
relacionar as substancias envolvidas nesta resposta estd no fato de que ndo sdo encontrados
estudos relacionados a producdo, composicéo e a atividade protetora do muco de suas larvas e
0S poucos estudos existentes séo direcionados as formas adultas da mosca (BOULANGER et
al. 2002).

N&o h& descricdo sobre os mecanismos antimicrobianos existentes em larvas de S.
calcitrans, apenas sdo encontrados na literatura genes ou peptideos que apresentam atividade
antimicrobiana no intestino anterior de moscas adultas, apds ingestdo de sangue. De acordo
com Tsuji et al. (1998) a expressdo de genes Smdl e Smd2, aumentam apds ingestdo de
sangue e decrescem apds 24h. Os autores destacam que estes ndo sdo as Unicas defensinas
produzidas para proteger 0 sangue ingerido contra ataque bacteriano e que ainda ndo sao
relatadas as propriedades das moléculas descritas acima ou de outras que possuam
propriedades antiflngicas no intestino de adultos de S. calcitrans e dos estagios imaturos. A
associacdo de peptideos antibacterianos e defensina similar a serino ainda ndo estd muito
clara, e pode ser que os peptideos precisem de uma ativacdo proteolitica. Ciencialova et al.
(2008) relataram a presenca de um di-peptideo, duas variantes de peptideo e uma proteina
com propriedades antibacterianas em hemolinfa de larvas de terceiro estddio da mosca S.
bullata.

De acordo com Munks et al. (2001), o papel mais provavel para a familia de genes
Smd de defensinas € evitar o acimulo de microrganismos na porcao do intestino que funciona
como reservatério do sangue ingerido e podem ser encontrados em diferentes tecidos da
mosca S. calcitrans. A estimulacdo destes genes estaria relacionada a ingestdo de sangue e
resultaria em baixo nivel de infecges no intestino da mosca. Hamilton et al. (2002)
destacaram que o0s peptideos antibacterianos e proteases estdo localizados nos tecidos dos
insetos. Segundo estes autores, a associacdo de peptideos as proteases pode representar
atividade antibacteriana, porém, estudos mais aprofundados sobre a interacdo das moléculas
imunes e proteases em insetos Sd0 necessarios, pois contribuiriam para o estudo da
manipulacdo genética no controle de vetores. Tzou et al. (2000) relataram que 0s insetos
podem apresentar respostas imunes epiteliais. Os resultados obtidos em seu estudo sugerem
qgue um subconjunto de genes produzidos por D. melanogaster expressam pelo menos dois
peptideos com propriedades antimicrobianas. Estes autores verificaram que os sete peptideos
antimicrobianos secretados no intestino desta mosca estdo na gordura corporal sistémica e
participam da resposta imune.

Extrapolando o descrito por Boulanger et al. (2002) e Hamilton et al. (2002), os
resultados do presente estudo sugerem que peptideos antimicrobianos também podem ser
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produzidos pelos estdgios imaturos de S. calcitrans, ja que foram obtidos picos
cromatogréaficos que indicam uma reagdo das larvas frente ao parasitismo. De acordo com
Han et al. (1998) peptideos antimicrobianos foram identificados apds exposicéo de larvas de
Drosophila sp. aos fungos entomopatogéncicos e Candido-Silva et al. (2007) identificaram o
gene responsavel pela producdo de peptideo antimicrobiano em glandula salivar de larvas do
diptera B. hygida. Junto a isto, a observagdo das larvas ingerindo conidios sem que afetassem
seu desenvolvimento ou ocasionasse percentuais de mortalidade satisfatorios, ou ainda,
verificar que a dieta de criacdo com proliferacdo flngica ou bacteriana ndo impede a
emergéncia dos adultos, reforcam a idéia de que os estagios imaturos da mosca dos estabulos
podem estar bem adaptados a determinados microrganismos e que mecanismos
antimicrobianos sdo produzidos.

