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RESUMO

ALVES, Paula Sant'anaAvaliacdo experimental de Lecanicillium lecanii no
controle biologico de Stomoxys calcitrans. 2010. 43 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Medicina Vetéria, Departamento de
Parasitologia Veterinaria, Universidade FederalaRdo Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2010.

Stomoxys calcitran® um diptero hematéfago cujo parasitismo ocasipe@as
econdmicas relacionadas a reducao da producémdeitganho de peso, além de estar
associado a disseminacdo e transmissdo de ageitegmcos. Devido ao elevado
grau de resisténcia da mosca dos estataulova diversidade de inseticidas quimicos,
torna-se necessario a busca por alternativas paea @ontrole, e uma delas seria a
utilizacdo de fungos entomopatogénicos. Todaviaca® pesquisas relacionadas ao
controle microbiano desta mosca foram realizadasobfetivo deste estudo foi
verificar a capacidade do fundg@canicillium lecaniiem inviabilizar ovos, larvas e
pupas deS. calcitransem condi¢des laboratoriais e verificar a formagéachalo de
inibicdo em meio de cultivo solido, em decorréragasubstancias presentes no muco
e no macerado total de larvas ndo expostas e premta sensibilizadas ao fungo. A
colonia deS. calcitransfoi mantida no Laboratério de Dipteros HematofagdsRRJ.

Os ensaios foram realizados no Laboratdrio de Glentvlicrobiano de Artrépodes,
UFRRJ. Nos ensaios foram utilizadas suspensdessas|uio isolado CG 420 de
lecanii nas concentraces de 2%1ax10, 2x1¢, 2x1F con.mL?, além do controle
positivo. Nos ensaios com ovos, estes foram imensss suspensfes fungicas, e
transferidos para placas de Petri com papel fiftreio de desenvolvimento larval e 3
mL de sua respectiva suspensdo. A mortalidade Valiamla cinco dias apés a
exposicdo. N&o foi observada diferenca signifieatha eclosdo dos ovos tratados
frente ao controle. As larvas foram submetidas asmo tratamento dos ovos, e a
mortalidade foi avaliada dez e quinze dias apdx@oscdo. Nao foi observada
diferenca significativa na mortalidade de larvagastas ao fungo quando comparados
com o grupo controle, entretanto, o fungolecanii reduziu significativamente a
emergéncia de adultos provenientes das larvas &sp@s concentracdo maxima
testada (2x10con.mLY) sendo observado um percentual de emergéncis d&% e
41,82 %, em comparacao c@®,646 €90,9% do grupo controle. As pupas também
foram imersas nas suspensdes fungicas, e trarefqrata placas de Petri com papel
filtro e sua respectiva suspensdo. A mortalidade afaliada dez dias apds a
exposicdo. Nao foi observada diferenca signifieativa mortalidade das pupas
expostas as diferentes concentracdes fungicasoPasepapel filtro foram embebidos
em amostras de muco e macerado total provenientardss deS. calcitransnéo
expostas e previamente sensibilizadas ao fungdecanii e colocados em placas de
Petri semeadas com o mesmo fungo (¥xb8.mL?). Nao foi verificada a formacéo
de halo de inibicdo ao redor dos discos. O fuinglecaniifoi incapaz de inviabilizar
ovos, larvas ou pupas & calcitransnas concentragdes fungicas testadas, no entanto,
reduziu significativamente a emergéncia de adulwasndo suas larvas de terceiro
estadio foram expostas a concentracdo 2d@mL™.

Palavras chave:Stomoxys calcitrang.ecanicillium lecanij controle biolégico



ABSTRACT

ALVES, Paula Sant’anaExperimental evaluation of Lecanicillium lecanii in
biological control of Stomoxys calcitrans. 2010. 43p. Dissertation (Master in
Veterinary Science). Veterinary Institute, Depamimef Veterinary Parasitology,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Selicp, RJ, 2010.

Stomoxys calcitrangs a hematophagous fly of which parasitism causssomic
losses related to the reduction of milk productsord weight gain. Due to the high
level of resistance of the stable fly to most ofwiical insecticides, it is necessary to
search for new alternatives for their control, am of them would be the use of
entomopathogenic fungi. However, few researchede@lto microbial control of this
fly were carried out. The objective of this studysmvo assess the ability of the
Lecanicillium lecaniifungus in to make unfeasible eggs, larvae andeuopthe stable
fly under laboratory conditions and verify the fation of inhibition zone in agar
solid due to the presence of substances in the srad total homogenized larvae not
previously exposed and sensitized to the funguse $h calcitrans colony was
maintained in the Laboratério de Dipteros Hematd$adJFRRJ. The tests were
performed in the Laboratorio de Controle Microbiad®e Artropodes, UFRRJ, where
the strain CG 420 df. lecaniiwas used to prepare the water suspensions. Igsassa
with eggs, larvae and pupae $f calcitrans fungal suspensions were used at 2x10
2x10, 2x10, 2x1F con.mL* concentrations, besides the positive control.dsags
with eggs, they were immersed in different fungaEension and transferred to Petri
dishes with paper filter, which were added lanedrding medium and its respective
suspension. Mortality was assessed five days akposure, where it was observed
whether stage change occurred. There was no signifdifference in the hatching of
eggs exposed to different fungal concentrationsnagahe control. Larvae were
subjected to the same treatment of eggs, and npras assessed ten to fifteen days
after exposure. There was no significant differemcenortality of larvae exposed to
the fungus when compared with the control groupydwer, the funguk. lecaniiwas
significantly able to reduce adult emergence framde exposed to the highest tested
concentration and there was a percentage of emmrgeh 25,45% and 43,64%
compared to 63,64% and 90,91% of the control grdte. pupae were also immersed
in different fungal suspensions, and transferreBdtri dishes with paper filter, added
to its respective suspension. Mortality was assktsedays after exposure. There was
no significant difference in mortality of pupae espd to different fungi
concentrations. Filter paper discs were soaked incusm samples and total
homogenized from larvae &. calcitransnot exposed and previously sensitized to the
fungusL. lecanii and placed in petri dishes sown with the same usingg was not
observed the formation of inhibition zone aroune discs. Théd.. lecaniifungus was
unable to make unfeasible eggs, larvae or pupa$. afalcitransin tested fungal
concentrations, however, was significantly ablereéduce the emergence of adults
when their third larvae stage were exposed to 2edf.mL* concentration.

Key words: Stomoxys calcitrans.ecanicillium lecanij biological control.
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1 INTRODUCAO

Stomoxys calcitrangomumente conhecida como “mosca dos estabulast) éiptero
hematéfago, de distribuicAo mundial que parasitfepencialmente bovinos e eqlinos
(GUIMARAES, 1984; SERRA-FREIRE; MELLO, 2006). Estkptero esta associado a
disseminacédo e transmissao de diferentes agentegép&os, seja por via mecanica ou
bioldgica. Outro fator que favorece a transmisséi@agentes é o padréo alimentar, que é do
tipo interrompido. A interrupcéo pode ocorrer pedacdo dos animais a picada, que ocasiona
grande desconforto aos animais, ou pelo fato destca se alimentar na parte inicial da
manha e final da tarde (CARN, 1996; BITTENCOURT98P Durante os periodos de grande
infestacdo, os animais ndo conseguem alimentaslesguadamente, emagrecem, perdem sua
resisténcia fisica e se tornam susceptiveis a deegif@UIMARAES, 1984). O efeito de seu
parasitismo sobre bovinos resulta em perdas ecaa8melacionadas a reducao da producéo
leiteira (MATTOS-JUNIOR, 1986), diminuigcdo no gantt® peso dos animais, e aumento do
tempo necessario para que os animais alcancenoacpegercial desejado (WIEMAN, et al.,
1992).

O controle quimico foi empregado ao longo dos arieando um controle eficaz
destas moscas, porém o0 uso incorreto e indiscrduirtke tais produtos tem favorecido o
desenvolvimento de resisténcia (GUIMARAES, 1986{/\R 1994). O interesse em formas
alternativas para o controle de ectoparasitas testiclo na medida em que os problemas de
resisténcia de pragas as substancias quimicasuer@ngado, bem como para minimizar o0s
danos ao meio ambiente e restringir a aplicacdas#ticidas quimicos. A reducdo no uso de
produtos quimicos traz consequéncias benéficas payaalidade dos produtos de origem
animal e vegetal, com reflexos diretos na qualidddevida e saude dos agricultores e
consumidores. A busca por alimentos organicos &forgado a utilizacdo e interesse por
estes métodos, uma vez que tais alimentos apresgmiecos diferenciados de mercado
(ALVES, 1998; HOGSETTE, 1999).

Os fungos foram os primeiros patdgenos a sereiadds no controle microbiano, e
a maioria daqueles ja relatados, também foi desamd Brasil. Tais fungos foram
considerados como importantes agentes para reddedgragas. Fungos do género
Lecanicillium sdo patdgenos de insetos, que tém sido utilizaswao biopesticidas
comerciais (ALVES, 1998; DE FARIA; WRAIGHT, 2007).

Alguns insetos respondem ao contato com patdoget@séa da producdo de
substancias capazes de evitar sua penetracdo @ornagcanica ou antibiotica (ALVES,
1998). Além disso, foram verificados larvas e amiiltle dipteros secretando peptideos
antimicrobianos ativos contra bactérias gram-p@sti gram-negativas e fungos
(BOULANGER et al., 2002; CANDIDO-SILVA et al.,2007)

Devido ao elevado grau de resisténcia da m&scealcitransa diversos inseticidas
quimicos, torna-se necessario a busca por alteasapara o seu controle, e uma das
alternativas seria a utilizacdo de fungos entonuggaticos. Além disso, poucas pesquisas
relacionadas ao controle microbiano desta mos@anfoealizadas. Desta forma, o presente
estudo teve como objetivos, verificar a capacidddefungo Lecanicillium lecaniiem
inviabilizar ovos, larvas e pupas & calcitransem condi¢cGes laboratoriais e verificar a
formacdo de halo de inibigdo em meio de cultivdadedlem decorréncia de substancias
presentes no muco e no macerado total de larvasxpistas e previamente sensibilizadas ao
fungo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagao deStomoxys calcitrans

A moscaStomoxys calcitranpertence a subfamilia Stomoxydinae, familia Musejd
secao Calyptatae, divisdo Schyzophora, infraordemsceimorpha, subordem Brachycera e
ordem Diptera (SERRA-FREIRE; MELLO, 2006). Dentrg principais caracteristicas
morfologicas destacam-se a probdscida proeminendgetada horizontalmente para diante
da cabeca, corpo escuro revestido de polinosidateemtada, térax com quatro faixas
longitudinais castanho-escuras no mesonoto, abdomerés manchas no segundo e terceiro
segmentos, extremidade da quarta veia longitudiMall+2) suavemente curvada, arista
plumosa somente no dorso e palpos muito curtos [(SBY, 1987; SERRA-FREIRE;
MELLO, 2006).

E um diptero hematofago, cosmopolita, de habitosrnds, que parasita
preferencialmente bovinos e eqlinos, porém podaliseentar em praticamente todas as
espécies de animais de sangue quente, e em dedawninsituacbes no homem
(GUIMARAES, 1984; SOULSBY, 1987; SERRA-FREIRE; MEQL. 2006). No campo
podem ser identificadas nos animais devido a posicé assumem durante a alimentacao,
isto é, de cabeca para cima (BITTENCOURT, 2007)ulthd¢ podem ser encontrados
pousados em varios locais nas fazendas, tendender aencontrados repousando nas
instalacBes rurais, em cercas, cochos, muros, fizipsrde cor clara (GUIMARAES, 1984;
LYSYK, 1993), arbustos e arvores (BITTENCOURT, 2D0Xlimentam-se nos animais nas
horas em que o a temperatura ndo esta muito el GRRRERA, 1991), e quando esta se
eleva, buscam abrigo do sol para digerir o sanggerido (BITTENCOURT, 2007).

Avaliando os locais do corpo preferidos p8t calcitrans para se alimentar,
Bittencourt e Moya-Borja (2002) constataram quenwmmbros toracicos apresentavam o
maior nimero de moscas, seguido pelos membrospéleitorax.

2.2 Ciclo Bioldgico

A abundancia deS. calcitransdepende amplamente dos meios disponiveis para
desenvolvimento de suas larvas (FOIL; HOGSETTE,4)19%0dendo utilizar fezes de
bovinos, equinos e ovinos, desde que estejam radkiar a feno ou forragem seca
(GUIMARAES, 1983; HOGSETTE et al., 1987; MEYER; FERSEN, 1983).

Uma grande variedade de substratos encontradosrm®@os estadbulos, como alfafa,
graos, grama cortada, preferencialmente fermentadoamolecidos, constituem meios de
criacdo para esta mosca. A maioria destes matemesentam em comum a presencga de
matéria organica em decomposicao, que fornecedgdloif protecéo e fonte de alimento para
larvas (GUIMARAES, 1983; HOGSETTE et al., 1987)z&® de aves também podem servir
como substrato de criacdo, devido a presenca daiarmgbe atrai moscas adultas e estimula
sua postura (GUIMARAES, 1983). Bittencourt (1998%rificou que em 42,3% das
propriedades onde era realizado cultivo de caf@saa e a palha provenientes da secagem do
café eram devolvidas ao cafezal como forma de a@dabarganica, podendo servir para
desenvolvimento desta mosca, principalmente quaas$wmciada a esterco de animais e
principalmente a cama de frangos, que é muitazath como adubo organico, sendo um dos
mais importantes substratos para desenvolviment. dalcitrans Outros substratos podem
servir para o desenvolvimento de seus estagiouiogtcomo o bagaco de cana e outros
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residuos solidos da industria sucro-alcooleira iadézdlos ou ndo do restilo de usina de
acucar, também conhecido como vinhoto (BURALLIIgt1987).

