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RESUMO

REZENDE, Sabrina Rita da Fonseca. Fungos entomopatogénicos no controle do
Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) como estratégia de
biosseguridade na avicultura. 2009. 46 p. Dissertacao (Mestrado em Zootecnia). Instituto de
Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

Objetivou - se com este trabalho avaliar a agdo in vitro de isolados de Beauveria bassiana,
Cladosporium sp. e Trichoderma sp.. e sua entomopatogenicidade no controle do Alphitobius
diaperinus conhecido como “cascudinho”. Buscou-se também avaliar a inocuidade do fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana em frangos de corte avaliada por desempenho da
produtividade, andlises hematoldgicas e histopatologicas. No primeiro ensaio larvas e adultos
de cascudinho foram inoculados com suspensdes de conidios das trés espécies de fungos, na
concentracdo de 107 conidios.mL™ e observadas por um periodo de dez dias. Os resultados
foram submetidos ao teste do Qui-Quadrado (Xz), onde pode se observar uma maior
mortalidade dos besouros para o isolado de B. bassiana em comparagdo com os isolados de
Cladosporium sp. e Trichoderma sp., quando verificou-se que larvas foram mais suscetiveis
do que os adultos. Face a esses resultados, foi avaliada a entomopatogenicidade de B.
bassiana por inoculagdo de 200 larvas e 200 insetos adultos com suspensdes de conidios nas
concentracdes de 10°, 107 ¢ 10® conidios.mL™". Os insetos foram observados durante dez dias,
e os resultados submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade. A mortalidade nas larvas foi significativa a partir do quarto dia
com a menor concentra¢do, e a mortalidade nos adultos somente foi significativa a partir do
quinto dia na concentracao de 10® conidios.mL™. No teste de inocuidade foram utilizados 240
frangos de corte da linhagem comercial Cobb, alojados em baterias metalicas com vinte e
quatro compartimentos de 0,90 x 0,85 x 0,40 metros. A distribuicdo das aves foi inteiramente
casualizada e os tratamentos distribuidos em um delineamento experimental em blocos ao
acaso, contando com quatro tratamentos e seis repeticdes, onde foram aplicados os seguintes
programas: T1 — controle (solucdo salina + tween); T2 — suspensdo com 10° conidios.mL™;
T3 — suspensdo com 10’ conidios.mL™"; T4 — suspensdo com 10® conidios.mL™". A inoculagio
ocorreu no 14° e 28° dia de vida das aves e para cada tratamento foi utilizado 0,5 mL para
inoculagdo oral e uma gota para inoculacdo nasal. Os resultados foram analisados com base
na analise de variancia, e as médias comparadas por teste de Newman-Keuls, a 5 % de
probabilidade. Nao houve diferencas estatisticas no ganho de peso e no consumo de racao

~ 8 ’qe -1 .
entre os tratamentos, embora na concentracdo 10° conidios.mL™ tenha ocorrido menor ganho



de peso em relacdo a concentracao 10° conidios.mL™. Nesta concentracdo a conversio
alimentar foi estatisticamente igual ao controle, com resultados piores que os demais
tratamentos. Nao houve diferenca estatistica para viabilidade. Os resultados quanto ao
rendimento de carcaga, pesos absolutos e relativos do coracdo e figado, ndo foram
influenciados significativamente pelas concentragdes de fungos. No hemograma foi
observado aumento significativo do nimero de leucocitos totais (leucocitose) para o grupo
que recebeu a maior concentracdo de fungo. Em relagdo ao leucograma, pode-se observar
diferenca estatistica, com aumento significativo do nimero de leucdcitos totais, linfocitos,
heter6filos e mondcitos, para a concentragio 10° conidios.mL . Os resultados
histopatologicos nao revelaram presenga de lesdes aparentes no pulmdo e na bursa de
Fabricius, em nenhuma das concentracdes de fungos testadas. Todavia, a andlise
histopatologica do figado revelou necrose de coagulacdo focal e infiltrado leucocitario
constituido por heteréfilos e células mononucleadas, principalmente em torno dos ductos
biliares, os quais ndo apresentaram lesdes aparentes e arranjo celular dentro dos padrdes de
normalidade. Estas lesdes foram moderadas no tratamento com a concentragio 10’ e mais
acentuadas no tratamento com a concentragdo 10°. Os estudos mostram a eficiéncia do isolado
de Beauveria bassiana no controle do Alphitobius diaperinus, indicando ser este um fungo
promissor no controle da praga, embora mais eficiente no controle das larvas. Embora nao
tenha ocorrido alteragdo substancial, as pequenas alteragdes histopatologicas e hematoldgicas
podem ter sido decorrentes do severo desafio a que foram submetidos. Indicando uma
possivel relacdo dose-efeito do produto bioldgico. Entretanto, sdo ainda necessarios mais
estudos para definir de forma mais precisa a aplicacdo deste agente de controle no manejo do

cascudinho, levando sempre em consideragdo a relacao custo-beneficio.

Palavras-chave: Alphitobius diaperinus. Frango de corte. Fungos entomopatogénicos.



ABSTRACT

REZENDE, Sabrina Rita da Fonseca. Entomopathogenic fungi control of the Alphitobius
diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) as a biosecurit strategy in poultry
production. 2009. 46 p. Dissertation (Master Science in Animal Science). Instituto de
Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The objective of this study was to assess the action in vitro of isolates of Beauveria bassiana,
Cladosporium sp. and Trichoderma sp.. and control their entomopathogenic Alphitobius
diaperinus known as "lesser mealworm." The objective was also to evaluate the safety of the
entomopathogenic fungus Beauveria bassiana in broiler performance measured by
productivity, hematological and histological analysis. In the first test of lesser mealworm
larvae and adults were inoculated with conidia suspensions of the three species of fungi, at
concentration of 10’ conidios.mL" and observed for a period of ten days. The results were
submitted to the qui-squared (%2), which could be observed a higher mortality of beetles for
strain of B. bassiana compared with the strains of Cladosporium sp. and Trichoderma sp.
These results also showedthat the larvae were more susceptible than the adults. Faced with
these results, an assessment was made of entomopathogenic B. bassiana by inoculation of 200
insect larvae and 200 adults with suspensions of conidia at concentrations of 10°, 10" and 10*
conidios.mL-'. The insects were observed for ten days, and the results submitted to analysis of
variance and the averages compared by the Kruskal-Wallis test at 5% significance. The
mortality in the larvae was significant after the fourth day with the lowest concentration, and
mortality was significant only in adults after the fifth day in the concentration of 10°
conidios.mL™". In the safety test were used 240 broiler chickens from the commercial line
Cobb, housed in metal batteries with twenty-four compartments of 0.90 x 0.85 x 0.40 meters.
The distribution of birds was completely random and treatments were distributed in an
experimental design in randomized blocks, with four treatments and six replications: T1 -
control (saline + tween), T2 - suspension with 10° conidios.mL™, T3 - suspension with 10’
conidios.mL-', and T4 - suspension with 10° conidios.mL™. The inoculation was performed
on the 14th and 28th days of age and each treatment used 0.5 mL for oral inoculation and a

drop for nasal inoculation. The results were analyzed based on the analysis of variance, and



the averages compared by Newman-Keuls test, with 5% significance. There were no
statistical differences in weight gain and feed intake between treatments, although in the 10°
conidios.mL™ concentration occurred a lower weight gain compared to 10° concentration
conidios.mL™". At this concentration, the feed conversion was equal to control, with lower
results than the other treatments. There was no statistical difference for viability. Regarding
weight gain, the absolute and relative heart and liver weights were not significantly affected
by concentrations of fungi. The blood evaluation showed significant increase in the total
number of leukocytes (leukocyteses) in the group that received the highest concentration of
fungus. Compared to white blood cell, there was statistical difference, with increase in the
total number of leukocytes, lymphocytes, monocytes and heterophils at the concentration 10°
conidios.mL . The histopathological analysis revealed no apparent lesions in lungs and
Fabricius’ bursa , at any concentrations of fungi tested. However, the histopathological
analysis revealed liver necrosis with focal coagulation and infiltrated leukocyte presenting
heterophils and mononuclear cells, mainly around the bile duct, which showed no apparent
injuries and cellular arrangement within the normal range. These lesions were moderate at the
concentration 10’ and more pronounced at 10°. Studies show the efficiency of Beauveria
bassiana isolatedin the control of Alphitobius diaperinus, indicating that the B bassiana is a
promising fungus on pest control, although more efficient in larvaecontrolling . Although no
substantial change has occurred, the small hematological and histopathological changes may
have caused the severe challenge they have suffered, indicating a possible dose-effect
relationship of organic product. However, further studies are still needed to define more
precisely the application of this control agent in the management of lesser mealworm, always

considering the cost-benefit ratio.