Daffre et al. (2001) relatam que estudos destinados a busca de substéncias naturais ou
sintéticas com atividade antimicrobiana e 0os mecanismos alternativos ndo utilizados pelos
antibidticos convencionais devem ser investigados. Também tem sido levantada a importancia
da pesquisa, purificacdo, caracterizacdo quimica, bioldgica e estrutural de novas substancias
antimicrobianas, como peptideos provenientes da fauna e da flora, pois a propria evolugéo
selecionou um grande espectro de substancias eficientes que podem ser utilizadas contra
infeccbes (DAFFRE et al. 2001; MACHADO et al. 2004), doencas parasitérias, regeneracdo
de tecidos e na reducao de tumores (MACHADO et al. 2004). Por esta razdo, é necessario que
estudos mais detalhados sobre os mecanismos de defesa desenvolvidos pelos estagios
imaturos de S. calcitrans sejam investigados, para que o melhor entendimento sobre sua
evolucdo possa ser utilizado no estudo de controle microbiano e no desenvolvimento de
compostos sintéticos.

4.4.3 Eletroforese
4.4.3.1 Eletroforese protéica

Apos avaliacdo do perfil protéico do macerado e muco das larvas de S. calcitrans
expostas aos isolados fungicos e as do grupo controle, constatou-se que a exposicao das larvas
aos diferentes isolados fungicos ndo alterou a formacdo das bandas, indicando que as
proteinas das larvas ndo sdo afetadas pela acdo fangica ou que proteinas ndo estdo sendo
destinadas a atividade antimicrobiana (Figura 15 e 16). Diferentes resultados foram obtidos
por Johns et al. (2001) com a hemolinfa de D. variabilis inoculados com B. burgdorferi. Estes
autores observaram que a hemolinfa ocasionou forte efeito inibitério sobre esta bactéria e foi
verificada em SDS-PAGE, a presenca de duas novas bandas protéicas no plasma da hemolinfa
de carrapatos infectados com B. burgdorferi. Ciencialova et al. (2008) relataram o isolamento
e identificacdo de uma proteina de massa molecular relativamente baixa que apresentou
atividade antimicrobiana na hemolinfa de larvas de terceiro estagios de S. bullata, diferindo
do observado no presente estudo.

A eletroforese protéica realizada no presente estudo, proporcionou uma avaliacdo
preliminar do perfil protéico e teve como objetivo apenas verificar a formacdo de bandas
diferenciadas entre as amostras de larvas expostas e ndo expostas. Seria necessario um estudo
mais aprofundado sobre a caracterizagdo destas proteinas, com a finalidade de descartar
qualquer possivel presenca de proteinas nas larvas, que possa contribuir para sua defesa
imunoldgica, pois em outros estudos (Johns et al., 1998) proteinas antimicrobianas foram
detectadas em D. variabilis e apresentaram atividade contra diferentes isolados bacterianos.
De acordo com Johns et al. (1998) é necessario mais estudos relacionados ao isolamento, pu-
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Figura 15 - Perfil protéico de macerado de larvas pertencentes ao grupo controle (A) e de
larvas previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de
Beauveria bassiana e marcador de peso molecular (E) em gel de poliacrilamina 12%.
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Figura 16 - Perfil protéico do muco de larvas pertencentes ao grupo controle (A) e de larvas
previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de Beauveria

bassiana e marcador de peso molecular (E) em gel de poliacrilamina 12%.
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rificacdo e identificacdo das fracbes protéicas que apresentaram acdo bactericida ou
bacteriostatica.

4.4.3.2 Avaliacdo da atividade proteolitica por eletroforese (zimografia)

A avaliagdo preliminar do perfil proteolitico das larvas expostas aos isolados de B.
bassiana em diferentes condicGes de pH, revelou que as proteases produzidas pelas larvas de
S. calcitrans, tanto no macerado (Figuras 17, 18, 19 e 20) como no muco (Figura 21, 22, 23 e
24), apresentaram maior atividade em pH 8,5 (Tris/HCI) (Figura 19 e Figura 23). Enzimas
evidenciadas no zimograma com atividade nesta variacdo de pH (Figura 19 e 23) séo
sugestivas de proteases pertencentes ao grupo das serino proteases (CUERVO et al., 2008) e
algumas sdo descritas na literatura, apresentando propriedades antimicrobianas. Cuervo et al.
(2008) verificaram proteases com atividade 6tima entre pH 7,5 e 9,5 em larvas de primeiro
instar de O. thornax (Diptera: Sarcophagidae) atraves da analise zimografica, e destas, sete
foram classificadas como pertencentes ao grupo das serino proteases.