O ciclo de vida da mosca dos estabulos € compastgudtro estagios: ovo, larva,
pupa e adulto. A fémea deposita seus ovos em grgime o0 substrato, colocando em média
entre 25 e 50 ovos por postura, que pode varidral@0 posturas, podendo atingir 632 ovos
durante seu periodo de vida. O periodo de incubsgéia de dois a cinco dias estando
relacionado a temperatura, onde temperaturas n@mdas resultam em um periodo de
incubacdo mais curto (GUIMARAES, 1983; GUIMARAES98#). As larvas recém-
eclodidas penetram no meio em busca de abrigozdadsidratacdo e menor vulnerabilidade
a predadores e parasitas (GUIMARAES, 1983; MCPHERBROCE, 1996). A durac&o do
periodo de desenvolvimento larval apresenta deperaléireta e inversamente proporcional
a temperatura (MELLO, 1989), durando em media ebdree 26 dias, a temperatura entre
21°C e 26° C (GUIMARAES, 1983). Esta é a fase era gste inseto se apresenta mais
vulneravel as condi¢des adversas do ambiente, serdos resistente a baixas temperaturas
(MELLO, 1989; BAYOH; LINDSAY, 2004; GILLES et al2005).

A pupacao ocorre nas partes mais secas do subd&ratesenvolvimento (MATTOS-
JUNIOR, 1986; SOULSBY, 1987) e o periodo pupal peesenta sensivel as variacdes
climéticas, tendo duracio de 6 a 26 dias & temparantre 21°C e 26° C (GUIMARAES,
1983). Diferentemente das larvas, nesta fase doinsemais resistente as condi¢cdes do
ambiente apresentando, portanto, menor mortalidadestanto, esta fase é mais susceptivel a
altas temperaturas se comparado ao estagio larngle pode estar relacionado aos efeitos
nocivos do calor em seu processo de metamorfosd l(ME1989; BAYOH; LINDSAY,
2004; GILLES et al., 2005). Em estudo para avaipgrofundidade de empupacao e presenca
de microhimenépteros parasitdides nas pupasSdealcitrans Neves e Faria (1988)
verificaram um maior nimero de pupas em até 5roettds de profundidade, e associaram a
profundidade de empupacédo com a capacidade deva@reia aos inimigos naturais, onde
pupas localizadas em profundidade acima de 5 cetrimn estariam mais protegidas,
entretanto, aquelas localizadas a mais de 10 ceintisnde profundidade teriam dificuldade
na emergéncia, em virtude das barreiras que teyuaratravessar.

A duracdo do ciclo de vida desta mosca ocorre enoxapadamente 30 dias
(SOUSBY, 1987) e sua longevidade esta diretamefeionada a temperatura, sendo maior
em temperaturas mais baixas e menor em temperataiaelevadas. Em locais mais quentes
a mosca dos estabulos cria-se continuamente, naseapando interrupcdo no seu ciclo de
vida (GUIMARAES, 1983; MELLO, 1989). Em estudos s®h influéncia da temperatura no
desenvolvimento d&. calcitransvarios autores determinaram que temperaturas rpesxa
25 °C foram as mais adequadas para seu desenvoteimena vez que nesta faixa térmica se
obtém o maior percentual de viabilidade (BAILEY at, 1975; AGUIAR-VALGODE;
MILWARD-DE-AZEVEDO, 1992; MCPHERON; BROCE, 1996; QIES et al., 2005). A
umidade relativa para desenvolvimento desta mosea germanecer acima de 50%, sendo
55-60% de U.R. uma faixa considerada satisfatGHaNES, 1966). Bittencourt (1998)
verificou que no periodo em que a quantidad& .dealcitranspor animal mais se elevou nos
seus dois anos de estudo, a temperatura estavaemndmla em um intervalo de 18°C a 27°C
e a umidade relativa de 50 a 80%, determinande@sgias condi¢cdes climaticas favoreceram o
desenvolvimento desta mosca.

Adultos de ambos os sexos se alimentam de sangciendo sua alimentacéo de seis
a oito horas ap6s a sua emergéncia, sendo capaiegedir até trés vezes seu peso médio
(25,8 mg) de cada vez (GUIMARAES, 1988pu periodo de pré-postura varia de 8 a 12 dias
apos a emergéncia do pupario (MELLO, 1989) e sagufilough e Mckinstry (1965) a
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fémea néo € capaz de realizar postura até que go#sudias de emergida. Ao avaliar a
eficiéncia da alimentagcdo com sangue de difereatésais na atividade reprodutiva de
fémeas deS. calcitrans Mello (1989) determinou que o sangue de suina foiais eficaz,
pois reduziu o periodo de pré-postura e aumenfmriodo de postura, assim como o nimero
de ovos depositados.

Bittencourt e Moya-Borja (2000) estudando a fluficagsazonal da mosca dos
estabulos em Espirito Santo do Pinhal — SP, dataram que o periodo do ano onde foi
observado maior numero de moscas foi aquele comglick® entre outubro e marco, tendo
seu pico no més de dezembro e em seguida entrandteelinio. No periodo de maio a
setembro a quantidade de moscas foi muito menoaquela verificada nos demais meses do
ano. E destacaram que a pluviosidade parece tod@tor climatico que mais influenciou a
populacdo de moscas, podendo interferir de fornstipa ou negativa. Em um primeiro
momento a pluviosidade elevada auxiliaria no inem da populacdo de moscas, porém a
saturacdo do solo com agua possivelmente afetagaimamente os estagios imaturos. O que
esta de acordo com Neves e Faria (1988) que citgueannos meses quentes e chuvosos
(outubro a margo) espera-se um maior numero despipgscas adultas.

2.3 Efeito Sobre os Animais

Machos e fémeas d& calcitrangparasitam diversas espécies como bovinos, equinos,
caprinos, ovinos, suinos, cées, gatos (GUIMARAES34), aves e répteis (SOULSBY,
1987). Este diptero possui uma picada dolorosacgusa incobmodo nos animais parasitados
(BITTENCOURT, 1998), o que os leva a buscar praiecamo penetrar em riachos, lagoas,
aguas represadas e lama, permanecendo nestespacaisvitar as picadas.

Bittencourt (1998) observou que os animais pamds#taespondiam a infestacdo com
movimentagcdo da cabeca e da cauda, bater das syrblitar dos cascos ou unhas no solo,
principalmente dos membros toracicos, e tremomeata No campo, 0S animais se agrupam
e se esfregam uns aos outros, congregando-se @osafrapoeiras, matas, cursos d'agua),
quando estes estdo acessiveis, deixando de sairppatar (GUIMARAES, 1984). Este
comportamento de agrupamento pode afetar a terdoda de transferéncia de calor, sendo
responsavel pela reducdo no consumo de alimerdva@do a perda de peso (WIEMAN, et
al., 1992). Durante os periodos de grande infestagsianimais ndo conseguem alimentar-se
adequadamente, emagrecem, ficam enfraquecidosemuErdsua resisténcia fisica e se
tornando susceptiveis a enfermidades (GUIMARAES84).9

2.4 Importancia Econémica

O parasitismo pela mosca dos estabulos leva a emips anual de 398,9 milhdes de
dolares, nos Estados Unidos (DRUMMOND et al., 19&/no Brasil estimam-se perdas
superiores a 100 milhdes de dolares por ano (GRtSal., 2002). Tais prejuizos sao
decorrentes dos habitos hematéfagos da mosca thisiles, uma vez que sua picada gera
irritacdo nos animais, 0 que resulta em baixa py@duleiteira, reducdo da vitalidade
(MATTOS-JUNIOR, 1986), reducédo no ganho de pesamjraento do tempo necessario para
gue os animais alcancem o peso comercial desafdtEMAN et al., 1992).

Campbell et al. (1977) determinaram que o parasitipor S. calcitransem uma
proporgéo de 50 moscas por bezerro, reduziu o gdalgeso destes animais em 90 gramas
por dia, e a eficiéncia alimentar em 12,9%, em aagho aos ndo parasitados. Ao elevar o
namero de moscas para 100 por bezerro, verificagam os bovinos livres de moscas
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obtiveram um ganho de 220 gramas por dia a magudaqgueles parasitados, e a eficiéncia
alimentar foi 10,9%.

Um estudo realizado com objetivo de avaliar os@faile baixos niveis populacionais
deste diptero no ganho de peso e eficiéncia alanetg bovinos demonstrou que animais
com uma quantidade média de 2,58, 5,21 e 7,07 m@sramembro, apresentaram reducao
significativa no ganho de peso e eficiéncia alimere que a presenca de aproximadamente
35 moscas no membro dianteiro implicaria em umag&ad de 20% no ganho de peso e 12%
na eficiéncia alimentar (CAMPBELL et al., 1987).

Bruce e Decker (1958) avaliaram a relacéo entratgleale de moscas e a producéo
de leite nos Estados Unidos, e relataram uma redogdsua producao de 0,7% por cada
mosca infestando as vacas leiteiras. No Brasilmarées (1984) verificou perdas da ordem
de 20% a 60% na producéo leiteira em areas deaitincia deS. calcitrans

2.5 Transmissao de Agentes Patogénicos

Como a mosca dos estabulos possui picada doloogsanimais reagem tentando
livrar-se das moscas, o0 que as leva a buscar um maspedeiro (BITTENCOURT, 1998;
CARN, 1996). Este comportamento favorece a trassini de agentes patogénicos de um
animal infectado a outro saudavel (TERRY; CARROL1988). Diferentes agentes
patogénicos foram relacionado$acalcitrans a exemplo de virus, bactérias e protozoarios.
Entre eles destacam-se o virus da Anemia Infecclegéina, as bactériaBorrelia
recurrentis Bacillus anthracisBrucella abortusB. melitensise Erysipelothrix insidiosa o
protozoario causador do “mal das cadeir@sjpanossoma evangGUIMARAES, 1984).
Também foi citado por Sousby (1987) como hospedeiesmediario dédabronema majus

Castro et al. (2008) relataram o isolamento de 2Rédes diferentes de
enterobactérias em segmentos Slecalcitranscoletadas em propriedades rurais de dois
municipiosdo Estado do Rio de Janeiro - Brasil, entre el&terobacter amnigenus,
Serratia odorifera, Edwardsiella ictaluri, Hafnialvaei, Cedecea lapagei, Serratia ficaria,
Erwinia quercinae E. stewartii, e Edwardsiella hoshinae destaca que algumas destas
espécies apresentam potencial patogénico ao horaesianimais.

Forster et al. (2009) em estudo para avaliar arécoia e distribuicdo de
microorganismos patogénicos carreados por mosgastgbpicas verificaram que as espécies
de moscas mais freqientemente observadas nos tcaisleta foram aMusca domestica
(51%) seguida pela mosca dos estabulos (24%), eeqies dipteros foram encontrados
carreando bactérias e fungos patogénicos para luanantre eleampylobacter jejuni
cepas deEscherichia coli(EHEC, EPEC e ETEC)Candida albicansC. tropicalis entre
outros.

2.6 Controle

As principais medidas para o controle da moscaegt&#bulos estdo relacionadas aos
seus locais de criacao e consistem na remocaoctengantos, palhas, restos de racao e urina
dos animais dos estabulos, cochos e currais, seatthuzidos para esterqueiras, se possivel
diariamente, enquanto, plantas, restos de cultgrasna cortada, entre outros, devem ser
gueimados ou enterrados.

Nos aviarios o esterco acumulado que sera utdizaoksteriormente como adubo
organico deve ser submetido a secagem, estocadgakes cobertos para protecdo das
chuvas, e coberto por plastico de cor preta poparfodo minimo de um dia, em intervalos
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NAo superiores a uma semana, ja que a temperéingaa nestes locais, associada a grande
quantidade de amonia, evita o desenvolvimento deadade dipteros neste material
(GUIMARAES, 1984; GUIMARAES, 1986; SKODA et al.,19p

O controle quimico consiste na aplicacédo de ioskets nos currais, estabulos, abrigos
das moscas, e nos préprios animais, buscando alirmgéymoscas adultas e formas jovens, e
foi empregado ao longo dos anos visando um congfidl@z destas moscas, porém 0 uso
incorreto, continuo e indiscriminado destas formikes tem favorecido o desenvolvimento de
resisténcia (GUIMARAES, 1986; PAIVA, 1994). A mosaios estdbulos apresenta
resisténcia a diversos compostos como o DDT, mdtowi, lindane, clordano, eldrin,
dieldrin, malathion e toxafeno, e mais recentemexts diclorvos, piretréides e stirifos
(KUNZ; KEMP, 1994; CILEK; GREENE, 1994). Além disso uso de inseticidas nos
animais geralmente tem um nivel moderado de efigadgjue as moscas tém contato limitado
com o hospedeiro enquanto se alimentam (CRUZ-VAZRQWE al., 2005). Outro ponto
desfavoravel seria a aplicacdo de inseticidas orgariéticos como larvicidas diretamente no
esterco. Neste caso, ocorreria eliminacdo de qu@8% da fauna de inimigos naturais das
moscas (predadores e parasitoides) e a sua restayraderia levar de seis a doze meses. Em
condicOes naturais os predadores e parasitbidespadntrolar até 90% da populacédo de
moscas (GUIMARAES, 1986).

O interesse em formas alternativas para o conttelectoparasitas tem aumentado,
visando a reducéo dos danos ao meio ambienteda mimimizar o problema da resisténcia
destas pragas as substancias quimicas. (HOGSEY%E). 1

O arsenal de patdgenos naturalmente disponiveistitorse numa alternativa
eficiente e econdémica para o controle das pragasodas e domésticas em todo o mundo, e
incluem bactérias, nematoides, protozoarios, vifusgos, e parasitdides. Os métodos
quimicos podem determinar a reducéo rapida e tearipatos prejuizos econémicos causados
por um complexo de pragas, enquanto que, oS predoticrobianos alcancam mais
lentamente resultados semelhantes, porém de farradalira (ALVES, 1998).