Key words: Alphitobius diaperinus. Broiler. Entomopathogenic fungi.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil estd consolidado pela alta produtividade da atividade agropecuaria, dentro da
qual a avicultura de corte vem se destacando no cenario internacional, representando um
importante segmento agroindustrial, sendo uma das atividades mais dinamicas e avancadas
tecnologicamente. Qualidade e baixos custos sdo fatores que colocam o Brasil como o 3°
maior produtor de carne de frango e o 1° maior exportador de carne de frango do mundo
(UBA, 2009).

Segundo dados divulgados pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), a producdo global de carne de frangos em 2008 esta prevista em 74,237 milhdes de
toneladas. O USDA prevé que a produgdo brasileira cres¢a 10,8% no ano de 2008 com uma
projecdo para 11,417 milhdes de toneladas em relagdao a 2007, quando atingiu 10,305 milhdes
de toneladas (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2009).

Entre janeiro e outubro de 2008 as exportacdes de carne de frango totalizaram
embarques de 3,1 milhdes de toneladas, registrando um crescimento de 17% na comparagao
com o mesmo periodo de 2007. Nesses 10 meses de 2008 a receita cambial somou US$ 6
bilhdes, o que representa um aumento de 54% na mesma comparacio (ABEF, 2008).

Este crescimento tem estimulado praticas de manejo como o aumento do niimero de
aves por metro quadrado de alojamento, aumento do nimero de lotes sobre a mesma cama e
intervalos entre lotes algumas vezes reduzido. Esses fatores parecem contribuir para a
multiplicagdo de microrganismos e para o aumento populacional de insetos.

Nos sistemas atuais de criagao de frangos de corte, as praticas de manejo aliadas as
formas de confinamento favorecem a ocorréncia de uma das espécies que melhor se adaptou
aos aviarios: o Alphitobius diaperinus, (Panzer 1797), conhecido popularmente como
cascudinho (PAIVA, 2000), tornando-se praga de grande importancia em avidrios industriais.

O avidrio necessita de uma série de condigdes para conforto dos animais, tais como
temperatura, umidade, ventilacdo, agua e alimento apropriado, favorecendo a permanéncia e
desenvolvimento desses insetos. Segundo Chernaki e Almeida (2001), o ciclo total de A.
diaperinus a temperatura constante de 28°C ¢ de 42,5 dias, o que indica que a cada novo lote
de frangos ocorre uma nova geracao de insetos, podendo cada fémea produzir mais de 2 mil
ovos (STEELMAN, 1996).

O comportamento de A. diaperinus também predispde a um aumento populacional,
devido a sua permanéncia a cada troca de cama. Com isto, ja no primeiro lote, ¢ registrado um

alto nivel de infestacdo, que tende aumentar de lote a lote (MATIAS, 1992).



O cascudinho ¢ responsavel por diversos problemas que afetam direta ou
indiretamente as aves, servindo de alimento alternativo para as aves, o que diminui 0 consumo
de racado, resultando em perda no ganho de peso quando comparadas as aves que se alimentam
normalmente (MATIAS, 1992). Outros problemas estdo associados a esses insetos, como por
exemplo, adultos e larvas sdo capazes de perfurar a pele da ave, com suas mandibulas, na base
dos pés, onde se alimentam do exsudato sanguineo. Constitui-se em reservatorio de patogenos
de fundamental importincia para avicultura, como bactérias, virus, fungos, protozoarios e
platelmintos parasitos prejudiciais as aves (DESPINS et al., 1994; DESPINS e AXTELL,
1995; MCALLISTER et al., 1995).

Uma possibilidade de controle, citada pela literatura atual € o controle microbiano, isto
¢, o uso de seres vivos para controlar pragas, uma vez que utiliza inimigos naturais para
manter a populagdo a ser controlada abaixo dos niveis que caracterizam dano econdmico,
evitando ao mesmo tempo, abalos ambientais oriundos do uso inadequado de inseticidas
quimicos.

Neste dmbito, fungos entomopatogénicos sdo recomendados em programas de controle
biologico devido ao fato de se comportarem freqiientemente como inimigos naturais de uma
grande variedade de artrépodes, além de possuirem um grande potencial de dispersdo, sdao
especializados em infectar seus hospedeiros através de conidios que se fixam para germinar e
penetrar no tegumento (WHITTAKER, 1969). Tais microorganismos foram os primeiros
patdgenos de insetos a serem utilizados no controle bioldgico de artropodes.

De acordo com Chandler et al. (2000), uma vez estabelecida a interagdo entre fungos
entomopatogénicos e artrépodes, o patdogeno se multiplica nos tecidos moles do hospedeiro,
provocando sua morte por septicemia o periodo compreendido entre trés a dez dias apos a
infeccdo, por provocar perda de dgua, privacdo de nutrientes, danos mecanicos graves € acao
de toxinas especificas inerentes ao fungo (CONNOLE, 1969). Outra vantagem deste tipo de
controle ¢ a grande variabilidade genética observada na biologia destes patogenos,
favorecendo com isso o surgimento de novas espécies em resposta as modificagdes do
ambiente durante o processo evolutivo (ALVES, 1998).

Resultados oriundos de aplicagdes in Vvitro demonstram percentuais de eficacia
interessantes, tendo como objetivos principais selecionar as cepas fungicas mais virulentas e
elucidar a importancia das condi¢cdes ambientais necessarias 8 manutencao de sua eficacia em
aplicagdes a campo. Estudos voltados ao conhecimento da patogenicidade a artropodes,
comprovam como sendo os fungos os mais promissores bioagentes, tornando-os organismos

capacitados para o uso em controle de artropodes vetores de importantes doengas (ALVES,

2



1998). Buscou-se avaliar a agdo de fungos entomopatogenos (Beauveria bassiana,
Cladosporium sp. e Trichoderma sp.) no controle de Alphitobius diaperinus (Panzer). Bem

como avaliar a inocuidade de Beauveria bassiana sobre o desempenho, hematologia e

hitopatologia de frangos de corte.
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CAPITULO |

PATOGENICIDADE E VIRULENCIA DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS
SOBRE ALPHITOBIUS DIAPERINUS (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae)