Outro fator que pode ser abordado, é que o odor amoniacal decorrente da degradacao
da dieta de criacdo, onde as larvas de S. calcitrans estdo presentes, pode tornar as proteases
das larvas mais ativas e ndo ha descricdo na literatura se estas enzimas estariam envolvidas no
seu mecanismo de defesa. Além da maior atividade proteolitica observada em pH 8,5,
verificou-se que os perfis proteoliticos do macerado das larvas expostas aos isolados CG 228
e ESALQ 986, diferiram acentuadamente dos perfis verificados no macerado das larvas do
grupo controle, enquanto que, no macerado das larvas expostas ao isolado CG 138, verificou-
se perfil proteolitico proximo ao verificado no grupo controle (Figura 19).

Na avaliacdo do perfil proteolitico do muco das larvas, verificou-se que uma banda
proveniente das larvas expostas ao isolado CG 138 e duas das larvas expostas ao isolado
ESALQ 986 diferiram do controle. Além disso, uma quarta banda, proveniente das larvas
expostas ao isolado ESALQ 986, apresentou posicao similar ao controle, porém foi mais larga
e ativa (Figura 23).

Os resultados obtidos no zimograma demonstraram que as larvas respondem a
infeccdo fungica de maneira diferenciada, variando de acordo com o isolado utilizado. Um
estudo mais detalhado deve ser realizado para verificar a real contribuicdo das enzimas
produzidas pelas larvas frente ao desafio fangico, pois como o perfil do macerado das larvas
expostas ao isolado CG 138 foi similar a do grupo controle, talvez as enzimas detectadas nao
contribuam diretamente para a formacdo do halo de inibicdo fangica (Figura 6 e 7) e outros
fatores de defesa estejam atuando para debelar o parasitismo fungico, como a producdo de
algum peptideo antimicrobiano (Figura 12 e 13).

Como se trata de uma avaliagdo inicial da atividade proteolitica, ainda sdo necessarios
estudos que verifiguem se em ambiente com elevado odor amoniacal ou de elevado pH,
verificado na dieta onde estdo as larvas de S. calcitrans, inviabilizaria ou reduziria a acdo das
enzimas fangicas destinadas a infeccdo e colonizacdo. E ainda, sdo necessarias a separacao e
identificacdo das enzimas produzidas pelas larvas para que haja uma melhor compreensédo
sobre a ineficacia dos isolados de B. bassiana utilizados no controle dos estagios imaturos da
mosca dos estabulos, assim como a localizagdo dos sitios de producéo e ativacdo destas
enzimas, pois dos poucos estudos encontrados, a maioria é destinada a identificacdo de
enzimas presentes no intestino de S. calcitrans que ndo s&o destinadas a atividade
antimicrobiana (BLAKEMORE et al. 1995; MOFFATT et al., 1995; JORDAO et al. 1996).

52



Figura 17 - Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e de larvas
previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de Beauveria
bassiana em tampé&o acido (pH = 4,5).

Figura 18 - Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e previamente
expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de Beauveria bassiana em
tampao neutro (pH = 6,5).
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Figura 19 - Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e de larvas
previamente expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de Beauveria
bassiana em tampdo basico (pH = 8,5), onde foi observada maior atividade proteolitica.

Figura 20 - Perfil proteolitico de macerado de larvas do grupo controle (A) e previamente
expostas aos isolados CG 138 (B), CG 228 (C) e ESALQ 986 (D) de Beauveria bassiana em
tampdo basico forte (pH = 10,0).

54



Figura 21 - Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG 138
(A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampéo acido
(pH =4,5).