Devido a facilidade de producédo, eficacia e retatseguranca, as bactérias séo
consideradas promissoras para serem usadas nolednitrlogico de pragas, e dentre elas
destacam-se as do gén&acillus e Serratia Ruiu et al. (2008) em experimento com estagios
imaturos deM. domesticayerificaram que uma formulacdo Beevibacillus laterosporusa
concentracdo de i@sporos/mL e uma dose correspondente a Z, lithcapaz de matar
larvas e reduzir a emergéncia de adultos destaanesaneio de desenvolvimento larval em
laborat6rio, e 0 mesmo tratamento também reduzimargéncia da mosca domeéstica no
esterco em gaiolas ao ar livre, que reproduziambitdt natural destas moscas.

Cerca de dezenove familias de nematdides reunembros que sdo parasitos
obrigatorios ou facultativos de insetos, e dentes ®s mais utilizados para controle de
insetos pertencem a familia Steinernematidae (ALMIESS).

Neves e Faria (1988) estudando a presenca de mmwnopteros parasitoides nas
pupas deS. calcitrans verificaram a presenca dgpalangia endiug11,18%), Nasonia
vitripennis (4,21%) eMuscidifurax raptor(0,64%), e sugeriram qu®. endiuspor ter sido
encontrada em maior freqiiéncia, deveria ser a atptada ao meio e, portanto, a espécie
mais eficiente num controle biolégico programadm Evantamento dos parasitoides de
pupas deM. domestica S. calcitranse Muscina stabulansem uma granja de galinhas
poedeiras no estado de S&o Paulo, Costa et al4)(20€ificaram a presenca de
Tachinaephagus zealandiguSpalangia cameroniS. endiusS. gemina Pachycrepoideus
vindemiaee Eurytomasp., e aindé&s. drosophilaee S. nigroaeneaem pupas da mosca dos
estabulos. Birkemoe et al. (2009) estudando azatifio deS. cameronipara controle
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biologico deM. domesticae S. calcitranssugeriram que este parasitdide pode reduzir a
densidade destas moscas em granjas de porcos,egisti@n locais de criacdo para estes
dipteros.

Mais de 700 espécies de fungos ja foram encorgtnaa@asitando insetos ou mantendo
com estes outros tipos de interacdes, estes fymgdsm ser especificos ou causar doencas
em grande namero de hospedeiros, como algumas depBs bassianae M. anisopliae
(ALVES, 1998). Este mesmo autor descreve inUmeaasagens da utilizacdo de patdgenos
como fungos, virus e bactérias, quando comparad@uemutos quimicos: especificidade e
seletividade dos entomopatdgenos, o que evita aéomma de desequilibrio biologico de
importdncia no ecossistema; efeitos secundarioss pttm da mortalidade direta, os
patogenos podem afetar as geracdes seguintesjngal@oviposicao, viabilidade dos ovos,
entre outros efeitos; controle mais duradouro qoamdlioenca estabelecida pelo patdgeno
assume carater enzodtico; os insetos dificilmeat®giam resistentes aos patdgenos devido
as aplicagbes normais nas culturas; e controleciasi&o com produtos quimicos seletivos
visando uma acgao sinérgica e consequentemente ninoleamais rapido e eficaz da praga.

O controle integrado de pragas é uma estratégiamteole que utiliza varias medidas,
em harmonia com o ambiente, integrando-as nasedies fases da cultura ou do sistema
considerado, e tem como objetivo manter os ins&to&/eis populacionais que néo afetem
economicamente a cultura. A utilizacdo do contbabddgico forma a base deste manejo, que
pode ser complementado com a utilizacdo de indascquimicos ou outras formas de
controle de pragas. A utilizacdo do potencial derode natural de pragas permite, em muitos
casos, uma reducdo drastica na aplicacdo de idsstiquimicos, com consequéncias
benéficas para a qualidade ambiental e dos proditidos (ALVES, 1998). No controle
integrado de moscas, a principal medida a ser dd@a controle mecanico, pois é a forma
de combate mais duradoura, barata e simples, pedmitum controle de até 90% da
populacdo de moscas. Sem isto as outras medidamntege ineficientes, uma vez que se
descuidando do manejo da matéria organica, ocaorreaumento no nimero de moscas,
dificultando o controle quimico e o bioldgico (PAAY1994).

2.7 Fungos Entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos foram os primeirosgeatis de insetos a serem
utilizados no controle microbiano e a maioria déegi¢a relatados ocorrem no Brasil, sendo
gue desses, mais de 20 incidem sobre pragas detémpia econdmica. A ocorréncia desses
fungos, em condicfes naturais, seja enzodtica mo@pramente, tem sido no Brasil e em
outros paises, um fator importante na reducdo daulagdo de pragas. Esses
entomopatdégenos vém sendo estudados ha mais deo60na Brasil, entretanto, somente
apOs a ocorréncia epizootica Metarhizium anisopliaesobre as cigarrinhas da cana-de-
acucar, que os fungos receberam mais atencdo dspuigpedores. Estudos tém sido
desenvolvidos no Brasil com varios fungos entommggiicos comdeauveria bassiana
para controle da broca-da-bananeira, perceveje®jdae carrapatos. Ja o fungoophthora
radicansfoi empregado no controle danpoasca kraemefcigarrinha verde) em fejoeiro, e
Nomuraea rileyipara o controle de lagarta da soja, entre oukbYES, 1998; MONTEIRO
et al., 2003; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).

Na Inglaterra, fungos do génekecanicillium tém sido utilizados em condicdes de
estufa para o controle dos pulgdekcrosiphoniella sanboniBrachycaudus helichrysi
Mysus persicae Aphis gossypjie das moscas branchsaleurodes vaporariorune Bemisia
tabaci além de adultos e larvas de tripes, com as f@gpdels comerciais Vertalec® e
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Mycotal®, que séo aplicadas a intervalos de sete ALVES, 1998). Q.. muscarinunfoi
isolado de uma ampla gama de substratos, princgrdére insetos, e é comercializado como
o biopesticida Micotal® contra moscas brancas pesti e Verticilim® contra moscas
brancas, pulgdes e acaros. Isoladod dngisporumsado comercializados contra pulgbes
como Vertalec® e contra moscas brancas como M&tifPelo menos, 15 produtos baseados
em Lecanicillium sppséo ou estdo em processo de serem comercializadogarios nomes
comerciais, para uso contra varios insetos pragav&ios paises em todo o mundo (DE
FARIA; WRAIGHT, 2007).

Kim (2007) estudando a influéncia deattenuatummo desenvolvimento e reproducao
do pulgédo do algodad,. gossypii concluiu que a aplicacdo da suspenséo fuangicainéess
deste pulgdo ndo influenciou seu desenvolvimen&sjogo pré-reprodutivo e idade da
primeira larvipostura, entretanto, reduziu a fecdade total e longevidade, sugerindo que o
tratamento com este fungo pode suprimir a populagiproxima geracdo. Cuthbertson e
Walters (2005) em experimento para avaliar a patogigde de.. muscariunpara a mosca
branca da batata dod®. tabaci concluiu que este fungo, quando aplicado sob &tima
condi¢cbes, pode resultar em alta mortalidade deasade segundo estadio, tanto sob
condicOes laboratoriais quanto em estufa de pladeamonstrando que este entomopatdégeno
tem potencial para ser um importante agente dealeriiol6gico de moscas brancas.

Angel-Sahagun et al. (2005) avaliaram em condi¢@iesratoriais a susceptibilidade
de ovo, pupa e adulto d¢aematobia irritansa isolados dos fungos entomopatogénidos
anisopliae B. bassianae Paecilomyces fumosoroseues concluiram que estes estagios sao
susceptiveis aos diferentes isolados, uma vezrgqdazem a emergéncia de adultos quando
aplicados em grupos de ovos e pupas, e causamlineméaquando aplicados em adultos.
Porém, o efeito patogénico varia entre os difesefitdgos testados e entre os diferentes
isolados de cada fungo.

Lecuona et al. (2005) em experimento para aval@pacidade de isolados do fungo
B. bassianaem inviabilizar larvas, pupas e adultosMedomesticaverificaram que nenhum
dos isolados testados foi capaz de controlar lagvpspas, e sugeriram que o isolado Bb72
tem potencial para se tornar um micoinseticida gson, uma vez que possui alta viruléncia
para adultos deste diptero e eficiente producamudilios.

Em estudo para avaliar a patogenicidad@ dbassianasobre larvas e adultos d&
domesticae adultos deS. calcitrans em condi¢cdes laboratoriais, Watson et al. (1995)
determinaram que este fungo foi eficaz no contlel¢éarvas e adultos da mosca domeéstica, e
também nos adultos da mosca dos estabulos, emtretamificaram queS. calcitransera
menos susceptivel a acdo fungica gde domesticae somente suspensdes com altas doses
(1x1C conidios por cr) foram capazes de eliminar 70 e 84% das moscass&e aos
isolados P89 e L90, respectivamente.

Avaliando o efeito deM. anisopliae sobre o0s estagios imaturos da mosca dos
estabulos, Moraes et al. (2008) relataram que atinsentracdes fungicas foram capazes de
inviabilizar os ovos, porém o mesmo resultado méoltido com larvas e pupas. Entretanto,
apesar de nao ter sido verificado mortalidade Sogtiva das larvas, foi observada ma
formacao pupal, quando estas eram provenienteardasl expostas a suspensdo fungica na
concentracéo 2xf@onidios por mt.

Steenberg e Humber (1999) isolaram e identificavarfungosVerticillium lecanii V.
fusisporumV. psalliotag V. lamellicolae espécies dacremoniunmde uma ampla variedade
de insetos e realizaram ensaios para avaliar anepttogenicidade destes fungos contra a
mosca branca da batata do8e {abac) e adultos da mosca domestica, verificando que os
isolados testados foram patogénicos para a mosteestica adulta com excecédo de trés
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isolados deV. fusisporum além de terem constatado que o fungolecanii foi o mais
patogénico dentre as espécies testadas. Entreisi®® autores destacam que a mortalidade
destas moscas, em geral, ocorreu muito tarde, @eplgum dos fungos testados pareceu ter
gualquer potencial para controle de adultos destca

2.8 Tolerancia de Insetos a Patdgenos

A susceptibilidade dos hospedeiros aos fungos edcionada a natureza e
quantidade dos componentes de seu tegumento. Aidade de acidos graxos com acao
antibiética presente no tegumento pode variar emao das condigdes abioticas, espécie do
inseto e seu estagio de desenvolvimento, onde sigsatos reagem a presenca de patdgenos
com elevada producdo desses materiais, evitandenatrpgcdo por acdo mecanica ou
antibiotica (ALVES, 1998).

Boulanger, et al. (2002) identificaram um peptidedimicrobiano secretado no
intestino anterior dé&. calcitransadultas, e verificaram que este foi ativo coniaatérias
gram-negativas, bactérias gram-positivas, fundaséntosos e leveduras.

Fu et al. (2009) isolaram uma substancia antitmgia hemolinfa de larvas dé&
domestica posteriormente denominada conmMusca domesticapeptideo antifingico-1
(MAF-1), e verificaram que este peptideo apresentawma forte atividade cont@andida
albicans

Candido-Silva et al. (2007) verificaram a presethigggene BhSGAMP-1 eBradysia
hygida (Diptera:Sciaridae), codificando um peptideo amiobiano. Este gene é expresso
exclusivamente nas glandulas salivares de larvsts deosca, proximo a mudanca de estagio
de larva para pupa. Em testes funcionais, foi ieadb que este peptideo apresentou amplo
espectro de atividade antibidtica, tendo sido calgamibir o crescimento de bactérias gram-
negativas Kscherichia coli), gram-positivas Staphylococcus aureuse leveduras Q.
albicang. A secrecao de BhsGAMP-1 na saliva poderia ajadaevenir infeccdo microbiana
durante a mudanca de fase. Os autores sugerirarasteigeptideo revestia a superficie da
larva, criando uma zona de inibicdo de crescimeéetonicroorganismos patogénicos ao seu
redor, mantendo-a protegida durante a mudancasdgytaa pupa.

2.9 Lecanicillium lecanii

A maior parte das espécies de fungos classificadam Verticillium se¢do Prostata
foram transferidas para o génekecanicilium e quatro delas, distantes da clade de
Lecanicillium foram classificadas como um novo géneBimplicilium (ZARE; GAMS,
2001). Fungos do génerbecanicillium foram descritos causando epizootia natural em
populacdes de pulgbes e cochonilhas, nas regidopgdrs e subtropicais, e foi o primeiro
género estudado e desenvolvido para uso como metaita inundativo em estufas de
plantas (SHAH; PELL, 2003).

Fundamentadas em andlises moleculares, a esyeédieillium lecanii foi agrupada
no génerd_ecanicillium,logo sua classificagdo atual écanicillium lecanii(GAMS; ZARE,
2001).Este fungo ocorre frequientemente sobre pulgbestondhas nas regides tropicais e
subtropicais, e também ja foi relatado sobre issedlas ordens Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera e sobre acaros eriofideos. Este fuagnném foi descrito no municipio de
Nova Campina - SP, reduzindo consideravelmente ubgdes-do-pinusCinara atlantica
demonstrando que apresenta alto potencial de d®ntpoincipalmente em viveiros de
producdo de mudas e no campo (LOUREIRO et al.,2004resenca de insetos doentes é
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determinada em funcdo do aparecimento de um halacbrem volta do inseto atacado e
associado a estrutura caracteristica do conididforma de furador) e conidios elipticos do
fungo (ALVES, 1998). Prade et al. (2007) em estpd@ determinar a ocorréncia de fungos
filamentosos associados as cochonilhas-com-escod@agnar de citrus no Municipio de
Taquari — RS, isolaram e identificaram o furigolecanii entre outros fungos. Em estudo
para selecdo de fungos entomopatogénicos visanaoo® de pulgdes, tais comdysus
persicaee Aphis gossypjipode ser verificado que o isolado 41185 déecanii foi 0 mais
virulento dentre os testados, além de ter germireadoescido em uma ampla variagdo de
temperaturas, 0 que € importante para sua aplicecagropecuaria (VU et al., 2007).