RESUMO

O besouro Alphitobius diaperinus (Panzer) popularmente conhecido como cascudinho, é
considerado uma importante praga da avicultura mundial. Por suas caracteristicas
comportamentais ¢ habitos bioldgicos que dificultam seu controle, se constitui em importante
vetor de agentes patogénicos. Este trabalho teve por objetivo avaliar a agdo in vitro de
isolados de Beauveria bassiana, Cladosporium sp. e Trichoderma sp.. no controle do
cascudinho. Larvas e adultos foram inoculados com suspensdes de conidios das trés espécies
de fungos, na concentragdo de 10’ conidios.mL", ¢ observados por um periodo de dez dias.
Os resultados foram submetidos ao teste do Qui-Quadrado (x?), onde pode se observar uma
maior mortalidade dos besouros para o isolado de B. bassiana em comparagdo com os
isolados de Cladosporium sp. e Trichoderma sp., quando verificou-se que as larvas foram
mais suscetiveis do que os adultos. Em face de esses resultados, foi avaliada a
entomopatogenicidade de B. bassiana por inoculagdo de 200 larvas e 200 insetos adultos com
suspensdes de conidios nas concentragdes de 10°, 10’e 10® conidios.mL™. Os insetos foram
observados durante dez dias e os resultados submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. A mortalidade nas larvas foi
significativa a partir do quarto dia com a menor concentragdo, ¢ a mortalidade dos adultos
somente foi significativa a partir do quinto dia na concentragio de 10® conidios.mL™. Os
estudos mostram a eficiéncia do isolado de Beauveria bassiana no controle do Alphitobius
diaperinus, indicando ser este um fungo promissor no controle da praga, embora mais
eficiente no controle das larvas. Entretanto, sdo ainda necessarios mais estudos para definir de
forma mais precisa a aplicacdo deste agente de controle no manejo do cascudinho, levando

sempre em consideracdo a relagdo custo-beneficio.

Palavra-chave: Cama de frango. Alphitobius diaperinus. Beauveria bassiana. Cladosporium

sp.. Trichoderma sp.



ABSTRACT

The beetle Alphitobius diaperinus (Panzer), popularly known as lesser mealworm, is
considered a worldwide pest for the poultry industry. Their biological characteristics and
behavioral habits difficult their control and constitute an important vector of pathogens. The
objective of this work was to evaluate the in vitro effect from isolates of Beauveria bassiana,
Cladosporium sp. and Trichoderma sp. in the biological control of the lesser mealworm.
Larvae and adults of A. diaperinus were inoculated with suspensions of 10’ conidias.mL™" and
observed during ten days. The results were submitted to qui-squared test (y2), where it was
observed a greater mortality of B. bassiana beetles compared to strains of Cladosporium sp.
and Trichoderma sp. being the larvae more susceptible than adults. Considering these results,
B. bassiana entomopathogenicity was further evaluated with 200 larvae and 200 adult insects
with suspensions of conidia at concentrations of 10°, 10" and 10® conidias.mL™". The insects
were observed during ten days and the results were submitted to analysis of variance and the
averages compared by Kruskal-Wallis test at 5% significant. The larvae mortality with the
lowest concentration was significant starting at day four, and the adult mortality was only
observed in the sixth day with the concentration of 10° conidia.mL™. Studies show the
efficiency of Beauveria bassiana isolate in the control of Alphitobius diaperinus, indicating
that the B. bassiana is a promising fungus on pest control, although more efficient in larvae
controlling. However, further studies are still needed to define more precisely the application
of this control agent in the management of lesser mealworm, always considering the cost-

benefit ratio.

Key words: Poultry litter. Alphitobius diaperinus. Beauveria bassiana. Cladosporium sp..
Trichoderma sp.



1 INTRODUCAO

O besouro Alphitobius diaperinus Panzer, conhecido como cascudinho, pertence ao
Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Coledptera e Familia Tenebrionide (PAIVA, 2000).
Constitui-se hoje num dos grandes problemas da avicultura mundial e, embora seja conhecido
como praga secundaria de farinhas, ra¢des e derivados de graos armazenados, adaptou-se as
condi¢cdes dos aviarios, sendo encontrado em alta densidade, colonizando a cama de frango
nas granjas avicolas onde se alimenta de racdo, fezes e animais mortos.

Esse coleoptero tem sido responsavel por grandes prejuizos econdmicos na avicultura,
uma vez que as aves ciscam a cama e acabam por se alimentar do cascudinho, o que reduz o
consumo de ragdo balanceada, alterando significativamente a conversdo alimentar e afetando
o desenvolvimento inicial das aves (MATIAS, 1992). Ao ingerirem esses coledpteros, as aves
também podem sofrer ferimentos no trato digestivo, devido a dureza dos élitros dos insetos
adultos (MATIAS, 1992). Além dos prejuizos acima citados, os besouros da Familia
Tenebrionide, ao serem molestados, liberam uma secrecdo para se defenderem dos
predadores. No caso do A. diaperinus, isolou-se dessa secre¢do, as quinonas, que sao
substancias toxicas e carcinogénicas, que podem levar a lesdes hepaticas, determinando, neste
caso, a condenagdo, do 6rgdo no abatedouro, para o consumo (TSENG et al., 1971). Além
disso, Elowni e Elbiharis (1979) descreveram que suas larvas lesionam a pele das aves,
favorecendo infecgdes secundarias, o que pode interferir na qualidade da carne e satide das
aves.

Os cascudinhos abrigam e sdo potenciais transmissores de bactérias, virus, fungos,
protozoarios e platelmintos, parasitos prejudiciais as aves (DESPINS et al., 1994; DESPINS e
AXTELL, 1995; MCALISTER et al., 1995). Segundo De Las Casas et al. (1972), este inseto
¢ o vetor do virus da leucose aviaria, tendo sido encontrado em seu interior coldnias de
bactérias como Streptococcus sp., Bacillus subtilis, Corynebacterium sp., Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium, além de fungos
como Fusarium sp., Aspergillus flavus e Candida sp.. Dentre os virus, isolados de Alphitobius
diaperinus, foram descritos os causadores da doenga de Gumboro, leucose, doenga de Marek,
Newcastle e rotavirus (EIDSON et al., 1966; DE LAS CASAS et al., 1973). Oocistos de
Eimeria spp. podem sobreviver na cama de frango e serem ingeridos por A. diaperinus, ¢
assim serem consumidos regularmente pelas aves (REYNA et al., 1983; APUYA et al.,,
1994). A transmissao destes patdgenos ocorre quando as aves ingerem larvas e adultos de A.

diaperinus infectados.



Alphitobius diaperinus pode danificar os sistemas de isolamento térmico de galpoes
climatizados, ao perfurar o material isolante, podendo dificultar a obtencdo do conforto
térmico e prejudicar seriamente o desenvolvimento inicial das aves, com resultados
insatisfatorios no ganho de peso ou na produ¢do de ovos (TURNER, 1986).

A limpeza freqliente do aviario, com remog¢ao da cama apds a retirada dos animais, ¢
uma das formas de se reduzir o nimero de insetos, embora seja onerosa ¢ trabalhosa
(STEELMAN, 1996). Estratégias para o controle da praga tornam-se assim infrutiferas, ja que
a maioria estd baseada na utilizagdo de inseticidas quimicos de curto periodo residual, cuja
utilizagdo ¢ limitada pela presencga constante das aves nos aviarios e, ainda que eficientes,
constituem-se em risco para os operadores e para a propria ave. Além disso, os habitos desses
insetos diminuem a eficiéncia das aplicagdes, pois as mesmas sdo feitas apenas na superficie
da cama (ALVES, 1998).

A necessidade de se reduzirem os impactos ambientais, causados pelo uso excessivo
de agrotoxicos e riscos a seguranga no trabalho, tém motivado estudos de formas alternativas
para controle de pragas e, dentre elas, o controle biologico, baseado em entomopatogénicos,
apresenta-se vidvel, principalmente pela seguranca em relacdo as aves. Entretanto, os
microrganismos entomopatogénicos tém se mostrado indcuo aos animais homeotérmicos,
além de nao oferecerem riscos ao produtor € ao meio ambiente. Soma-se a isso a maior
permanéncia desses organismos no ambiente em comparacdo aos produtos quimicos
(CRAWFORD et al., 1998).