Figura 22 - Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG 138
(A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampéo neutro
(pH = 6,5).
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Figura 23 - Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG 138
(A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampéao basico
(pH = 8,5), onde se observou maior atividade proteolitica.

Figura 24 - Perfil proteolitico de muco de larvas previamente expostas aos isolados CG 138
(A), CG 228 (B) e ESALQ 986 (C) de Beauveria bassiana e controle (D) em tampéao basico
forte (pH = 10,0).

56



4.5 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Na microscopia eletrénica de varredura foi revelado que € necessario um periodo de
15 horas ap6s a exposi¢do fungica para a observacdo de conidios do isolado CG 138 de B.
bassiana germinados sobre a superficie das larvas de S. calcitrans (Figura 25). Este resultado
diferiu de Garcia et al. (2004), onde estes autores relataram que uma hora apos a infecgdo, as
eletromicrografias revelaram grande quantidade de conidios de M. anisopliae aderidos de
forma difusa no tegumento das fémeas de Rhipicephalus sanguineus. Isso pode estar
relacionado ao modo com que 0s carrapatos sdo mantidos ap0os a exposicdo fangica, isto €,
fixados com fita adesiva em placa de Petri (ANGELO et al., 2010) ou em tubos transparentes
(GARCIA et al., 2004), pois as larvas de S. calcitrans precisam ficar livres nas placas de Petri
para sobreviver. Além disso, as larvas produzem muco, que pode contribuir para uma nédo
aderéncia dos conidios em sua superficie, diferindo dos carrapatos que ndo produzem
secrecdes sobre a cuticula que possam contribuir para a retirada dos conidios.

Garcia et al. (2004) observaram que a maior parte dos conidios germinaram 18 horas
apos exposicao fungica do carrapato R. sanguineus e que passados 48 horas do experimento,
se observou a penetracdo no tegumento, delimitando o intervalo entre 48 e 72 horas para a
colonizagdo difusa do corpo do carrapato. A presenca de conidios de B. bassiana sobre a
superficie larval de S. calcitrans também foi confirmada nos tempos 24 (Figura 26) 48
(Figura 27) 72 (Figura 28) e 96 (Figura 29) horas ap0s ensaio fungico, mas sem proliferacéo
difusa fangica como verificado por Garcia et al. (2004). Apesar de ter sido observado
desenvolvimento fangico e formagdo de estruturas similares ao tubo germinativo, dilatacéo
das hifas e apressorio, estas estruturas parecem estar mais alongadas do que as observadas em
outros estudos de microscopia de varredura com B. bassiana (MOINO Jr et al., 2002;
CAMPOS et al. 2005). Talvez este comportamento fingico possa estar relacionado a algum
mecanismo de defesa da larva, ou com o microambiente resultante da associacdo de sua
cuticula com o muco que pode dificultar a penetracdo do fungo na cuticula.

Foram observados que certos conidios apresentaram mais de uma estrutura similar a
tubo germinativo, como pode ser observado na figura 27. Segundo Hunt et al., (1984), o
excesso de nutrientes presentes na dieta de criacdo, necessario para manter a viabilidade das
larvas no experimento, podem contribuir para o desenvolvimento errante das hifas,
dificultando ou retardando o parasitismo do isolado CG 138 de B. bassiana.

Bittencourt et al. (1999) relataram pela primeira vez a presenca de conidios de M.
anisopliae germinados sobre a cuticula de R. (B.) microplus trés dias ap0s a realizacdo da
exposicdo fungica e que a principal via de penetracdo foi pela cuticula, como verificado no
presente estudo, pois ndo se observou conidios germinados nos orificios das larvas de S.
calcitrans. Este resultado diferiu do descrito por Pekrul e Grula (1979) que mostraram que 0s
conidios de B. bassiana podem germinar dentro de aberturas dos espiraculos de larvas da
espiga de milho H. zea. A maior eficiéncia na penetracdo da cuticula relatada por outros
autores, quando comparada ao presente estudo, também pode estar relacionada ao fato de que
as fases de penetracdo, colonizacdo e conidiogénese de M. anisopliae ocorrem mais rapido
gue B. bassiana (MOINO Jr. et al., 2002), e por esta razdo, resultados mais satisfatorios sao
descritos com o primeiro fungo em ensaios de controle microbiano de estagios imaturos de S.
calcitrans, como os relatados por Moraes et al. (2008).