Steenberg et al.(2001) avaliando a presenca d@m$uentomopatogénicos em moscas
associadas ao gado verificaram a presenca do funlpeanii entre outros. Scorsetti et al.
(2008) relataram a infecgédo natural das moscascasdrrialeurodes vaporariorunpelos
fungos entomopatogénicds lecanii L. muscariume L. longisporumna Argentina. As
condi¢des favoraveis para o desenvolvimento destgof sGo umidade elevada (acima de
85%) e temperatura entre 20 a 25°C (faixa supdrtie/é8 a 35°C) (HALL, 1981).

O fungo L. lecanii possui conidios envolvidos por uma substanciaspamente,
mucilaginosa, e aparentemente viscosa que, aléprodieger contra a dessecacao, facilita a
adesdo desses conidios a superficie do hospedeindES, 1998), o que também foi
observado por Askary et al. (1999) através de rstmpia eletrbnica, realizada com o
objetivo de observar a cronologia dos eventos deragdo entre o fungo, na época
denominadd/. lecaniie o pulgdo da batat®acrosiphum euphorbiae

Em condi¢cdes favoraveis o fungo germina sobre setin produzindo um tubo
germinativo, e a germinacao bipolar pode ocorrestenédungo. A velocidade do processo
germinativo depende do isolado e das condi¢cOesemtals (ALVES, 1998). Askary et al.
(1999) observaram em microscopia de luz que 24shambds a inoculagcdo do fungo os
conidios germinaram e as hifas comecaram a se \d@gen na superficie do pulgdo. A
penetracdo ocorre com a auséncia de apressoriopeNatracdo estdo envolvidos dois
processos principais, o fisico, devido a presergahifa terminal que rompe as areas
membranosas ou esclerosadas e 0 quimico resutfangdaboracdo de enzimas, as quais
facilitam a penetracdo mecéanica do fungo e o mésabo do tubo germinativo (ALVES,
1998). A partir da penetracao inicia-se a coloréipago hospedeiro pelo fungo, o tempo para
colonizagdo pode variar de 72 a 120 horas, depdndda inseto, patdgeno e condi¢des
ambientais. (ALVES, 1998).

Askary et al. (1999) observaram que dois dias apiieculacdo do fungo ocorria a
invasdo do hospedeiro por penetracdo direta dautaitido pulgdo, e 96 horas apds o
tratamento, concomitantemente a colonizagcdo dontegto do pulgdo, numerosas hifas,
invadiam a hemocele do hospedeiro, se reproduziapidamente e se proliferando pelos
tecidos e 6rgdos, incluindo a hemolinfa, corposigrsos e sistema digestivo. Apdés 120
horas, o tegumento e outros tecidos do pulgao fajaase inteiramente invadidos por hifas
do fungo. Os eventos cronoldgicos da interacae enfungol. lecaniie o pulgdo da batata
M. euphorbiaeobservados neste experimento foram aderéncia awslios a cuticula do
hospedeiro, germinagdo do conidio e producdo delimigue coloniza a superficie do
hospedeiro, penetracdo dos tubos germinativos tigutau do pulgdo 24 horas apés a
aplicacdo do patdgeno, amplo desenvolvimento lateréhifas acompanhado de acentuada
degradacéo da cuticula, producdo de blastospareasdo massiva dos tecidos internos do
pulgdo (a penetracdo e colonizacdo da cuticulafpelp resulta de uma hidrolise enzimética
localizada, assim como pela agao sinérgica denasiis e pressdo mecanica), assimilacéo de
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nutrientes e acumulo de lipideos pelas célulasi¢dasgproducéao de conidiéforos e liberacao
do fungo dos cadaveres.

Angelo (2007) em experimento para avaliar os @deitle Isaria farinosa |I.
fumosoroseaPaecilomyces lilacinus L. lecaniiin vitro sobreBoophilus microplugoncluiu
que o isolado CG 420 do fungo lecaniiinterfere na biologia de fémeas ingurgitadas, dend
sido o segundo isolado que causou maior percedeuabntrole mediante bioensaiovitro
desta fase. Este isolado também é patogénico pamvas deste carrapato em condi¢cdes
laboratoriais, e causa mortalidade em larvas n@meatadas sob condi¢cbes ideais de
temperatura e umidade.

Barson et al. (1994) em estudo para avaliar seipéaes de fungos
entomopatogénicos, entre eles trés isolados dgofh lecanii para controle deM.
domestica verificaram que os isolados 1979 e 176391 reduzianporcentagem de
emergéncia de adultos, em relacdo ao controle dguianvas foram expostas a concentracao
de 1x18 conidios/mL e causaram alta mortalidade quanddtesdiforam expostos a
concentracéo de 1x16este fungo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizag&o do Experimento

A col6nia deS. calcitransfoi formada e mantida no Laboratério de Pesquisa de
Dipteros Hematofagos, enquanto que o processml@enisnto, multiplicacdo, preparacao das
suspensdes fungicas e ensaios foram realizadosalbardtério de Controle Microbiano de
Artropodes de Importancia Veterinaria, ambos laealos na Estacdo para Pesquisas
Parasitologicas W. O. Neitz (EPPWON) do Departamelet Parasitologia Animal, Instituto
de Veterinéria, Universidade Federal Rural do Ridaneiro.

3.2 Criacao deStomoxys calcitrans em Condi¢cGes Laboratoriais
3.2.1 Obtencéo de exemplares de moscas adultas

As moscas adultas d8. calcitransforam capturadas em bovinos pertencentes ao
Hospital Veterinario de Grandes Animais, Institdi® Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. A escolha deste localfdda devido a presenca de moscas se
alimentando nos animais, facilidade de acesso eejmalos animais, sendo capturadas com
auxilio de rede entomolégica (BRITO, 2000) e armadas em gaiolas plasticas para
transporte (Figura 1). A identificacdo das moscastwradas foi realizada com auxilio de
microscopio estereoscopico, de acordo com Furn@atts (1982).

3.2.2 Manutencao da colbnia d&. calcitrans

No laboratorio, as moscas adultas identificadasnfiortransferidas para gaiolas
plasticas de criacdo de acordo com Moraes (200m).t&dmdmetro digital foi colocado na
porcao anterior da gaiola, com a finalidade deficari se a temperatura e umidade (minima e
méxima diaria) na qual as moscas foram mantidas\sin-se dentro dos limites tolerados
(Figura 2). Para a manutencdo da temperatura dakgale criacdo no dias mais frios e
mesmo durante a noite, foi utilizada lampada ineaoente de 200W, que ficava proxima as
gaiolas de criagao.

As moscas adultas foram alimentadas com sangue sitiatado 5%, proveniente do
setor de Suinocultura da Universidade Federal RigdRio de Janeiro, e era transportado ao
laboratorio em garrafas plasticas, para em seguda,transferido para pequenos sacos
plasticos e armazenado em freezer (-22° C). O saager fornecido era retirado do freezer
no dia anterior e colocado em refrigerador, ondeaegelava lentamente. Diariamente, pela
manha (entre 8:00 e 9:00 horas), uma aliquotaetirada, aquecida em banho Maria a 37° C
e oferecida em almofada de tecido de algodao cddooa interior de uma metade de placa de
Petri com nove centimetros de diametro, simulandteraperatura corporal do animal
parasitado (MELLO, 1989). Uma folha de papel pdaiacolocada no fundo da gaiola, para
facilitar a coleta de ovos e limpeza da gaiolagednocada diariamente.

3.2.3 Obtencéo de ovos, larvas, pupas e adultos

Os ovos foram coletados diariamente das almofadaalgbddo e do papel pardo
colocado sob a gaiola de criacdo, no momento da ttos mesmos, com auxilio de pincel
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Figura 1. Gaiola para transporte de adultos de
Stomoxys calcitranse acondicionamento de
pupas em camara climatizada.

Figura 2. Gaiola para criacdo de adultos da mosca dos
estabulos em condicdes laboratoriais.
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Acrilex® 050 e agua destilada.

Os ovos coletados foram acondicionados em placaBetie estéreis (60x15 mm)
contendo papel filtro umedecido com &gua destitsdéril e um microlitro de sangue em seu
interior, sendo cobertas com Parafilm®, onde fofanos orificios com agulha hipodérmica
26%2 G para a entrada de ar, e colocadas em catmaatizada tipo BOD a 27 £ 1°C e 70-
80% de umidade relativa. A temperatura e umidaldéiva do interior da camara climatizada
tipo BOD era verificada utilizando-se termo-higraroedigital. Os ovos permaneciam nestas
placas por dois dias, quando as larvas recém ettasrgram transferidas para tubos de ensaio
de vidro (200mm X 25mm) contendo meio de desenwwwito larval como descrito por
Christmas (1970) e adaptado por Moraes (2007).erfarmente a sua utilizacdo, os tubos
contendo a mistura para desenvolvimento larvalnfofachados com rolhas de algodao
hidrofobo, revestidos com tecido fino e autoclawd®20 °C/ 20 minutos). Apés seu
resfriamento, foram armazenados em refrigerad@)(8té o momento de serem utilizados.

No décimo dia, o conteudo dos tubos (dieta e larf@isdespejado em bandeja
plastica, e as larvas foram coletadas com auxiiopoh¢ca entomoldgica e pincel, para
realizacdo do ensaio. Quando as larvas ndo erdizadéis para o ensaio, permaneciam nos
tubos por cerca de 15 dias, até a formacgéo de spgpa eram retiradas e transferidas para
placas de petri, no interior de gaiolas plasticasl8 cm X 15cm X 20 cm e mantidas em
camara climatizada tipo B.O.D. na mesma faixa aep&ratura e umidade utilizada para
larvas até sua emergéncia (BRITO, 2000). Os adutes emergiam foram transferidos
diariamente para uma nova gaiola de criago.

Para a realizacdo do ensaio com pupas, estas fetaadas da dieta 14 dias apés a
transferéncia das larvas para os tubos contendramipara desenvolvimento larval, com
auxilio de pinca entomoldgica.

3.3 Fungo Entomopatogénicd ecanicillium lecanii
3.3.1 Obtencéo e manutencéo das amostras fungicas

Nos experimentos foi utilizado o isolado CG 420 fdmgo L. lecanii isolado
previamente do solo em Aracaju — Sergipe/ Brasiljdo pelo Centro Nacional de Recursos
Genéticos -CENARGEN/ EMBRAPA ao Laboratoério de Colat Microbiano de Artropodes
de Importancia Veterinéria. Este isolado foi ipalio em placas de Petri contendo meio
Agar Batata Dextrose (B.D.A) com 1% de extrato eeetlura, e incubado em camara
climatizada com temperatura de 25 = 1°C, 70-80%umiedade relativa, por 15 dias, para
favorecer o crescimento e producéo de conidios.

3.3.2 Suspensodes fungicas

As suspensodes fungicas foram preparadas a partiultdeo do isolado do fungo em
placas de Petri contendo B.D.A com 1% de extratledkedura. A superficie das col6nias foi
raspada com auxilio de bisturi para retirada dosdias, que foram adicionados a 10 ml de
agua destilada estéril e espalhante adesivo Tw@arn081% (LUZ et al., 1998). A suspensao
conidial foi homogeneizada, uma amostra foi colacawh Camara de Neubauer e examinada
sob microscopio Optico para a quantificacdo dosdios. A média da contagem por campo
(n) foi multiplicada por um fator fixo (n x 4 x 90 que determina o nimero de conidios
existentes na suspensdo (ALVES, 1998). A partircdacentracdo 2xfocon.mL?, as
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concentracdes 101C°, 10 conidios por mL foram preparadas por diluicdo seriada, onde 1
ml da concentracdo i@on.mL?, foi adicionado a 9 mL de agua destilada estdihc
espalhante adesivo Tween 80 (0,01%) (LECUONA gt 2405). Este procedimento foi
realizado para as diluicdes subsequentes (WATSO&!. el995; SENNA-NUNES, et al.,
2002) (Figuras 3, 4 e 5).

3.4 Viabilidade Conidial das Suspensdes Fungicas

Ap6s o preparo das suspensdes conidiais, uma tigieo10 pL da suspensdo’ 10
conidios por mL foi transferida para placa de Petri contendo B.B antibiético (500 mg de
Cloranfenicol: 1 L de meio de cultura). As placasafm incubadas a 25 = 1°€,80% U. R.
Apos 24hs, foi efetuada a leitura da viabilidadeg\veés da visualizagdo direta em microscépio
optico, onde se fez a contagem dos conidios gedogna dos ndo germinados em faixas
correspondentes ao diametro vertical e horizomtalainpo observado. O resultado foi obtido
em porcentagem de germinacao, onde o nimero ddia®rgerminados foi dividido pelo
total de conidios contados e o resultado multigicaor 100 (ALVES, 1998).

3.5 Delineamento Experimental

O tratamento para os diferentes estagios de ddseneato deS. calcitransfoi
formado pelo grupo controle e por quatro diferemescentraces (2x102x10, 2x10 e
2x10° con.mLY). O grupo controle foi exposto ao diluente utitieanas suspensdes flngicas,
ou seja, agua destilada e Tween 80 a 0,01% paliaraxgossivel influéncia do diluente nas
diversas fases imaturas das moscas. O controlmdotido nas mesmas condi¢cdes que 0s
grupos experimentais expostos ao fungo (SENNA-NUNESI., 2002). Foi realizada dupla
exposicdo (ovos, larvas e pupas foram exposto$ anQ, da suspensado fungica por dois
minutos e em seguida transferidos para placas ¢omP da mesma suspensao) nos ensaios
para aumentar o tempo de contato entre os estagabdsros e o fungb. lecanii

Os ensaios com ovos, larvas e pupas foram repetidosnomentos distintos para
aferir confiabilidade aos resultados obtidos.