Os fungos Entomopatogénicos sdo organismos com grande potencial para o controle
de pragas devido a capacidade de supressao de populagdes de artropodes. Excetuando-se
Beauveria bassiana, ndo existem evidéncias na literatura sobre a eficiéncia da aplica¢ao de
suspensdes de conidios de Cladosporium sp. e Trichoderma sp. no controle de Alphitobius
diaperinus, no entanto, a comprovada a¢ao desses fungos no controle de algumas pragas de
vegetais podem indicar uma potencialidade para sua aplicacao no controle do cascudinho na
avicultura.

No presente trabalho objetivou-se avaliar a acdo dos fungos Entomopatogénicos
Beauveria bassiana, Cladosporium sp. e Trichoderma sp. no controle de “cascudinho”
Alphitobius diaperinus (Panzer) ¢ a quantificacdo da entomopatogenicidade de B. bassiana

sobre A. diaperinus.



2 MATERIAL E METODOS

Os testes in vitro foram realizados no Laboratorio de Micologia do Projeto Sanidade
Animal (PSA) convénio entre a UFRRJ e EMBRAPA, localizado no Municipio de
Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

Os insetos foram coletados em camas de frangos de corte em galpdes avicolas
comerciais de uma empresa verticalizada localizada no Estado do Rio de Janeiro e
transportados até o laboratorio em baldes plasticos vedados com tela.

No laboratério realizou-se a limpeza mecanica das amostras, para eliminagdo de
material contaminado como penas, fezes e ragcdo, além de outros insetos e também com o
objetivo de separar o cascudinho adulto das larvas, que por sua vez foram selecionadas com

aproximadamente um centimetro de comprimento (Figura 1).

Figura 1. A) Coleta dos Alphitobius diaperinus. B) Adultos de Alphitobius diaperinus. C)

Larvas de Alphitobius diaperinus.

2.1 Procedéncia dos isolados

Foram utilizados trés espécies de fungos, o isolado 12 de Beauveria bassiana (obtido
de A. diaperinus), o isolado 08 de Trichoderma sp. (obtidos de amostras de solo) ¢ o isolado
13 de Cladosporium sp. (obtido de “pulgdo”), provenientes da cole¢do da PESAGRO - Rio de

Janeiro — EES (Estacdo Experimental de Seropédica), armazenados em tubos de ensaio

" T

"

contendo meio BDA (batata / dextrose / agar), (Figura 2).

5

Figura 2. A) Isolados de Beauveria bassiana. B) Isolados de Trichoderma sp. e C) Isolados
de Cladosporium sp em meio BDA.
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2.2 Teste de Patogenicidade

As culturas fungicas de B. bassiana, Trichoderma sp. e Cladosporium sp. foram
multiplicadas em tubos contendo meio de cultura BDA (ALVES at al., 1998), incubadas em
camara BOD (26 £ 1°C), por um periodo de sete dias. Apods este periodo, os conidios foram
coletados, raspando-se a cultura com o auxilio de uma alga e transferidos para Erlenmayer de
250 mL contendo solugao salina a 0,85 % de NaCl + 0,1% de Tween 80. A quantificagdao dos
conidios foi realizada em microscopio Optico utilizando o terceiro campo da camara de
Neubauer, que compreendia uma area de 0,0400 mm?”. O niimero médio de conidios contados
em 5 destes campos (n) foi multiplicado pelo fator fixo desse campo (n x 2,5 x 10%), calculado
em fun¢do do seu volume, o que determina o nimero de conidios existentes na suspensao
(ALVES e MORAES, 1998). Foram preparadas suspensdes de conidios na concentracdo de
107 conidios.mL™ para cada espécie de fungo, constituindo os tratamentos, juntamente com o
controle que consistia de solugdo salina a 0,85 % de NaCl + 0,1% de Tween 80.

Nos bioensaios foram utilizados 320 insetos, 160 larvas ¢ 160 adultos. Cada um dos
quatro tratamentos continha 4 repeti¢des de 10 insetos cada, totalizando 40 cascudinhos
adultos e 40 larvas. Os insetos foram transferidos para Becker de 250 mL, previamente
esterilizados, onde foram imersos em ImL de suspensdo de 107 conidios.mL™, sendo entdo
agitados manualmente durante 10 segundos, seguindo a técnica de imersdo descrita por
Loureiro ¢ Monteiro (2005). No tratamento testemunha, os insetos foram imersos em 1mL de
solugdo salina + 0,1% de Tween 80. Em seguida, as larvas e adultos foram transferidos e
mantidos em placas de Petri forradas com papel-filtro umedecido com agua destilada

esterilizada e contendo ragao esterilizada para aves, (Figura 3).

SR AN

Figura 3. A) Imersdo dos insetos nas suspensdes. B) Transferéncia dos insetos para placa de

Petri. C) Insetos em placa de Petri.

Os recipientes foram mantidos em camara BOD (26 + 1°C). Diariamente, durante 10
dias, foi avaliada a mortalidade, sendo os insetos mortos imersos em solucao de alcool 70% e

posteriormente enxaguados com agua destilada, e transferidos individualmente para placas de
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Petri forradas com papel-filtro umedecido com agua destilada esterilizada e mantidos em
camara BOD (26 £+ 1°C) por 10 dias, para permitir o desenvolvimento e exteriorizacao do
fungo, visando a confirmacao do agente causador da doenga (Figura 4). As comparagdes entre
os tratamentos foram submetidas a analise do Qui- Quadrado (Xz), utilizando o programa

estatistico SAEG, 2007.

Figura 4. A) Larva tratada com Beauveria bassiana. B) Adulto tratado com Beauveria

bassiana.

2.3 Teste de Viruléncia

Foi testado o fungo Beauveria bassiana, por ter sido aquele que apresentou
entomopatogenicidade tanto para larvas como para adultos de Alphitobius diaperinus.

As culturas fungicas foram obtidas a partir dos insetos mortos no teste de
patogenicidade que apresentaram exteriorizacdo do fungo. A multiplicacdo ocorreu em tubos
contendo meio de cultura BDA (ALVES et al., 1998), incubadas em camara BOD (26 + 1°C),
por um periodo de sete a dez dias. Apos este periodo, os conidios foram coletados, raspando-
se a cultura e transferidos para Erlenmayer 250mL contendo solu¢do salina 0,85 % de NaCl +
0,1% de Tween 80. A quantificacdo dos conidios foi realizada em microscopio Optico
utilizando o terceiro campo da cAmara de Neubauer, que compreendiam uma area de 0,0400
mm”. O numero médio de conidios contados em 5 destes campos (n) foi multiplicado pelo
fator fixo desse campo (n x 2,5 x 10°), calculado em funcdo do seu volume, o que determina o
nimero de conidios existentes na suspensdo (ALVES e MORAES, 1998). Foram preparadas
suspensdes nas concentracdes de 10°, 10, 10® conidios.mL™" .

Para cada tratamento, inclusive o controle, foram utilizadas cinco repetigdes com 10
insetos, totalizando 400 individuos, 200 larvas e 200 adultos. Os insetos foram transferidos
para Becker de 250 mL, previamente esterilizados onde foram imersos em 1mL de suspensao

8

de conidios na concentragdo de 10°, 107, 10® conidios.mL™", sendo entio agitados

manualmente durante 10 segundos, seguindo a técnica de imersdo descrita por Loureiro e
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Monteiro (2005). No grupo controle, os insetos foram imersos em ImL de solugdo salina +
0,1% de Tween 80.