Garcia et al. (2004) relataram ainda que no quarto e quinto dias pOs-exposicdo as
fémeas infectadas estavam mortas e sem realizacdo da postura. Em outro estudo realizado por
Garcia et al. (2005) é relatada a penetracdo e formacdo de lesdo em ovos de R. sanguineus
infectados por M. anisopliae. No estudo realizado em 2008 por Garcia e colaboradores, com
larvas e ninfas da mesma espécie de carrapato, também se visualizou a penetragéo fingica a-
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X20,000 1pm

Figura 25 - Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans expostas ao
isolado CG 138 de Beauveria bassiana 15 horas ap0s exposicdo flngica, onde se pode
visualizar a formacao do tubo germinativo (seta).

X33,000 0.5um

Figura 26 - Microscopia eletrénica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans expostas ao
isolado CG 138 de Beauveria bassiana 24 horas ap6s exposicdo fungica, onde se pode
visualizar a formacg&o do tubo germinativo e penetracdo na cuticula (seta).
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pos 18 horas de realizado o experimento, porém ndo foram observadas lesdes significativas.

No presente estudo, foi detectada uma alteracdo similar ao que ocorre quando ha acéo
enzimatica sobre a cuticula do inseto (Figura 28 B) e também se observou a formacao de hifas
e penetracao fungica, entretanto, isso ndo ocorreu de forma predominante. Verificou-se que as
larvas encontravam-se viaveis e com bom aspecto, ou seja, apresentavam-se ativas, com
coloracdo normal, brilhosas, viscosas e com conteddo intestinal (conidios e dieta de criacdo)
no momento em que foram fixadas nas soluc@es Super Skipper e Carl’s (GRODOWITZ et al.,
1982). Logo, apesar de ter sido observado desenvolvimento hifal e algumas alteracdes
sugestivas de penetracdo fungica, estes ndo foram significativos para que o isolado fangico
fosse capaz de inviabilizar as larvas, pois reduzido nimero de conidios foram observados
sobre sua cuticula, independente do periodo de exposicao.

Também ndo foi detectado intenso crescimento fangico 96 horas ap0s exposi¢do
fangica, mesmo sendo verificada viabilidade conidial proxima aos 100,0% da suspenséao
fangica utilizada, indicando que possa existir algum fator que iniba ou retarde o
desenvolvimento fungico nas larvas, como inibidores presentes no muco (CANDIDO-SILVA
et al., 2007) ou no intestino (BOULANGER et al., 2002).

Campos et al. (2005) também observaram a formacao de apressério e verificaram a
producdo de protease similar a subtilisina e quitinases durante a penetra¢do na cuticula do
carrapato R. (B.) microplus e sugerem que a aderéncia do conidio na cuticula do carrapato €
mediada por interagBes hidrofébicas e a producdo de um muco adesivo. Talvez o muco
produzido pelas larvas de S. calcitrans possua a capacidade de quebrar estas interacbes nao
permitindo uma aderéncia eficaz dos conidios, mas é um fator que ainda necessita ser
estudado.

Por outro lado, o ambiente amoniacal encontrado na dieta de criagdo contendo 0s
estagios imaturos, ou seja, de elevado pH, pode ainda diminuir a atividade das enzimas
produzidas pelos fungos no processo de infeccdo e colonizacdo fungica, ocasionando
percentuais de mortalidade e de emergéncia insatisfatérios, como abordado por Sassé et al.
(2008), que verificaram que ha reducdo da atividade enzimatica das quitinases fangicas
conforme ocorre a elevacdo do pH. A elevada concentracdo ibnica dos tampdes,
potencialmente com maior nimero de cargas negativas/mol, pode saturar os sitios de ligacao,
promovendo desta forma, a reducdo na interacdo enzima-substrato através de mecanismos
competitivos. A predominancia de cargas negativas na estrutura molecular das quitinases sdo
decisivas na interacdo com regides positivas presentes no substrato quitina coloidal.