Para facilitar a transferéncia de ovos e larvaa paas respectivas placas foi utilizado
um pincel fino, enquanto que as pupas foram tradsfe com auxilio de pinga entomoldgica.
As placas de Petri, contendo estagios imaturoS.dsalcitrans foram mantidas em camara
climatizada tipo B.O.D. a 25 + 1°C, 70 - 80% U. &€& que fosse realizada a contagem de
larvas, pupas e adultos formados.

3.5.1 Ensaio com ovos

Foram utilizados grupos de 55 ovos, e cada grupamerso por dois minutos nas
diluicdes citadas (Figuras 6 e 7). Em seguida, rapas foram transferidos para placas de
Petri (90 X 15 mm) forradas com papel de filtroéastumedecido com 3 mL de sua
respectiva suspensado fangica, exceto o grupo dengm que as placas foram umedecidas
com 3 mL de agua destilada estéril. Trés gramawistira para desenvolvimento larval foi
adicionada em cada placa. Estas foram cobertasPawafiim®, onde foram feitos orificios
com agulha hipodérmica 26% G para entrada de gur@s 8, 9 e 10). Apos cinco dias de
exposicao ao fungo a contagem das larvas formadasalizada, adaptando-se a metodologia
descrita por Watson et al. (1995) e Senna-Nunak €002) a espécie estudada (MORAES,
2007).
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Figura 3. Preparo das suspensdes
fungicas delecanicillium lecanii adicao

de espalhante adesivo Tween 80 a 0,01%
em frasco com agua destilada estéril.

Figura 4. Preparo das suspensdes
fungicas de Lecanicillium lecanii
retirada da superficie das colénias com
auxilio de Bisturi para a obtencdo de
conidios.

Figura 5. Suspenséo deecanicillium
lecanii na concentragdo 2 x 30
con.mL™.
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Figura 6. Exposicdo de ovos d&tomoxys calcitranao fungo
Lecanicillium lecanij imers&o dos ovos por dois minutos na
suspensao fungica.

Figura 7. Exposicdo de ovos d8tomoxys calcitran®o
fungo Lecanicillium lecanii transferéncia dos ovos para
placa de Petri umedecida com suspensao fungioescda
de 3g de meio de desenvolvimento para larval.
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Figura 8. Método de exposicdo de

ovos e larvas da mosca dos estabulos,
placas de Petri sendo umedecidas com
3 mL de égua destilada (controle)

L

Figura 9. Método de exposicao de ovos
e larvas deStomoxys calcitransadicéo
de mistura para desenvolvimento larval

Figura 10. Método de exposicao de ovos

e larvas, placa de Petri coberta por
Parafiim®, onde foram realizados

orificios para a entrada de ar



3.5.2 Ensaio com larvas

Nesta etapa do estudo foram utilizadas larvas dealides, tendo em vista que Moraes
(2007) observou que larvas 8e calcitranscom menos de dez dias eram frageis, e que sua
manipulacdo resultava em alta mortalidade. Destadpgrupos de 55 larvas foram imersos
por dois minutos na suspensdo fangica de 2%cda0.mL* e suas diluicdes, enquanto que,
outro grupo foi destinado ao controle. Apés a ex@msdas larvas, estas foram transferidas
para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo pafted fumedecido com 3 mL de sua
respectiva suspensado, onde foram adicionados ita@sag de mistura para desenvolvimento
larval. As placas de Petri com as larvas foram itabepor Parafiim®, onde foram feitos
pequenos orificios semelhantes aos realizados saicecom ovos (Figuras 8, 9, 10). As
pupas e adultd®rmados foram contados 10 e 15 dias ap0s a exwdgs larvas.

3.5.3 Ensaio com pupas

Neste ensaio, 50 pupas formadas no 14° dia foraemsas por dois minutos na
concentracéo 2 x $@on.mL?, assim como para as respectivas diluicdes (BARSOA!.,
1994). Foram utilizadas 250 pupas neste ensaicds apexposi¢do, todas as pupas foram
transferidas para placas de Petri (90 x 15 mm) papel filtro umedecido com 3 mL da
respectiva suspensdo e cobertas por Parafim®, funde feitos orificios semelhantes aos
realizados nos ensaios com ovos e larvas. A camtale moscas adultas foi realizada no
décimo dia apds exposicdo (LECUONA et al., 2005).

3.6 Contagem de Individuos Expostos as Suspensoéésficas

Em todos os ensaios realizados, foram consideramidgiduos vivos aqueles que,
expostos as diferentes concentracfes fungicagnfeepazes de passar para o estagio de
desenvolvimento seguinte, e ainda das larvas qu®rearam pupas e quantas destas se
tornaram adultas. Sendo assim, as placas foranoliEsas e os individuos separados e
contados com auxilio de estilete e pinca entomoéddma segunda contagem foi realizada
em microscopio estereoscopico, para que nenhurga [@rmanecesse na mistura. Para a
contagem de pupas o equipamento nao foi utilizaolig, estas sédo facilmente visualizadas.

3.7 Confirmagéo da A¢ao Fungica Sobre os Individudsxpostos

Os individuos mortos encontrados foram imersos graclorito de sodio (1%) por
trés minutos, e em seguida lavados por duas vezesgaa destilada estéril (um minuto em
cada lavagem), como realizado por Senna-Nunes J20(f0s a lavagem estes foram
incubados em camara umida para proliferacéo fun@baervado o crescimento, o fungo foi
semeado entre lamina e laminula contendo B.D.faetido em camara climatizada por 10
dias, para observacdo do micélio e identificacaespgcie utilizada no ensaio (RIVALIER,;
SEYDEL; 1932 apud SENNA-NUNES, 2000).

3.8 Verificagao de Halo de Inibigéo

Neste ensaio foram utilizados dois grupos de names$ de nove dias de eclodidas. O
primeiro grupo de larvas foi exposto a concentrdgagica de 2x1Hcon.mL?, preparada a
partir do isolado CG 420 do funda lecanii em placas de Petri contendo Agar Batata
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Dextrose (B.D.A) com 1% de extrato de leveduralakgas foram imersas por dois minutos
em 0,5mL da suspenséo flngica e posteriormenteafar suspensado) transferidas para placa
de Petri (90 x 15 mm) com papel filtro umedecidanc@,5mL da suspensado, onde foi
adicionado trés gramas de mistura para desenvatimarval. Estas placas foram incubadas
em camara climatizada tipo B.O.D. a 25 + 1°C, 7®0% U. R. por trés dias. O mesmo
procedimento foi realizado para o segundo grupéma suspensao fungica foi substituida
pela mesma quantidade de agua destilada estésieerr80 a 0,01%.

Apés trés dias de incubacgédo, as larvas foramadats das placas, lavadas em agua
destilada estéril e colocadas em cryotubos (1,5 est¢reis Axygen® para possibilitar a
producdo de muco. Apds uma hora, foram transfenq@aa microtubos Eppendorff®. Em
seguida, foram adicionados 100 pL/larva da solu@iopao fosfato-salino (Phosphate
Buffered Salino - PBS) nos cryotubos com as am®steamuco, e estes foram mantidos em
gelo para evitar a degradacdo do material. Esteegnmento foi realizado em fluxo laminar
apos limpeza com alcool 70% e exposicao a luz WNV1p minutos.

Os microtubos Eppendorff® com as larvas foram awles de 100 plL/larva da
solucao tampao para favorecer a maceragédo destabasido conico plastico, este macerado
também foi mantido em gelo até a realizacdo dosre@rpntos para verificar a formacao dos
halos de inibicéo.

Foram preparadas quatro placas de Petri contendm BoB.A. (399), E.L. (1%) e
Cloranfenicol (500 mg/L), sendo utilizado “swab’téd para que a suspenséo fangica®(10
con.mL?) fosse espalhada homogeneamente sobre placanshis papel filtro de nove
milimetros, previamente imersos em solucdo de @Gferécol (500 mg/L) foram autoclavados
(120°C/ 20 min) e secos em forno Pasteur.

Dois discos foram utilizados para cada amostra aeone macerado obtido das larvas
(uma amostra proveniente das larvas previamentesteg ao fungd.. lecanii e outra
proveniente das larvas ndo expostas ao fungo). @axtlio de pinca estéril, estes foram
imersos nas amostras e colocados nas placas pexntarsemeadas com fungo. As placas
foram incubadas por trés dias em camara climatigpdd8.0.D. a 25 + 1°C, 70 - 80% U. R..
Este procedimento foi repetido em momentos difeentanto para as amostras de muco,
guanto para o macerado total de larvas sensibdgzad ndo ao isolado CG 420lddecanni

ApoOs a incubacéo, as placas foram examinadas pasxrvar a formacao de halo de
inibicdo ao redor dos discos embebidos no mucoeerado de larvas de. calcitrans com
intuito de verificar se algum elemento presentenngo ou no macerado de larvas seria capaz
de inibir ou minimizar a germinacao de conidio$apermacéo de zonas de inibigcdo ou zonas
mais claras de proliferacao fungica ao redor desodi (HUNT, 1986).

3.9 Analise Estatistica

A mortalidade dos grupos expostos relacionada Bto® do fungo nos ensaios foi
determinada pelo ajuste da mortalidade naturalcdagoles utilizando a formula de Abbott
(ABBOTT, 1925).

Formula de Abbott:

Porcentagem de controle corrigida = X xY00

X
X = Porcentagem de individuos vivos no controle
Y = Porcentagem de individuos vivos no grupo tratad
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Foi utilizado o teste Qui-quadradc?(XBioestat 4.0), com 95% de significancia, com
0 objetivo de avaliar o percentual de mortalidades drupos expostos as diferentes
concentracdes fungicas, assim como no grupo centeola ocorréncia de diferenca
significativa entre estes tratamentos. Também fitizado para comparar a ocorréncia de
diferenca entre a emergéncia de adultos provesietiée pupas expostas as suspensdes
fungicas e de pupas provenientes de larvas expastasgo. (SAMPAIO, 2002; LECUONA
et al., 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagdo Morfoldgica dos Isolados

O isolado CG 420 deecanicillium lecaniiutilizado no presente estudo apresentou
colonia de coloracdo branca amarelada, reversoecer3,4 cm de diametro, o que foi
compativel com as caracteristicas descritas par €dams (2001). De acordo com a chave
para identificacdo das espécies Ldgeanicillium sp., descrita por estes autorks,lecanii
apresenta fialides curtas, conidios curtos-elipsoalsubcilindricos, medindo 2,5 - 3,5 x 1,0 —
1,5 um. Estas caracteristicas foram observadasotexdo CG 420 de. lecanii utilizado no
ensaio. Portanto, sendo as caracteristicas manrcremorfoldgicas dos isolados testados,
compativeis com as descritas na literatura, podsfisear que ndo houve contaminacéao da
colonia del. lecaniiutilizada neste experimento.

4.2 Viabilidade dos Conidios

Os conidios presentes nas suspensdés ldeaniiapresentaram 100% de germinacao,
apos 24 horas de incubacdo em camara climatizaal®tO.D sob temperatura de 25 £1 °C e
U.R.> 80%, o que demonstra a qualidade dos conidiosaattds nos ensaios.

4.3 Ensaio com Ovos d8&tomoxys calcitrans

O método de exposicdo de ovos adotado foi uma agfpida metodologia utilizada
por Moraes et al. (2008), que concluiu que o métielonersao de ovos na suspensao fungica
com subseqiente transferéncia para tubos de ensatendo meio de desenvolvimento
larval, foi a metodologia de exposi¢cao mais efetiva

Os tubos de ensaio com dieta no seu interior fagabstituidos por placas de Petri,
nas quais foram colocadas papel filtro e sobresgstéstura para desenvolvimento larval,
sendo ainda acrescentado trés mililitros de caldéc@o da suspenséo fangica, para que 0s
OVOS permanecessem por mais tempo em contato dongo depois de incubados. Nas duas
repetices realizadas, apesar dos ovos terem femadoontato permanente com o fungo, e de
ter sido observado crescimento fungico nas plaaxto naquelas dos grupos controle, nao
foi observada diferenca significativa na eclosé® ams expostos as diferentes concentracoes
e o controle (K 0,05) (Figuras 11 e 12) (Tabelas 1 e 2).

Os resultados obtidos diferem de estudo realizamoMworaes (2008), no qual foi
utilizado o fungo entomopatogénidd. anisopliag onde foi observado que este fungo foi
capaz de inviabilizar 100% dos ovos 8e calcitransexpostos as concentracdes 2,3x&0
2,1x16 con.mL* demonstrando, portanto, potencial para o conwloke ovos desta mosca,
desde que seja utilizado nos seus locais de ogémsi

Angel-Sahagum et al. (2005) verificaram que ossadeHaematobia irritansforam
susceptiveis aos fungos entomopatogéndMosanisopliag B. bassianae P. fumosoroseus
pois afetaram a emergéncia de adultos e os isolbld2s Ma3, Mal5, Ma25, Pfrl e Pfr8
reduziram a emergéncia para menos de 7% em condpacagn 0 controle. No presente
estudo néo foi possivel verificar emergéncia ddtaslyprovenientes dos ovos expostos as
diferentes concentragdes delecanii uma vez que ocorria mortalidade elevada em todos
grupos, inclusive do controle. Quando larvas foraxpostas as diferentes concentracdes
fungicas, foi verificada a emergéncia de adultogy@a, tenha ocorrido reducdo apenas na
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Figura 11. Crescimento fangico na placa de Petri
contendo ovos expostos a concentracdo 2x10
con.mL* deLecanicillium lecaniidez dias apés a
exposicao.