Em seguida, larvas e adultos foram transferidos e mantidos em placas de Petri forradas
com papel-filtro umedecido com agua destilada esterilizada e contendo ragdo esterilizada para
aves. (Figura 3). Os recipientes foram mantidos em cdmara BOD (26 + 1°C). Diariamente,
durante 10 dias, foi avaliada a mortalidade, sendo os mortos imersos em solucao de alcool
70% e posteriormente enxaguados com agua destilada, e transferidos individualmente para
placas de Petri forradas com papel-filtro umedecido com agua destilada esterilizada, para
permitir o desenvolvimento e exterioriza¢do do fungo, visando diagnostico etiologico (Figura
4). Procedeu-se a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, utilizando -se o programa SAEG
- Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (UFV, 2007). A CLsy (concentragdo letal para

matar 50 % dos individuos), foi calculada através do método estatistico de Probit.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de Patogenicidade

Foi observada maior mortalidade para o isolado de B. bassiana, quando comparado

aos isolados de Thichoderma sp. e Cladosporuim sp. (Tabela 1 e 2). Isso se deve,

possivelmente, a especificidade dos patdgenos para determinadas espécies de insetos, quando,

mesmo se aplicando doses elevadas, ndo se consegue atingir o hospedeiro (Alves, 1998).

Tabela 1. Mortalidade in vitro de larvas de Alphitobius diaperinus apds aplicagao de

Beauveria bassiana, Trichoderma sp, Cladosporium sp..

Isolados Insetos Vivos Insetos Mortos

N* %’ N %

Controle 40 0 0 0
Beauveria bassiana 2 5 38 95
Trichoderma sp. 39 92,5 1 7,5
Cladosporium sp. 37 97,5 3 2,5

Teste Qui-Quadrado (3)= 130,815. ' Namero de individuos; > Porcentagem de mortalidade

Total
N %
40 100
40 100
40 100
40 100

Tabela 2. Mortalidade in vitro de adultos de Alphitobius diaperinus apds aplicagdo de

Beauveria bassiana, Trichoderma sp, Cladosporium sp..

Isolados Insetos Vivos Insetos Mortos

N* %’ N %

Controle 40 0 0 0
Beauveria bassiana 15 37,5 25 62,5

Trichoderma sp. 40 100 0 0

Cladosporium sp. 40 100 0 0

Teste Qui-Quadrado (3)= 88,889. ' Numero de individuos; > Porcentagem de mortalidade

Total
N %
40 100
40 100
40 100
40 100
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A mortalidade confirmada pela agdo da B. bassiana foi de 95% e de 62,5%,
respectivamente para larvas e adultos, na concentra¢ido de 10’ conidios.mL™ (Tabela 1, 2 e
Figura 5). A mortalidade dos insetos nesta pesquisa foi superior a observada em outros
trabalhos, como nos de Batista et al. (2003), que encontraram agdo larvicida maxima de 17%
e adulticida de 29% utilizando B. bassiana na concentra¢io de 10° conidios.mL™ sobre A.
diaperinus. Geden e Steinkraus (2003), encontraram um intervalo de 60 a 90% de mortalidade
da fase larval em laboratorio, testando B. bassiana sobre A. diaperinus, fato este que pode ser
devido ao isolado (986) ter sido obtido de carrapato. Os isolados de B. bassiana podem
apresentar especificidade (GEDEN et al., 1998). Isto pode ser evidenciado com isolados de B.
bassiana obtidos de larvas de cascudinho em infec¢do natural (WV) e isolado de moscas de
casa (NC), obtendo maior sensibilidade do inseto ao isolado WV na concentrac¢dao 2,5 X 10"

conidios m-2, sendo a eficacia de 100% para larvas, como relatado por Alves at al. (2005) e

pode estar relacionada a variabilidade genética dos isolados (CASTRILLO et al., 1999).

Figura 5. A) Adulto de Alphitobius diaperinus infectado por Beauveria bassiana. B) Larva de
Alphitobius diaperinus infectada por Beauveria bassiana e C) Larva de Alphitobius

diaperinus infectada por Cladosporium sp.

No presente estudo o Cladosporium sp. ndo causou mortalidade confirmada
significativa, atingindo somente 2,5% das larvas e nenhuma mortalidade confirmada nos
adultos, embora o Cladosporium sp. seja um fungo entomopatogénico de ocorréncia natural,
usado amplamente no controle bioldgico de diversas espécies de insetos fiticos e largamente
disseminado no ar e matéria organica (OLIVEIRA et al., 2004). Garcia (2004), testando o
Cladosporium cladosporioides em Orthezia praelonga, praga de citrus, encontrou mortalidade
de 1,25%, sugerindo que o isolado utilizado pelo autor apresentava baixa viruléncia, em
contraste com Gallo et al. (1978), que o observaram em associagdo com alguns insetos-praga.
De acordo com Moraes et al. (2001), o Cladosporium ja foi observado infectando a mosca
branca (Aleurothrixus aepim) em mandioca no Estado da Bahia, com patogenicidade de até

82% em infeccdo artificial. Petch (1932), observou este mesmo fungo afetando populagdes de
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afideos. Também foi constatado ataque natural em acaros (Calacarus) em seringais das
regides de Aragatuba e Sdo José do Rio Preto, SP, (BATISTA FILHO et al., 1991) ¢ em
associacdo com o pulgdo vermelho do tabaco (Myzus nicotianae) nos Estados do Parana e
Santa Catarina, (SUDO et al., 1995).

Para o Trichoderma sp. houve mortalidade confirmada em apenas 7,5% das larvas e
nenhuma em adultos. Entretanto, Moraes et al. (2001), utilizando Trichoderma em diversas
cepas de mosquitos Culex quinquefasciatus, Aedes fluviatilis, Aedes aegypti e Anopheles
aquasalis, obteve mortalidade confirmada de cerca de 70%. Tanzini (2002), encontrou uma
mortalidade confirmada de 78% de ninfas de quarto instar de Leptopharsa haveae, precevejo-
de-renda-da-seringueira apds quatro dias de exposi¢do a uma solugdo de Trichoderma,
mostrando que o fungo ¢ um promissor agente de biocontrole.

No presente estudo, observou-se ainda que o estagio larval foi mais suscetivel quando
comparado ao estagio adulto. Esta observacdo pode estar relacionada a diferencas no
exoesqueleto entre os dois estagios de desenvolvimento. O fato dos adultos apresentarem o
tegumento mais esclerotizado do que as larvas pode dificultar a penetracdo do patéogeno. Os
fungos infectam os insetos, preferencialmente, pela superficie do tegumento (Boucias e
Pendland, 1998). Outros fatores, no entanto, devem ser considerados, como a variabilidade
genética entre diferentes géneros e/ou espécies de fungos, resisténcia natural por parte de
alguns insetos (adultos, principalmente), instabilidade na viabilidade dos conidios ou até

mesmo a reduzida viruléncia.

4.2 Teste de Viruléncia

Analisando-se a distribuicdo de mortalidade de larvas de A. diaperinus pelo isolado de
B. bassiana, foi possivel verificar que, de modo geral, as larvas experimentarem expressiva
mortalidade ja no terceiro dia apds exposi¢do flungica, atingindo 62% e 72%, para as
concentracdes de 10’ e 10° conidios.mL™, respectivamente. A partir do quarto dia de
exposicdo ndo foi possivel verificar diferenga significativa entre os tratamentos mostrando
que a concentra¢do mais baixa, ja apresentava resultados satisfatorios (Tabela 3).

Ainda de acordo com a Tabela 3 observa-se que a concentragio de 10° conidios.mL™ o
pico de mortalidade ocorreu no quinto dia, atingindo 100% de mortalidade das larvas,
enquanto as concentragdes 10’ conidios.mL™” ¢ 10® conidios.mL™ atingiram 94 ¢ 98% de
mortalidade, respectivamente, com tendéncia de se estabilizar a partir do sexto dia. Essa
diferenca na mortalidade entre a concentracdo mais baixa ¢ as mais altas pode ser

conseqiiéncia do namero de conidios que efetivamente, entraram em contato com o inseto.
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Este resultado mostra que, dependendo do isolado, uma concentracao relativamente baixa ja
alcanca o objetivo de controle das larvas, ndo sendo necessaria uma grande producdo de

“massa fungica”.