A acdo mecanica de cupins Cornitermes cumulans através do comportamento de
limpeza nas primeiras horas apds exposicdo aos fungos M. anisopliae e B. bassiana foi
avaliada por Neves e Alves (2000). Com a utilizacdo de sub-doses de um inseticida, 0s
autores inibiram este mecanismo mecénico de limpeza, permitindo que o0s conidios
germinassem e penetrassem na cuticula do inseto, provocando a infeccdo. Mantendo-se as
devidas proporgdes, a agdo mecénica realizada pela movimentagéo das larvas na placa de
Petri contendo dieta de criacdo, associada a intensa ingestdo dos conidios e producéo de muco
(Figura 2), devam ser considerados como contribuintes na retirada dos conidios da superficie
das larvas, pois estes eventos podem reduzir o numero de conidios sobre a cuticula.

O método de sonicacdo ndo foi utilizado nas larvas expostas aos fungos para que nao
houvesse o risco de se retirar os conidios ou hifas da cuticula das larvas, como realizado por
Bittencourt et al. (1999) com fémeas de carrapatos. A observacdo de larvas em microscopio
Optico com azul de algoddo antes e apés fixacdo confirmou que as solugbes também néo
foram capazes de retirar os conidios. Apesar das larvas terem sido imersas na suspensao
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Figura 27 - Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans expostas ao
isolado CG 138 de Beauveria bassiana 48 horas ap0s exposicdo flngica, onde se pode
visualizar o desenvolvimento de hifas, penetracdo na cuticula e presenca de bactérias de
aspecto bacilar (seta).

X6,000  2um

Figura 28 - Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans expostas ao
isolado CG 138 de Beauveria bassiana 72 horas ap6s exposicdo fungica, onde se pode
visualizar o desenvolvimento de hifas sobre a cuticula (A) e acdo enzimatica fungica na

cuticula (B) (seta).
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fangica na concentracdo de 2 x 10% com. mL™ e serem mantidas nas placas de Petri, até o
momento da fixacdo, foram observados poucos conidios sobre a superficie e reduzido
desenvolvimento de suas hifas. Era de se esperar a presenca de muitos conidios sobre a
superficie larval, pois a suspensdo flngica também foi adicionada nas placas de Petri.

Nenhuma alteracdo que sugerisse crescimento fungico no interior das larvas foi
observada, mesmo tendo sido verificado a intensa ingestdo dos conidios pelas larvas apos
exposicédo fungica (Figura 2), o que poderia estar relacionado aos poucos conidios verificados
sobre a superficie das larvas.

Bactérias foram observadas nas larvas expostas aos fungos (Figura 27) como nas
pertencentes aos grupos controle (Figura 30A e B), entretanto em menor quantidade quando
utilizada a sonicacdo (Figura 30A). A observacdo de toda a superficie das larvas revelou
intenso crescimento bacteriano, principalmente nas reentrancias da cuticula e sobre os
conidios e hifas (Figura 31). Nas primeiras horas ap0s exposicdo fangica verificou-se o
predominio de bactérias com aspecto cocoide (Figura 30), enquanto que ap6s 48 horas de
realizado o ensaio fangico, se observou o predominio de bactérias com formato bacilar
(Figura 31). Esta parte do estudo pode evidenciar que as bactérias sobre a superficie das
larvas devem ser consideradas como um fator que dificulta o parasitismo dos isolados de B.
bassiana, pois o teste de difusdo em meio solido sem cloranfenicol demonstrou que a bactéria
de aspecto bacilar apresentou propriedades antifungicas e um estudo mais detalhado sobre
esta interacdo deve ser realizado.