Figura 12. Crescimento fungico na placa de Petri
contendo 0OvOS expostos a concentracdo 2x10
con.ml* de Lecanicillium lecaniidez dias ap6s a
exposicao.
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Tabela 1.Primeiro ensaio para avaliacdo da eclosao deaw8somoxys calcitran®xpostos
a diferentes concentracdes das suspensdes aqedsssadicillium lecanii

Resultados Absolutos

Tratamentos  Ovos expostos Ecloséo Inviabilidade Inviabilidade corrigida
(Con.mLY) (%) (%)
(Abbott)
Controle 55 70,91 29,69 -

10° 55 70,91 29,00 0

10° 55 65,45 34,55 7,69

10’ 55 58,18 41,82 17,95

10° 55 54,55 45,45 23,07

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente </®,05).

Tabela 2. Segundo ensaio pra avaliacdo da eclosdo de ov®®O®Xxys calcitranexpostos
a diferentes concentracdes das suspensdes aqedsssadicillium lecanii

Resultados Absolutos

Tratamentos  Ovos expostos Eclosao Inviabilidade Inviabilidade corrigida
(Con.mLY) (%) (%)
(Abbott)
Controle 55 69,09 30,91 -

10° 55 67,27 32,73 2,63

10° 55 69,09 30,91 0

10’ 55 58,18 41,82 15,79

1¢ 55 49,09 50,91 28,95

Valores seguidos pela mesma letra na mesma coimdiferem estatisticamente £®,05).
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maior concentracdo fungica (Tabelas 3, 4), diferimtbs baixos valores de emergéncia
observados por Angel-Sahagum et al. (2005).

Mochi et al. (2009) em experimento para avaliar ficiémcia de fungos
entomopatogénicos no controle de ovodHderitans e ainda, a influencia destes fungos na
emergéncia de adultos provenientes dos ovos expostdaficaram que isolados disl.
anisopliaendo inviabilizaram os ovos desta mosca, mas fagmazes de causar mortalidade
das larvas eclodidas, resultando em reducdo nagémma de adultos. Em outro ensaio,
verificaram queB. bassianando causou qualquer acédo patogénica nos ovos deantm
chifre ou em suas fases subseqientes de desensoteimJa os isolados desaria
fumosoroseapromoveram mortalidade em ovos e pupas, causamdoaumento na
mortalidade total. ApoOs tratamento dos ovos camfarinosa foi observada reducéo
significativa da emergéncia de adultos em todasoasentracBes fungicas testadas, embora
este fungo nao tenha causado mortalidade dos esiasfoi capaz de inviabilizar suas larvas e
pupas, resultando em aumento da mortalidade total.

A diferenca observada entre os resultados do peesstudo e daqueles verificados
por outros autores poderia estar relacionada #disdlingico utilizado, como observado por
outros autores (ANGEL-SAHAGUM et al., 2005; MOCHlad., 2009).

A ineficacia do fungo utilizado no presente estgdbre ovos pode ter ocorrido pelo
fato de que os ovos foram expostos 24 horas apusstara, por isso, a eclosédo da larva
poderia ter ocorrido antes que o fungo pudessetiaerecolonizar os ovos. Uma vez que isto
tenha ocorrido, o fungo utilizado também teria Siflcapaz de inviabilizar as larvas recém
eclodidas, durante o periodo que estas permanea@ecabadas com o fungo.

4.4 Ensaio com Larvas dé&tomoxys calcitrans

Embora as larvas d8. calcitransexpostas tenham permanecido incubadas por até
quinze dias em contato com o fungo, e tenham \maemete ingerido seus conidios, néo foi
observada diferenca significativa £20,05) na mortalidade dos grupos expostos ao fungo
utilizado no presente estudo, quando comparados @arupo controle (Tabelas 5 e 6)(
Figura 13).

Este resultado é semelhante ao obtido por Mor&8J2onde a maioria das larvas da
mosca dos estdbulos expostas a diferentes cong@edgralo fungdvl. anisopliaerealizou
pupacao.

Lecuona et al. (2005) verificaram que a concentraigi1x18 conidios/mL do fungo
B. bassianaéo alterou a mortalidade de larvasviiedomesticaguando comparada ao grupo
controle, o que esta de acordo com os resultadpsegente estudo.

Entretanto o fungd.. lecanii utilizado no presente estudo, foi capaz de reduzir
significativamente a emergéncia de adultos<(P,05) provenientes das larvas expostas a
concentracdo maxima testada (Z16on.mL') sendo observado um percentual de
emergéncia des,4%6 e 41,82 %, em comparacéo cé8)64%6 90,926 do grupo controle
(Tabelas 3, 4, 7 e 8). Este resultado esta de aocmm Barson et al. (1994) que ao utilizarem
larvas de terceiro estadio & domesticaverificaram que a porcentagem de emergéncia de
adultos apods exposicdo das larvas aos isoladosel276391 do fung¥. lecaniifoi de 6% e
15% na concentracdo de 1Ri®nidios/mL, respectivamente, reduzindo a emeigétesta
mosca quando comparado ao grupo controle (P <.0,01)

Mochi et al. (2009) verificaram que o isolado E9QMleanisopliae na concentracao de
10" conidios/mL, inviabilizou 37,7% das larvas expsstacausou 38,3% de mortalidade nas
pupas provenientes destas larvas. Enquanto quecamtracéo de f@onidios/mL do

25



Tabela 3.Mortalidade de&stomoxys calcitranprovenientes de larvas expostas as diferentes
concentracdes da suspensdo aquosadanicillium lecanii(Apés 15 dias da exposi¢ao-
Primeiro ensaio):

Tratamentos Larvas expostas Emergéncia Mortalidade
(Con.mLY) (%) (%)
Controle 55 63,64 36,36
10° 55 61,82 38,18
10° 55 56,36 43,64
10’ 55 74,55 25,45
10° 55 25,45 74,55

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente </®,05)

Tabela 4.Mortalidade deStomoxys calcitrangprovenientes de larvas expostas as diferentes
concentracdes da suspensao aquoshedanicillium lecanii(Apés 15 dias da exposicao-
Segundo ensaio):

Tratamentos Larvas expostas Emergéncia Mortalidade
(Con.mLY) (%) (%)
Controle 55 90,91 9,069
10° 55 83,64 16,36
10° 55 90,91 9,09
10’ 55 72,73 27,27
10° 55 41,82 58,18

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente </®,05)
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Tabela 5. Primeiro ensaio para avaliacdo da mortalidade dedadeStomoxys calcitrans
expostas as diferentes concentracfes da suspensi&Eaalé_ecanicillium lecanii

Tratamentos Larvas expostas Pupacéo Mortalidade
(Con.mLY) (%) (%)
Controle 55 76,36 23,64
10° 55 74,55 25,45
10° 55 74,55 25,45
10’ 55 85,45 14,55
10° 55 72,73 27,27

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente £/,05)

Tabela 6. Segundo ensaio para avaliagdo da mortalidade daslaleStomoxys calcitrans
expostas as diferentes concentracdes da suspensiEaale_ecanicillium lecanii

Tratamentos Larvas expostas Pupacéo Mortalidade
(Com.mLY) (%) (%)
Controle 55 94,55 5,45
10° 55 83,64 16,36
10° 55 94,55 5,45
10’ 55 83,64 16,36
10° 55 81,82 18,18

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente £/,05)
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Figura 13. Larvas deStomoxys calcitransom presenca de hifas e
conidios dd_ecanicillium lecaniie pupa apresentado mé formacao
devido a exposicéo de larvas a concentracdo’>dromL>.
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Tabela 7.Primeiro ensaio para avaliacdo da inviabilidad@wugas provenientes de larvas de
Stomoxys calcitrans expostas as diferentes concentracdes da susperpimsaa de

Lecanicillium lecanii(Apos 15 dias):

Tratamentos Pupas recuperadas Emergéncia Inviabilidade
(Con.mLY) (%) (%)
Controle 42 83,33 16,67
10° 41 82,93 17,07
10° 41 75,61 24,39
10’ 47 87,23 12,77
10° 40 35 65,00

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente </®,05)

Tabela 8.Segundo ensaio para avaliacao da inviabilidadeugagpprovenientes de larvas de
Stomoxys calcitrans expostas as diferentes concentracdes da susperpimsaa de

Lecanicillium lecanii(Apos 15 dias):

Tratamentos Pupas recuperadas Emergéncia Inviabilidade
(Con.mLY) (%) (%)
Controle 52 96,15 3,85
10° 46 100 0

10 52 96,15 3,85
10’ 46 86,96 13,04
10° 45 53,33 46,67

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente £/,05)
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mesmo fungo inviabilizou 100% das larvasttiarritans. Os fungosB. bassiana . farinosa
nao foram patogénicos para larvas desta moscaaetga fungo Ifumosorosedoi capaz de
inviabilizar estas larvas. Watson et al. (1995)epbgram que larvas de segundo instar da
mosca doméstica exposta@abassianana concentracdo 1xi@onidios/mL, alcancaram a
fase adulta com mortalidade minima (16% para ladsolL90 e 20% para o P89), entretanto,
a concentracéo de 1xX$@on.mi*foi mais eficaz, com 56% e 48% de mortalidade dasab
expostas aos isolados L90 e P89, respectivamesiies Butores verificaram ao expor moscas
adultas a concentracdo 1%knidios/cm do fungoB. bassianajue a mortalidade da mosca
dos estabulos foi mais baixa (70 e 84% com osdssl&89 e L90, respectivamente) que a
observada na mosca doméstie®(0%, com os isolados P89 e L90) e sugereywalcitrans

€ menos susceptivel a acéo fungicaluedomesticalL.ogo, os resultados do presente estudo,
associados a literatura indicam que a susceptbididdas larvas pode estar diretamente
relacionada ao isolado fungico e diptero estuddds. resultados do presente estudo
demonstraram que as larvasSlecalcitranssao tolerantes ao isolado CG 420.décanii 0

que poderia estar relacionado aos mecanismos @sad@iroduzidos por estas larvas no
decorrer de sua evolugao (WATSON, et al. 1995), vezaque se desenvolvem em ambientes
com diferentes microorganismos, como fungos e bastéo que pode té-las forcado a se
adaptar aos meios em que vivem.

4.5 Ensaio com Pupas d8tomoxys calcitrans

Nesta parte do estudo n&o foi observada difereiggafisativa na mortalidade das
pupas expostas as diferentes concentracdels. decanii e o grupo controle (K 0,05)
(Tabelas 9, 10, 11 e 12). O que esta de acordoacerperimento de Moraes et al. (2008)
onde o fungdM. anisopliaetambém se mostrou incapaz de inviabilizar pupasdsca dos
estabulos, e de Lecuona et al. (2005) que ao empgupas de mosca doméstica a
concentracéo de 1xi@onidios/ mL deB. bassianando observaram aumento da mortalidade
em relacdo ao controle. Entretanto, o resultadpresente estudo diverge daquele encontrado
por Angel-Sahagum et al. (2005), que verificarara g@exposicao de pupaskdeirritans aos
isolados Ma2 e Ma25 d&l. anisopliae e ao isolado Pfrl0 dé. fumosoroseusa
concentracdo de 1xicasionou uma mortalidade que variou de 50% a%1Bstes
resultados podem estar relacionados com o diptedado e com a espécie do fungo
envolvidos nestes estudos.

Mochi et al. (2009) verificaram mortalidade de 34,@ 23,3% nas pupas d¢
irritans expostas a concentracdo de t@nidios/mL dos isolados IBCB425 e E9 W
anisopliae respectivamente, e mortalidade de 30% e 23,3%ujaas expostas aos mesmos
isolados na concentracdo 2¢6n.mL*, enquanto o controle apresentou apenas 10% de
mortalidade. O fung®. bassianaafetou significativamente a taxa de mortalidade plgas,
apresentando efeitos significativos para os is@agl@oncentracdes utilizadas. Os isolados
AMO9 e o0 JABO7 dé. bassianacausaram mortalidade de 36,6% e 25%, respectiviamen
concentracédo de i@onidios/mL. Os isolados dé. anisopliaee B. bassianaestados nao
apresentaram efeito sobre os adultos emergidopuges tratadas. Os isoladosldfarinosa
foram os mais efetivos considerando a mortalidadepdpas, tendo o isolado CG195
apresentado mortalidade de 56,6% na concentracdb(deonidios/mL, resultados que
também diferem daqueles verificados no presentel@st

Nao foi verificado crescimento fangico sobre o pimémbora o fungo utilizado no
ensaio tenha apresentado 100% de viabilidade. ¥ababrtalidade de pupas, verificada no
presente estudo, pode ter ocorrido devido a protegércida pelo pupério, o que impediria
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Tabela 9.Primeiro ensaio para avaliacdo da inviabilidadguleas deStomoxys calcitrans
expostas as diferentes concentragfes da suspensiEaalé ecanicillium lecanii:

Tratamentos Pupas expostas Emergéncia Inviabilidade
(Con.mLY) (%) (%)
Controle 50 80 20

10° 50 84 18

10° 50 78 22

10’ 50 86 14

10° 50 64 36

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente £/,05)

Tabela 10.Segundo ensaio para avaliagcao da inviabilidadeugagpdeStomoxys calcitrans
expostas as diferentes concentracdes da suspensiaalé_ecanicillium lecanii

Tratamentos Pupas expostas Emergéncia Inviabilidade
(Con.mLY) (%) (%)
Controle 50 90 10
10° 50 88 12
10° 50 82 18
10’ 50 94 06
10° 50 78 22

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente </®,05)

31



Tabela 11.Comparagéo entre a inviabilidade de pupas, prongssede larvas imersas em
diferentes concentracdes da suspensao aquadsacdeicillium lecaniie de pupas expostas ao
mesmo método (Primeiro ensaio):

Estagio de exposi¢éo a suspenséo fungica Pupas avaliadas Inviabilidade
(Con.mib) (%)
Larva (Terceiro instar)
10° 41 17,07
10° 41 24,39
10’ 47 12,77
10° 40 65,00
Pupas
10° 50 16,00
10° 50 22,00
10’ 50 14,00
10° 50 36,00

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente </®,05)

Tabela 12.Comparacéo entre a inviabilidade de pupas, pron@sede larvas imersas em
diferentes concentracdes da suspensao aquadsacdeicillium lecaniie de pupas expostas ao
mesmo método (Segundo ensaio):

Estagio de exposicdo a suspenséo fungica Pupas avaliadas Inviabilidade
(Con.nit) (%)
Larva (Terceiro instar)
10° 46 0,00
10° 52 3,85
10’ 46 13,04
10° 45 46,67
Pupas
10° 50 12,00
10° 50 18,00
10’ 50 06,00
10° 50 22,00

Valores seguidos pela mesma letra na mesma cofimdiferem estatisticamente £/,05)
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colonizacéo das pupas pelo furigdecanii Outro fator seria o tempo necessario para que o
fungo penetrasse e colonizasse as pupas. Em Igdrass, Alves (1998) citou que seriam
necessarios de trés a cinco dias para que os fymgiessem penetrar a cuticula de insetos,
nao especificando o estagio de vida do mesmo.etanto, este periodo poderia ser suficiente
para que o fungo penetrasse no pupario, mas napnssdiciente para afetar a mosca em seu
interior, que demora aproximadamente quatro dies @aergir.