Tabela 3. Mortalidade (%) in vitro de larvas de Alphitobius diaperinus tratadas com

Beauveria bassiana.

Tempo (dia) Concentracéo de Beauveria bassiana (conidios/ml)

0 10° 10’ 10°
1 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°
2 0,0° 2,00° 8,00 ° 0,0°
3 0,0° 16,00 * 62,00 ° 72,00 °
4 0,0° 96,00 ° 92,00 ° 96,00 °
5 0,0° 100,00 ° 94,00 ° 96,00 °
6 0,0° - 94,00 ° 96,00 °
7 0,0° - 94,00 ° 96,00 °
8 0,0° - 94,00 ° 96,00 °
9 0,0° - 94,00 ° 96,00 °
10 0,0° - 94,00 ° 96,00 °

*Médias seguidas de mesma letra em uma mesma linha, ndo diferem entre si (p>0,05), pelo teste de Kruskal-Wallis

Analisando-se a distribuigdo de mortalidade de adultos de A. diaperinus pelo isolado
de B. bassiana ¢ possivel verificar que a concentrago de 10° conidios.mL™, ndo foi suficiente
para causar mortalidade significativa em nenhum momento do periodo experimental (Tabela
4). Os adultos foram sensiveis significativamente a B. bassiana a partir do quinto dia na

concentracdo de 10® conidios.mL™. J4 no sétimo dia pode ser observada uma mortalidade de
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36% na concentracdo de 10’ conidios.mL™”, enquanto na concentracao 10® conidios.mL™, a
mortalidade alcangada foi de 76% nao diferindo estatisticamente entre as duas concentragoes.
O pico de mortalidade ocorreu no 9° dia para a concentragio 10® conidios.mL™" ¢ no 10° dia
para a concentragdao 107 conidios.mL”' com 84% e 54%, de mortalidade confirmada,

respectivamente.

Tabela 4. Mortalidade (%) in vitro de Alphitobius diaperinus adultos tratados com Beauveria

bassiana.
Tempo (dia) Concentracdo de Beauveria bassiana (conidios/ml)
0 10° 10’ 10°
1 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°
2 0,0° 0,0° 2,00° 2,00°
3 0,0° 0,0° 2,00° 2,00°
4 0,0° 0,0° 2,00° 2,00°
5 0,0° 0,0° 2,00° 28,00 *°
6 0,0° 0,0° 12,00 *° 52,00°
7 0,0° 2,00° 36,00 76,00 °
8 0,0° 6,00 ° 48,00 ° 82,00°
9 0,0° 8,00 * 52,00° 84,00 °
10 0,0° 8,00 * 54,00 ° 84,00 °

?Médias seguidas de mesma letra em uma mesma linha, ndo diferem entre si (p>0,05), pelo teste de Kruskal-Wallis.

Observou-se que o estagio larval foi mais suscetivel quando comparado ao estagio
adulto. Isso procede, pois, 0 mecanismo de infec¢do realizado em adultos necessita de maior
tempo habil para se concretizar, quando comparado as larvas, devido a espessura da cuticula
destas, ja que segundo Alves (1998), o tempo necessario para tal mecanismo em insetos pode

variar de 72 a 120 horas. Os fungos infectam os insetos, preferencialmente, pela superficie do
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tegumento, que nos adultos apresenta-se mais esclerotizado do que em larvas, dificultando a
penetracao do patogeno (BOUCIAS e PENDLAND, 1998).

No Brasil, estudos com larvas e adultos de A. diaperinus submetidos a infecgdo por B.
bassiana e Beauveria spp., demonstraram que ha grande variagdo na viruléncia, com valores
de mortalidade entre 11 e 100% para larvas e 0 a 95% para adultos (ALEXANDRE et al.,
2006). Rohde et al. (2006), estudando as concentracdes 107, 10° ¢ 10° conidios.mL ™' de B.
bassiana, no 10° dia apds inoculagdo, encontraram maior mortalidade em larvas, quando
comparadas a adultos sendo que, na concentragdo mais elevada, houve 100% de mortalidade,
mostrando que o isolado utilizado no presente estudo apresenta-se mais virulento, pois com
menor concentra¢ao alcangou 100% de mortalidade das larvas. Steenberg e Jespersen (1996),
também demonstraram que larvas de A. diaperinus sdo distintamente mais suscetiveis do que
adultos, quando em contato com muitas espécies de B. bassiana. Relatos mostram que os
adultos foram aproximadamente 1000 vezes menos suscetiveis ao fungo B. bassiana que
larvas jovens (GEDEN, 1998).

Diferentemente do resultado encontrado no presente estudo, as concentracdes 3,4 x 10°
e 10° conidios.mL™" de Beauveria sp. ndo tiveram efeitos sobre o inseto adulto em trabalho de
Silva (2006), enquanto Batista et al. (2003), ao avaliarem a acdo de B. bassiana na
concentragio 10° conidios. mL" em larvas e adultos de A. diaperinus, observaram agao
larvicida de 17% e adulticida de 29%. A baixa eficacia do fungo verificada nos testes
laboratoriais com cascudinho por Silva (2006), pode estar relacionada ao tempo de contato do
fungo com o coledptero.

Nas observagdes deste estudo, foi possivel detectar os principais sintomas de infecg¢ao
causados pelo fungo B. bassiana nos adultos de A. diaperinus. Entre os sintomas, se observou
a diminui¢ao na movimentacao dos insetos infectados, em comparagdo aos insetos sadios. No
dia antecedente a morte, os insetos apresentaram-se em decubito dorsal e as pernas afastadas
do corpo, com movimentos lentos quando tocados. Ao morrerem, apresentaram aspecto rigido
e seco, pernas afastadas do corpo e o tegumento com coloracdo mais clara, quando
comparados a insetos sauddveis. A exteriorizacdo do patdégeno sobre o corpo do inseto
iniciou-se pelas aberturas naturais, dois dias apos o acondicionamento em camara umida, e
entre 0 4° ¢ 5° dias, o corpo do inseto estava recoberto, quase que totalmente, pelo fungo.

O valor da concentracdo letal (CLsy) de B. bassiana para larvas de Alphitobius
diaperinus foi 1,02 x 10° (2,12 x 10* — 1,23 x 10"%) observados no 3° dia, e para adultos a
CLs, foi de 2,43 x 10° (4,25 x 10" — 3,46 x 1024), observada no 7° dia. Estes valores mostram

19



que o isolado 12 de B. bassiana apresenta uma maior viruléncia para larvas do que para

adultos.

4 CONCLUSOES

Embora concentrac¢des relativamente baixas do isolado de Beauveria bassiana tenham
produzido mortalidade em larvas de Alphitobius diaperinus, a necessidade de maior

concentracdo para eficacia em adultos, observadas no presente estudo, deve ser considerada
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em estudos para possiveis aplicagdes futuras, tendo em vista a heterogeneidade de estagios de
Alphitobius diaperinus em uma granja avicola.