De acordo com os resultados obtidos no estudo, onde foram verificados percentuais de
mortalidade e emergéncia insatisfatdrios, associados ao perfil cromatogréfico e proteolitico e,
principalmente, a constatacdo que o macerado de larvas previamente sensibilizadas ao fungo
foi capaz de formar uma zona de inibicdo fungica, pode-se sugerir que as larvas da mosca dos
estabulos apresentam fatores antimicrobianos ja questionados por Watson et al. (1995) e que
precisam ser investigados mais profundamente.
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X2,300 “10pm

Figura 29 - Microscopia eletronica de varredura de larvas de Stomoxys calcitrans expostas ao
isolado CG 138 de Beauveria bassiana 96 horas apo0s exposicdo fungica, onde se pode
visualizar a formacao de apressorio (seta).
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8 - ig
X6000 2pm X1,800  10pm

Figura 30 - Larvas de Stomoxys calcitrans pertencentes ao grupo controle sonicadas (A) e ndo
sonicadas (B), apresentando diferente concentracdo de bactérias de aspecto cocoide.

X16,000 1pm X15,000 1pm

Figura 31 — Bactérias de formato bacilar e presenca de flagelo (seta) e microfibrilas (seta) na
superficie da cuticula de larvas de Stomoxys calcitrans.
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5 CONCLUSOES

Os isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana sdo capazes de se
desenvolver no meio onde os estagios imaturos de S. calcitrans se desenvolvem, mas nédo
foram eficazes como controladores microbianos nas concentragdes conidiais utilizadas;

A maior exposic¢do dos estagios imaturos de S. calcitrans aos isolados fangicos pelo
segundo método, onde foram imersos nas suspensdes fangicas e permaneceram em contato
com o0s conidios até a leitura das placas, ndo influenciou os percentuais de mortalidade e
emergéncia;

A permanéncia dos estagios imaturos em contato com os isolados de B. bassiana até a
emergéncia dos adultos, pelo terceiro método de exposi¢do fungica, onde as suspensdes
fangicas foram aspergidas sobre a dieta de criacdo, ndo contribuiu para 0 aumento da
mortalidade;

O macerado de larvas de S. calcitrans previamente sensibilizadas ao isolado CG 138
de B. bassiana apresentou atividade antimicrobiana, pois inibiu o desenvolvimento deste
isolado, através do teste de difusdo em meio solido com antibidtico;

O teste de difusdo em meio sélido sem antibi6tico permitiu o crescimento de uma
bactéria que apresentou atividade antimicrobiana e com potencial simbiotico identificada
como Stenotrophomonas maltophilia;

O perfil cromatografico (CLAE) do macerado e muco das larvas de S. calcitrans
expostas aos isolados CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana apresentou resultados
sugestivos de atividade antimicrobiana;

O zimograma do macerado e muco das larvas de S. calcitrans expostas aos isolados
CG 138, CG 228 e ESALQ 986 de B. bassiana apresentou resultados sugestivos atividade
antimicrobiana;

A microscopia eletronica de varredura demonstrou que o isolado CG 138 de B.
bassiana apresentou crescimento lento e presenca de poucos conidios, indicando atividade
antimicrobiana, que afeta o processo de fixacdo e desenvolvimento fungico sobre a cuticula
das larvas de S. calcitrans.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos até o momento com os testes de inibicdo fungica, CLAE,
eletroforese protéica, proteolitica e MEV ainda ndo sdo conclusivos para afirmar quais 0s
fatores estédo envolvidos na resposta imune de larvas de S. calcitrans contra os isolados de B.
bassiana testados. Eles foram empregados para demonstrar a presenca de atividade
antimicrobiana e que os resultados insatisfatorios de mortalidade e emergéncia, obtidos nos
diferentes ensaios de exposicdo fungica, estdo relacionados a capacidade dos estagios
imaturos da mosca dos estabulos em debelar uma infeccéo fungica por B. bassiana.

Ha a necessidade de se testar quais microrganismos podem ser efetivos no controle
bioldgico 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, assim como
novos estudos devem ser desenvolvidos para constatar quais fatores e substancias
relacionadas a resposta imune das larvas, contribuem para que os estdgios imaturos de S.
calcitrans possam se desenvolver em ambientes com grande diversidade microbiana.
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