4.6 Verificacao de Halo de Inibicao

A tolerancia das larvas d& calcitransao fungoL. lecanii pode estar relacionada a
producdo de substancias antimicrobianas capazewidbilizar ou dificultar a germinacéo
dos conidios. Segundo Boulanger, et al. (2002)véwificado em moscas dos estabulos
adultas, que peptideos antimicrobianos produzidastestino anterior destes dipteros foram
ativos contra bactérias gram-negativas, bactériasn-gositivas, fungos filamentosos e
leveduras, entretanto, ndo sdo encontrados naatlitar trabalhos relacionados aos
mecanismos antimicrobianos produzidos pelos estégiaturos da mosca.

No presente estudo, ndo foi verificada a formag@dalo de inibicdo ao redor dos
discos embebidos no muco e macerado obtidos a gartarvas dé&. calcitrangFiguras 14,
15, 16 e 17), ou seja, ainda que as larvas destaarmmpoduzam substancias que impecam a
germinacdo dos conidios, nas condi¢des utilizadaterexperimento, estas foram incapazes
de formar halo de inibicdo. A auséncia de halonil@gédo ndo exclui a possibilidade de que
as larvas dé&. calcitransproduzam substancias antimicrobianas, uma vezoguecanismo
pelo qual estas substancias sdo produzidas é demido, e talvez seja necessario a
permanéncia do individuo vivo em contato constaom o fungo, para que tal substancia
seja produzida e atue de forma eficaz. Outro fptmteria ser a inativacdo de enzimas ou
outras substancias necessérias para este propeésembora o procedimento tenha sido
realizado em baixa temperatura, os discos embelidlasuco e macerado das larvas foram
incubados em camara climatizada a temperatura d&°@5 Esta temperatura pode ter
inviabilizado o material em questéo. O terceirotpaeria o fato de ter sido utilizado meio de
cultura solido enriquecido, pois nestas condico@$eéecido ao fungo um ambiente 6timo
para seu desenvolvimento, o que pode néo ser eadonsobre a cuticula do inseto. E o
quarto ponto seria a elevada concentracdo fungilizada sobre as placas, pois a aplicacao
de 16 con.mi* pode ter contribuido para elevada proliferacaaifta) ndo permitindo desta
forma a visualizacao do halo de inibig&o.
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Figura 14. A. Auséncia de halo de inibicdo ao redor dos discos
embebidos no muco produzido por larvasSdecalcitransndo expostas
ao isolado CG 420 de lecanii B. Visualizacao da placa com auxilio de
microscoépio estereoscopico.

Figura 15. A. Auséncia de halo de inibicho ao redor dos discos
embebidos no muco produzido por larvasSdecalcitransexpostas ao
isolado CG 420 dé. lecanii B. Visualizagcdo da placa com auxilio de
microscoépio estereoscopico.
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Figura 16. A. Auséncia de halo de inibicdo ao redor dos discos
embebidos no macerado de larvasSiiemoxys calcitransdo expostas
ao isolado CG 420 dkecanicillium lecanij B. Visualizacdo da placa
com auxilio de microscopio estereoscoépico.

Figura 17. A. Auséncia de halo de inibicdo ao redor dos discos
embebidos no macerado de larvasSlemoxys calcitrangxpostas ao
isolado CG 420 déecanicillium lecanii B. Visualizagdo da placa com
auxilio de microscopio estereoscoépico.
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5 CONCLUSOES

Apés avaliacdo do experimento em condi¢des contaslde laboratério, pode-se concluir
que:

1. O fungolL. lecaniifoi incapaz de inviabilizar ovos, larvas ou pupasS. calcitrans
nas concentragbes fangicas testadas, quando estsss fforam avaliadas
individualmente, entretanto, foi capaz de interfen desenvolvimento desta mosca,
reduzindo a emergéncia de adultos;

2. O muco e macerado total de larvas Sle calcitranspreviamente expostas e nao

expostas ao isolado CG 420 de lecanii ndo impedem ou reduzem o
desenvolvimento fungico em meio de cultura sélidibqeiecido.

36



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOTT, W. S. A method of computing the effectiveaef an insecticiddournal of
Economic Entomology v. 18, n. 2, p. 265-267, 1925.

AGUIAR-VALGODE, M.; MILWARD-DE-AZEVEDO, E. M. V. Deermination of thermal
requirements o$tomoxys calcitrand..) (Diptera, Muscidae) under laboratory condigo
Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz v.87, Suplemento 1, p.11-20, 1992.

ALVES, S. B.Controle Microbiano de Insetos 2 ed., Sdo Paulo: FEALQ, 1998, 1163p.

ANGEL-SAHAGUN, C. A.; LEZAMA-GUTIERRES, R.; MOLINAOCHOA, J.;
GALINDO-VELASCO, E.; LOPEZ-EDWARDS, M.; REBOLLEDOPOMINGUEZ, O.;
CRUZ-VARQUEZ, C.; REYES-VELAZQUEZ, W. P.; SKODA, B.; FOSTER, J. E.
Susceptibility of biological stages of the horn fljHaematobia irritans to
entomopathogenic fungi (HyphomycetesR005. Disponivel em:
<http://www.insectscience.org>. Acesso em: abri2@@e9.

ANGELDO, I. C. Avaliagaan vitro dos efeitos désaria farinosa I. fumosorosea
Paecilomyces lilacinue Lecanicillium lecaniisobreBoophilus microplus2007. 49f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinariashivédsidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, 2007.

ASKARY, H.; BENHAMOU, N.; BRODEUR, J. Ultrastructarand Cytochemical
Characterization of Aphid Invasion by the Hyphontgdéerticillium lecanii Journal of
Invertebrate Pathology, v. 74, n. 1, p. 1-13, 1999.

BAILEY, D. L.; WHITFIELD, T. L.; LA BRECQUE, G. CLaboratory biology and
techniques for mass producing the stable flieg®toys calcitrans (L.) (DIPTERA:
MUSCIDAE). Journal of Medical Entomology, v. 12, n. 2, p. 189-193, 1975.

BARSON, G.; RENN, N.; BYWATER, A. F. Laboratory duation of six species of
entomopathologenic fungi for the control of Hou$e (Musca domestigd..) a pest of
intensive animal unitslournal of Invertebrate Pathology, v. 64, n. 2, p. 107-113, 1994.

BAYOH, M. N.; LINDSAY, S. W. Temperature-relatedrdtion of aquatic stages of the
Afrotropical malaria vector mosquito Anopheles gamelin the laboratoryMedical and
Veterinary Entomology, v. 18, p. 174-179, 2004.

BIRKEMOE, T.; SOLENG, A.; AAK, A. Biological conticof Musca domesticand
Stomoxys calcitranBy mass releases of the parasi®mhlangia cameroron two Norwegian
pig farms.Biocontrol, v. 54, n. 3, p. 425-436, 20009.

BITTENCOURT, A. J. Aspectos clinico - epidemiolégicdeStomoxys calcitran@.innaeus,
1758) em bovinos e equinos em Espirito Santo doaPinSP1998. 120 f. Tese (Doutorado
em Parasitologia Veterinéria) — Universidade Fddeuaal do Rio de Janeiro, Seropédica,
1998.

37



BITTENCOURT, A. J.; MOYA-BORJA, G. E. Flutuacdo saml deStomoxys calcitranem
bovinos e equinos no municipio de Espirito Sant@iddal, Sdo Paulo, BrasRevista da
Universidade Rural — Série Ciencias da Vidav. 22, p. 101-106, 2000, Suplemento.

BITTENCOURT, A. J.; MOYA-BORJA, G. EStomoxys calcitran@.innaeus, 1958)
(Diptera, Muscidae): preferéncia por locais do oaip bovinos para alimentac&evista
Brasileira de Zoociénciasv. 4, n. 1, p.75-83, 2002.

BITTENCOURT, A. J.Stomoxys calcitrans - A Mosca dos Estabulog ed., Seropédica:
Avelino José Bittencourt, 2007. v. 1.

BOULANGER, N.; MUNKS, R. J. L.; HAMILTON, J. V.; VUELLE, F.; BRUN, R;
LEHANE, M. J.; BULET, P. Epithelial Innate ImmunitA novel antimicrobial peptide with
antiparasitic activity in the blood-sucking ins&tbmoxys calcitrang he Journal of
Biological Chemistry, v. 277, n. 51, p. 49921-49926, 2002.

BRITO, L. G. Flutuagéo sazonal @ermatobia hominigLinnaeus Jr., 1981) (Diptera:
Cuterebridae) através de peles de bovinos recétidabao matadouro do municipio de
Pirai-RJ e infestagéo artificial do berne em sugeguinos. 2000. 77 f. Dissertacéo
(Mestrado em Parasitologia Veterinaria) — Univaadiel Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, 2000.

BRUCE, W. N.; DECKER, G. C. The relationshipStbmoxys calcitranabundance to milk
production in dairy catllelournal of Economic Entomology v. 51, n. 3, p. 269-274, 1958.

BURALLI, G. M.; BORN, R. H.; GEROLA, O.; PIMONT, MP. Soil disposal of residues
and the proliferation of flies in the state of $&aulo.Water Science and Technologw. 19,
n. 8, p. 121-125, 1987.

CAMPBELL, J.B.; WHITE, R.G.; WRIGH, J.E.; CROOKSHAN R.; CLANTON, D.C.
Effects of Stable flies on weight gains and fedttieincy of calves on growing or finishing
rations.Journal of Economic Entomology v. 70, n. 5, p. 592-594, 1977.

CAMPBELL, J.B.; BERRY, I.L.; BOXLER, R. L.; CLANTOND.C.; DEUTSCHER, G. H.
Effects of Stable flies (Diptera:Muscidae) on weighin and feed efficiency of feedlot cattle.
Journal of Economic Entomology v. 80, n. 1, p.117-119, 1987.

CANDIDO-SILVA, J. A.; ZANAROTTI, G. M.; GALLINA, A. P.; ALMEIDA, J. C.
Developmental Regulation of BASGAMP-1, a Gene Emgpdn Antimicrobial Peptide in the
Salivary Glands of Bradysia hygida (Diptera, Sclag).Genesisv. 45, p. 630-638, 2007.

CARN, V. M. The role of dipterous insects in theaanical transmission of animal virusis.
British Veterinary Journal , v. 152, n. 4, p. 377-391, 1996.

CARRERA, M.Insetos de Interesse Médico VeterinarioCuritiba: Editora da UFPR, 1991,
228p.

CASTRO, B. G.; SOUZA, M. M. S.; BITTENCOURT, A. kolamento de espécies
enterobacterianas eBtomoxys calcitran€iéncia Rural, v. 38, n. 9, p. 2654-2657, 2008.

38



CHRISTMAS, P. E. Laboratory rearing of the bitirg $tomoxys calcitraniptera:
Muscidae), p. 446-449, 1970. Disponivel em:
http://www.ento.org.nz/nzentomologist/free_issuekiine%204-4-45-49.pdf. Acesso em: 13
mar. 2005.

CILEK, J. E.; GREENE. G. L. Stable fly (Diptera: Btidae) insecticide resistance in Kansas
cattle feedlotsJournal of Economic Entomology v. 87, n. 2, p. 275-279, 1994.

COSTA, V. A,; BERTI-FILHO, E.; SILVEIRA-NETO, S. Pasitéides (Hymenoptera:
Chalcidoidea) de moscas sinantropicas (Diptera:Mas¢ em aviarios de Echapora, SP.
Arquivos do Instituto biolégico de Sao Paulpv.71, n. 2, p. 203-209, 2004.

CRUZ-VAZQUEZ, C.; GARCIA-VAZQUEZ, Z.; FERNANDEZ-RU¥LCABA, M.;
GEORGE, J. E. Susceptibility 8tomoxys calcitran® permethrin in dairy farms of
Aguascalientes, Méxicd/eterinaria México, v.36, n. 4, p. 485-490, 2005.

CUTHBERTSON, A. G. S.; WALTERS, K. F. A. Pathogetyof the entomopathogenic
fungus,Lecanicillium muscariumagainst the sweetpotato whiteBgmisia tabacunder
laboratory and glasshouse conditioky.copathologia, v. 160, n. 4, p. 315-319, 2005.