Os resultados indicam ser a B. bassiana um fungo promissor no controle da praga,
entretanto, sdo necessarios ainda mais estudos para definir de forma precisa a aplica¢do deste
agente de controle no manejo do cascudinho, levando sempre em consideragdo a relagao

custo-beneficio e as condi¢cdes do ambiente de uma granja avicola.
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RESPOSTAS DE FRANGOS DE CORTE A INOCULACAO DE BEAUVERIA
BASSIANA

RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a inocuidade do fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana sobre o desempenho de frangos de corte por meio de indices de

produtividade, analises hematoldgicas e histopatologicas. Foram utilizados 240 frangos de
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corte da linhagem comercial Cobb alojados em baterias metalicas com vinte e quatro
compartimentos de 0,90 x 0,85 x 0,40 metros. A distribuicdo das aves foi inteiramente
casualizada e os tratamentos distribuidos em um delineamento experimental em blocos ao
acaso, contando com quatro tratamentos e seis repeticdes, onde foram aplicados os seguintes
programas: T1 — controle (solucdo salina + tween); T2 — suspensdo com 10° conidios.mL™;
T3 — suspensdo com 10’ conidios.mL™"; T4 — suspensdo com 10® conidios.mL™". A inoculag¢io
ocorreu no 14° e 28° dia de vida das aves e para cada tratamento foi utilizado 0,5 mL para
inoculagdo oral e uma gota para inoculacdo nasal. Os resultados foram analisados com base
na analise de variancia, e as médias comparadas por teste de Newman-Keuls, a 5 % de
probabilidade. Nao houve diferencas estatisticas no ganho de peso e no consumo de racao
entre os tratamentos, embora na concentragio 10® conidios.mL™ tenha ocorrido menor ganho
de peso em relagdo a concentracio 10° conidios.mL™. Nesta concentracio a conversio
alimentar foi estatisticamente igual ao controle, com resultados piores que os demais
tratamentos. Nao houve diferenga estatistica para viabilidade. Os resultados quanto ao
rendimento de carcaga, pesos absolutos e relativos do coracdo e figado, ndo foram
influenciados significativamente (p>0,05) pelas concentracdes de fungos. No hemograma foi
observado aumento significativo do nimero de leucdcitos totais (leucocitose) para o grupo
que recebeu a maior concentracdo de fungo. Em relacdo ao leucograma, pode-se observar
diferenga estatistica com aumento significativo do niimero de leucécitos totais, linfocitos,
heteréfilos e mondcitos, para a concentragio 10° conidios.mL . Os resultados
histopatologicos nao revelaram presenca de lesdes aparentes no pulmdo e na bursa de
Fabricius, em nenhuma das concentragdes de fungos testadas. Todavia, a andlise
histopatologica do figado revelou necrose de coagulagdo focal e infiltrado leucocitario
constituido por heteréfilos e células mononucleadas, principalmente em torno dos ductos
biliares, os quais ndo apresentaram lesdes aparentes e arranjo celular dentro dos padroes de
normalidade. Estas lesdes foram moderadas no tratamento com a concentra¢do 10’ ¢ mais
acentuadas no tratamento com a concentracdo 10°. Embora ndo tenha ocorrido alteracdo
substancial, as pequenas alteracdes histopatoldgicas e hematoldgicas podem ter sido
decorrentes do severo desafio a que foram submetidos. Indicando uma possivel relagdo dose-

efeito do produto bioldgico.

Palavras-chave: Frango de corte. Beauveria bassiana. Indices de produtividade.

Hematologia. Histopatologia.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the safety of the entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana on broilers performance through productivity rates and hematological and
histopathological analysis. Two-hundred and forty chickens from Cobb commercial line were

housed in metal batteries with twenty-four compartments of 0.90 x 0.85 x 0.40 meters. The
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distribution of birds was completely random and treatments distributed in an experimental
design in randomized blocks, with four treatments and six replications,: T1 - control (saline +
tween), T2 - suspension with 10° conidios.mL'l, T3 - suspension with 10’ conidios.mL'l, T4 -
suspension with 10* conidios.mL™". The inoculation was performed on the 14™ and 28" of age
and each treatment used 0.5 mL for oral inoculation and a drop for nasal inoculation. The
results were analyzed based on the analysis of variance, and the averages compared by
Newman-Keuls test, with 5% significance. There were no statistical differences in weight
gain and feed intake between treatments, although in the 10° conidios.mL™ concentration
occurred a lower weight gain compared to 10° conidios.mL™ concentration. At this
concentration, the feed conversion was equal to control, with lower results than the other
treatments. There was no statistical difference for viability. Regarding weight gain, the
absolute and relative heart and liver weights were not significantly (p> 0.05) affected by
concentrations of fungi. The blood evaluaion showed significant increase in the total number
of leukocytes (leukocyteses) in the group that received the highest concentration of fungus.
Compared to white blood cell, there was statistical difference with increase in the total
number of leukocytes, lymphocytes, monocytes and heterophils at the concentration 10
conidios.mL . The histopathological analysis revealed no apparent lesions in the lungs and
Fabricius bursa, at any concentrations of fungi tested. However, the histopathological analysis
revealed liver necrosis with focal coagulation and infiltrated leukocyte presenting
heterophils and mononuclear cells, mainly around the bile duct, which showed no apparent
injuries and cellular arrangement within the normal range. These lesions were moderate at
concentration 10’ and more pronounced at10®. Although no substantial change has occurred,
the small hematological and histopathological changes may have caused the severe challenge

they have suffered, indicating a possible dose-effect relationship of organic product.

Key words: Broilers. Beauveria bassiana. Scores of productivity. Hematology.

Histopathology.

1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira vem evoluindo nos ultimos anos, com técnicas de criagdo que
proporcionam um abate das aves em menos tempo, com maior peso € menor custo. O nivel
tecnologico alcancado pela avicultura industrial nacional colocou a atividade em posicao

privilegiada em relagdo a outras no cenario da pecuaria brasileira, com uma produtividade que
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vem permitindo ao pais se manter como um dos maiores produtores e maior exportador
mundial de carne de frango no ano de 2008. Com o crescimento da avicultura, houve
necessidade de aumento da produgdo em menor tempo e espago. Para isso, tecnologias foram
empregadas como melhoramento genético, emprego de vacinas, antibidticos, probidticos,
inseticidas e programas de qualidade total. Deste modo, planos de biosseguranga incluindo a
implantacao de medidas preventivas a diferentes patdgenos, passou a ser uma exigéncia, pois
a ocorréncia de qualquer obstaculo, em alguma fase do segmento, pode refletir em queda de
produtividade e conseqiiente prejuizo.

Nos sistemas atuais de criagdo de frangos de corte, as praticas de manejo aliadas as
formas de confinamento favorecem a ocorréncia de uma das espécies que melhor se adaptou
aos aviarios: o Alphitobius diaperinus, Panzer 1797, conhecido popularmente como
cascudinho (PAIVA, 2000), tornando-se praga de grande importancia em aviarios industriais.

O controle bioldgico pode viabilizar uma alternativa, principalmente pela seguranga as
aves, pois fungos entomopatogénicos sao considerados seguros tanto para o homem como
para o ambiente, ndo oferecendo risco aos animais homeotérmicos (PEREIRA e ALVES
1998). Além disso, a permanéncia desses organismos no ambiente ¢ potencialmente maior do
que a dos produtos quimicos (CRAWFORD et al. 1998). Beauveria bassiana é encontrada
comumente infectando insetos (ALVES, 1986), e seu uso como entomopatogénico tem uma
grande vantagem sobre os pesticidas convencionais, pois persiste na populagdo hospedeira,
reduz sua longevidade e ocasiona altas taxas de mortalidade em larvas e adultos das
populacdes de insetos (ROBERTS e CASTILLO, 1980).

Algumas espécies de fungos entomopatogénicos ja foram estudadas em relagdo a sua
seguranga aos animais (HARTMANN e WASTI, 1976; HARTMANN et al., 1979; WASTI et
al., 1980). Na literatura consultada ndo foram encontrados relatos da agdo de B. bassiana
sobre aves. Frente ao exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a inocuidade do
fungo entomopatogénico Beauveria bassiana sobre o desempenho, hematologia e

histopatologia de frangos de corte.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Localizacéo e Periodo Experimental

O experimento foi conduzido no Departamento de Nutricdo Animal e Pastagens

(DNAP) do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ,
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no municipio de Seropédica/ RJ. O periodo experimental foi de 28 de abril a 06 de junho de

2008.