DE FARIA, M. R.; WRAIGHT, S. T. Mycoinsecticides @amMycoacaricides: A
comprehensive list with worldwide coverage andrimaéional classification of formulation
types.Biological Control, v. 43, n. 3, p. 237-256, 2007.

DRUMMOND, R.O.; BRAM, R. A.; KONNERUP, N. Animal sts and world food
production. In: LEANING, H. D; GUERRERO, J. (Ed.h& economic impact of parasitism
in cattle,Proceedings of the MSD AGVET Symposiump. 9-24, 1987.

FERNANDES, E. K. K.; BITTENCOURT, V. R. E. P. Entopathogenic fungi against
South American tick specieSxperimental and Applied Acarology, v. 46, n. 1-4, p. 71-93,
2008.

FOIL, L. D.; HOGSETTE, J. A. Biology and control @banids, Stable flies and horn flies.
Revue scientifique technique - International Officeof Epizootics v.13, n. 4, p. 1125-1158,
1994.

FORSTER, M.; SIEVERT, K.; MESSLER, S.; KLIMPEL, FEFFER, K. Comprehensive
study on the occurrence and distribution of pathagmicroorganisms carried by
synanthropic flies caught at different rural looas in GermanyJournal of Medical
Entomology, v. 46, n.5, p.1164-1166, 2009.

FU, P.; WU, J.; GUO, G. Purification and Moleculdentification of an Antifungal Peptide
from the Hemolymph oMusca domesticéhousefly).Cellular & Molecular Immunology ,
V. 6, n. 4, p. 245-251, 2009.

FURMAN, D. P.; CATTS, E. PManual of Medical Entomology. 4 Ed, Cambridge:
University Press, 1982, 207 p.

GAMS, W.; ZARE, R. A revision o¥erticillium sectionProstratalll. Generic classification.
Nova Hedwigia v. 72, n. 3-4, p. 329-337, 2001.

39



GILLES, J.; DAVID, J. F.; DUVALLET, G. Temperatuedfects on development and
survival of two stable flieStomoxys calcitrangandStomoxys niger niggDiptera:
Muscidae), in la Réunion Islandburnal of Medical Entomology, v. 42, n. 3, p. 260-265,
2005.

GRISI, L.; MASSARD, C. L.; MOYA BORJA, G. E.; PEREA, J. B. Impacto econémico
das principais ectoparasitoses em bovinos no BHaih Veterinaria, v. 21, n. 125, p. 8-10,
2002.

GUIMARAES, J. H. Moscas- Biologia, ecologia e coter Agroquimica Ciba-Geigy,n.21,
p. 20-26,1983.

GUIMARAES, J. H. Mosca dos estabulos- Uma impoggraga do gadégroquimica
Ciba-Geigy,n.23, p. 10-14, 1984.

GUIMARAES, J. H. Moscas sinantropicas — Perspestil@manejo integrado em aviarios no
estado de Sdo Pauldgroqguimica Ciba-Geigy, n.28, p. 10-15, 1986.

HALL, R.A. Laboratory studies on the effects of §irides acaricides and insecticides on the
entomopathogenic fungierticillium lecanii Entomologia Experimentalis et Applicatg v.
29, p. 39-48, 1981.

HOGSETTE, J. A. Management of ectoparasites witkolgical control organisms.
International Journal for Parasitology, v. 29, p. 147-151, 1999.

HOGSETTE, J. A.; RUFF, J. P.; JONES, C. J. Stdglbiblogy and control in northwest
Florida.Journal of Agricultural Entomology . v. 4, n. 1, p. 1-11, 1987.

HUNT, D. W. H. Absence of fatty acid germinatiothnibitors for conidia of beauveria
bassiana on the integument of the bark beetle detairus ponderosae (coleoptera:
scolytidae).The Canadian Entomologistv. 118, p. 837-838, 1986.

JONES, C. M. Stable Flies. In: SMITH, C.Msect Colonization and Mass Producion.
New York: Academic Press, 1966, p. 145-152.

KILLOUGH, R. A.; MCKINSTRY, D. M. Mating and ovipagon studies of the Stable fly.
Journal of economic entomologyv. 58, n. 3, p.489-491, 1965.

KIM, J. J. Influence of_ecanicillium attenuaturon the development and reproduction of the
cotton aphidAphis gossypiiBioControl, v. 52, n. 6, p. 789-799, 2007.

KUNZ, S. E.; KEMP, D. H. Insecticides and acarigdBResistance and environmental
impact.Revue Scientifique Et Techniquev. 13, n. 4, p. 1249-1286, 1994.

LECUONA, R. E.; TURICA, M.; TAROCCO, F.; CRESPO, D. Microbial control of
Musca domesticéDiptera:Muscidae) with selected straindBefauveria bassianadournal of
Medical Entomology, v. 42, n. 3, p. 332-336, 2005.

LOUREIRO,E. S.; OLIVEIRA, N.C. ; WILCKEN, C.F.; BATISTA FILKD, A.; PESSOA,
L.G.A. Primeiro relato de epizootia tkcanicillium (= Verticillium) lecanii (zimm.) Viegas
(classe-forma: hyphomycetes) ao pulgéo-do-pQinsra atlantica(Hemiptera: Aphididae)

40



no estado de Sao Paukrquivos do Instituto Biologico de S&o Paulpv.71, n.4, p. 515-
516, 2004.

LUZ, C.; TIGANO, M. S.; SILVA, I. G.; CORDEIRO, Q\. T.; ALJANABI, S. M.
Selection oBeauveria bassianandMetarhizium anisopliaésolates to control riatoma
infestansMemoarias do Instituto Oswaldo Cruz v. 93, n. 6, p. 839-846, 1998.

LYSYK, T. J. Adult resting and larval developmergéks of Stable flies and House flies
(Diptera: Muscidae) on dairies in Albertrurnal of Economic Entomology v.86, n. 6,
p.1746-1753, 1993.

MATTOS-JUNIOR, D. G. O impacto econdmico causada pgao das principais moscas
que atacam o gado brasileifohora veterinaria, v. 6, n. 34, p.55-60, 1986.

MCPHERON, L. J.; BROCE, A. B. Environmental compotseof pupariation-site selection
by the Stable fly (Diptera: Muscida&nvironmental Entomology, v. 25, n.3, p. 665-671,
1996.

MELLO, R. P. Estudos de alguns aspectos de desemaito biologico e do
comportamento, em laboratdrio, 8®moxys calcitrangLinnaeus, 1758) (Diptera:
Muscidae). 1989. 141f. Tese (Doutorado em Mediviegrinaria — Parasitologia
Veterinaria) — Universidade Federal Rural do Riddeeiro, Seropédica, 1989.

MEYER, J. A.; PETERSEN, J. J. Characterization semsonal distribution of breeding sites
of stable flies and house flies (Diptera: Muscidae)Eastern Nebraska feedlots and dairies.
Journal of Economic Entomology v. 76, n. 1, p. 103-108, 1983.

MOCHI, D. A.; MONTEIRO, A. C.; MACHADO, A. C. R. Biciency of entomopathogenic
fungi in the control of eggs and larvae of the hityrHaematobia irritangDiptera:
Muscidae) Veterinary Parasitology (2009)%, doi: 10.1016/j.vetpar.2009.09.046.

MOCHI, D. A.; MONTEIRO, A. C.; MACHADO, A. C. R.; OSHIDA, L.
Entomopathogenic fungal activity against pupaeadhdtHaematobia irritangDiptera:
Muscidae) Veterinary Parasitology (2009, doi: 10.1016/j.vetpar.2009.10.002.

MONTEIRO, S. G.; BAHIENSE, T. C.; BITTENCOURT, V..IE. P.; A¢édo do fungo
Beauveria bassian@Balsamo) Vuilleemin, 1912 sobre a fase parasitdiaarrapato
Anocentor nitengNeumann, 1897) Schulze, 1937(Acari: Ixodid&&$gncia Rural, v. 33, n.
3, p- 559-563, 2003.

MORAES, A. P. RStomoxys calcitran€stabelecimento de colonia e efeitoMietarhizium
anisopliaesobre seus estagios imaturos. 2007. 65f. Dissertdestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Universidade Federal Rural do Ridaneiro, Seropédica, 2007.

MORAES, A. P. R.; ANGELO, I. C.; FERNANDES, E. K.,KBITTENCOURT, V. R. E.P.;
BITTENCOURT, A. J.Virulence ofMetarhizium anisoplia¢go Eggs and Immature Stages of
Stomoxys calcitrang\nimal Biodiversity and Emerging Diseases: Annalsfathe New

York Academy of Sciencesv. 1149, p. 384-387, 2008.

41



NEVES, D. P.; FARIA, A. C. Profundidade de empumagéStomoxys calcitranfiptera,
Muscidae) e presenca de microhimenopteros pamds#dias pupaRevista Brasileira de
Biologia, v.48, n. 4, p. 911-913, 1988.

PAIVA, D. P. Controle integrado de moscas em ceagiie suinosSuinocultura dinamica,
n. 12, 1994.

PRADE, C. A.; DAL SOGLIO, F. K.; WOLFF, V. R. S.;GMERO, M. Y. Ocorréncia de
fungos filamentosos associados as cochonilhas-soode (Hemiptera:Diaspididae) em
pomar de citrus no municipio de Taquari — B$ociéncias v. 15, n. 1, p. 68-72, 2007.

RIVALIER, E.; SEYDEL, S. Nouveau procede de cultate lames gélosées appliqué a
létude microspique dés champignos deteighArrals of Parasitology v. 10, p. 444-452,
1932 apud SENNA-NUNES, M. S. Isolamento, identif@a e avaliagdo da patogenicidade
vitro de fungos enMusca domestiga.innaeus, 1758 (Diptera: Muscidae), capturadas em
dois criadouros no municipio de Seropédica. 2090.Tese (Doutorado em Parasitologia
Veterinaria) — Universidade Federal Rural do Riddeeiro, Seropédica, 2000.

RUIU, L.; SATTA, A.; FLORIS, I. Immature House FHiusca domestigaControl in
Breeding Sites With a Ne®revibacillus laterosporugormulation Environmental
Entomology, v.37, n. 2, p. 505-509, 2008.

SAMPAIO, I.B.M. Estatistica aplicada a experimentacdo animaR Ed. Belo Horizonte:
Fundacado de Ensino e Pesquisa em Medicina Veteri@aootecnia, 2002. 265p.

SCORSETTI, A. C.; HUMBER, R. A.; DE GREGORIO, CASTRA, C. C. L. New
records of entomopathogenic fungi infectBgmisia tabacandTrialeurodes vaporariorum,
pests of horticultural crops, in Argentiriocontrol, v. 53, p. 787-796, 2008.

SENNA-NUNES, M. S. Isolamento, identificacdo e sagdo da patogenicidadevitro de
fungos emMusca domestichinnaeus, 1758 (Diptera: Muscidae), capturadasi@sn
criadouros no municipio de Seropédica. 2000. Teé$e (Doutorado em Parasitologia
Veterinaria) — Universidade Federal Rural do Riddeeiro, Seropédica, 2000.

SENNA-NUNES, M. S. Avaliacam vitro dos fungogAspergillus flavug Penicillium
corylophylumem larvas d&lusca domesticéDiptera:Muscidae)Parasitologia
latinoamericana, v. 57, n. 3-4, p. 134-140, 2002.

SERRA-FREIRE, N. M.; MELLO, R. FEntomologia e acarologial Ed. Rio de Janeiro:
L.F Livros, 2006. 200p.

SHAH, P. A.; PELL, J. K. Entomopathogenic fungitaslogical control agent®pplied
Microbiology and Biotechnology, v. 61, p. 413-423, 2003.

SKODA, S. R.; THOMAS, G. D.; CAMPBELL, J. B. Devg@mental sites and relative

abundance of immature stages of the Stable flytdb@oMuscidae) in beef cattle feedlot pens
in eastern Nebraskdournal of Economic entomologyv. 84, n.1, p. 191-197, 1991.

42



SOULSBY, E. J. LParasitologia y Enfermidades parasitarias en los amales
domésticos 7. Ed. México: Nova Editorial Interamericana, 19823p.

STEENBERG, T.; HUMBER, R. A. Entomopathogenic ptiedrof Verticillium and
Acremoniunspecies (Deuteromycotina: Hyphomycetdsurnal of Invertebrate
Pathology, v. 73, p. 309-314, 1999.

STEENBERG, T.; JESPERSEN, J. B.; JENSEN, K.-M.NELSEN, B. O.; HUMBER, R.
A. Entomopathogenic Fungi in Flies Associated igstured Cattle in Denmatournal of
Invertebrate Pathology, v.77, p.186-197, 2001.

TERRY, D. W.; CARROLL,P.J. Summer mastitis: transsion by blood feeding flieShe
Veterinary Record, v. 123, n. 11, p. 304, 1988.

VU, V. H.; HONG, S.; KIM, K. Selection of entomoatgenic Fungi for Aphid control.
Journal of Bioscience and Bioengineeringv. 104, n. 6, p. 498-505, 2007.

WATSON, D. W.; GEDEN, C. J.; LONG, S. J.; RUTZ, B. Efficacy of Beauveria bassiana
for controlling the house fly and stable fly (Dipge Muscidae)Biological control, v. 5, n. 3,
p. 405-411, 1995.

WIEMAN, G.A.; CAMPBELL, J. B.; DESHAZER, J. A.; BERY, I. L. Effects of Stable
flies (Diptera: Muscidae) and heat stress on wajgim and feed efficiency of feeder cattle.
Journal of Economic Entomology v. 85, n. 5, p.1835-1842, 1992.

ZARE, R.; GAMS, W. A revision o¥erticillium sectionProstratalV. The genera
LecanicilliumandSiplicillium gen. novNova Hedwigia n. 1-2, v. 73, p. 1-50, 2001.

43