2.2 Instalagdes, Equipamentos e Distribuicfes das Aves

Foram alojados inicialmente 269 pintos de corte machos de um dia de idade, da
linhagem comercial Cobb, os quais foram mantidos em circulo de protecdo com campanula a
gas, provido de bebedouros infantis do tipo copo (2,5L cada) e comedouros tipo bandeja até o
7° dia de idade (Figura 1A e B). Os pintos foram vacinados contra as doencas de Marek e

Gumboro no incubatorio.

Figura 1. A) Circulo de protegdo com campanula a gas. B) Bebedouros infantis do tipo copo

(2,5L cada) e comedouros tipo bandeja.

A partir do 7° dia os pintos foram transferidos para quatro baterias metalicas com trés
andares, e seis compartimentos de 0,90 x 0,85 x 0,40m em cada uma (Figura 2A) totalizando
24 parcelas experimentais. Todas as aves foram pesadas, para que a distribui¢do nas unidades
experimentais obedecesse a uniformidade de peso vivo em cada repeticdo média de (1548g),
perfazendo um total de 10 animais por unidade experimental totalizando 240 frangos. Cada
compartimento foi provido de um bebedouro infantil do tipo copo (2,5L) e um comedouro
tipo bandeja (Figura 2B).

Aos dez dias de idade os comedouros e bebedouros infantis foram substituidos por um
comedouro ¢ dois bebedouros tipo calha que ficavam na parte externa das unidades
experimentais, cujo comprimento equivalia as dimensdes do compartimento que tinham em

média 10 cm de largura.
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Figura 2. A) Baterias metalicas. B) Pesagem das aves ao 7 dias e C) Bebedouro ¢ comedouro

tipo calha.

O aquecimento das aves foi fornecido por lampadas de 100 Watts até os 12 dias de
idade em cada unidade experimental. Durante o periodo de criagdo (1 — 38 dias) as aves
receberam 24 horas de iluminagdo (natural + artificial). O peso dos animais foi registrado no
7°,21°, 33° e 38° dias de idade, e o consumo de racdo foi registrado nos 7°, 14°, 21°, 28°, 33°,
38° dias. Utilizaram-se ragdes formuladas para atender o minimo das recomendagdes
preconizadas por Rostagno et al. (2005), assim discriminadas: pré-inicial do 1° ao 7° dia,
inicial do 8° ao 21° dia, crescimento do 22° ao 33° dia e pré - abate do 34° ao 42° dia.

As aves foram distribuidas em delineamento experimental inteiramente casualizado, e
os tratamentos distribuidos em delineamento experimental em blocos ao acaso contando com
quatro tratamentos e seis repetigdes, onde foram impostos os seguintes programas: T1 —
controle (solucdo salina + tween); T2 — suspensdo 10° conidios.mL™'; T3 — suspensdo 10’
conidios.mL™"; T4 — suspensdo 10® conidios.mL". Todas as aves receberam ragdo e 4gua a

vontade, durante todo o periodo experimental.

2.3 Preparacéo e Inoculacao da Suspenséo de Fungos

Foi utilizado o isolado 12 de Beauveria bassiana proveniente da colegdo da
PESAGRO -RIO — EES (Estacdo Experimental de Seropédica, RJ). As suspensdes foram
preparadas no Laboratorio de Micologia do Projeto Sanidade Animal (PSA) UFRRJ /
EMBRAPA situado no Municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

A cultura fingica foi obtida a partir dos cascudinhos mortos em um teste de
patogenicidade preliminar e que apresentaram exteriorizagdo do fungo. A multiplicacdo
ocorreu em tubos contendo meio de cultura BDA (ALVES et al., 1998), incubadas em camara
BOD (26 += 1°C), por um periodo de sete a dez dias para crescimento vegetativo e
conidiogénese. Apos este periodo, os conidios foram coletados, raspando-se o meio de cultura
e o fungo foi homogeneizado em Erlenmayer de 250ml contendo solugdo salina 0,85 % de
NaCl + 0,1% de Tween 80. A quantificacdo dos conidios foi realizada em microscopio optico
utilizando o terceiro campo da camara de Neubauer, que compreendiam uma area de 0,0400
mm®. O niimero médio de conidios contados em 5 destes campos (n) foi multiplicado pelo
fator fixo desse campo (n x 2,5 x 10° ), calculado em fun¢ao do seu volume, o que determinou
o numero de conidios existentes na suspensao (ALVES e MORAES, 1998). Foram preparadas

suspensdes de conidios nas concentracdes de 10°, 107, 10® conidios.mL™.
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A 1inoculacdo ocorreu no 14° e 28° dia de vida das aves e para cada tratamento foi
utilizado 0,5 mL para a inoculagdo oral e uma gota para a inoculacao nasal (Figura 3). O

tratamento controle recebeu somente a solucao salina 0,85 % de NaCl + 0,1% Tween 80.

Figura 3. A) Inoculagdo da suspensdo de Beauveria bassiana via nasal. B) Inoculagdo da

suspensao de Beauveria bassiana via oral.

2.4 Analise Microbiolégica da Cloaca

No dia seguinte a primeira inoculagdo da suspensdo, foram coletados materiais, por
Swab, na regido da cloaca de duas aves por unidade experimental, sendo doze aves por
tratamento, totalizando 48 aves. Os Swabs foram levados ao Laboratério de Micologia do
Projeto Sanidade Animal (PSA) UFRRJ / EMBRAPA dentro de tubos de vidro esterilizados
(Figura 3 A).

No laboratério, através de esfregago, as amostras foram transferidas para placas de
Petri contendo meio BDA, e incubadas em camara BOD (26 + 1°C e 14h de fotofase) por 10

dias para permitir o desenvolvimento dos microorganismos (Figura 4).

“.._—_J
Figura 4. A) Swab da cloaca da ave. B) Tubo de ensaio com o Swab e C) Inoculagdo do

Swab no meio de cultura.
2.5 Avaliacao do Desempenho Produtivo

Para verificagdo do desempenho zootécnico foram avaliados os seguintes parametros:
ganho de peso, obtidos pela diferenca entre o peso inicial e final de cada periodo; consumo de
racdo calculado considerando-se a ragao fornecida e as sobras de ragdes nos comedouros para

cada periodo; conversdo alimentar, obtida pela divisao do consumo de racdo pelo peso das
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aves para cada periodo e peso vivo obtido pelo peso médio dos frangos antes do jejum pré-
abate, aos 38 dias de idade. A viabilidade foi determinada em percentual, a partir do nimero

de frangos vivos em cada repeti¢@o, no ultimo dia de cada periodo experimental.

2.6 Avaliacao das Carcacas

Ao final do ensaio de desempenho, aos 38 dias de idade, as aves foram submetidas a
jejum de solidos por oito horas. Para avaliacdo das caracteristicas de carcagas, foram retiradas
duas aves por unidade experimental com peso médio do grupo, sendo 12 aves por tratamento,
totalizando 48 aves. Apds o jejum as aves foram individualmente pesadas, identificadas e
sacrificadas por deslocamento cervical, no abatedouro do Instituto de Zootecnia da UFRRJ.

Posteriormente foram sangradas, escaldadas a 54°C por 2 minutos, depenadas
mecanicamente, evisceradas manualmente e retirada a cabeca. Apo6s serem lavadas as
carcagas foram dependuradas pelos pés por 5 minutos para eliminagdo do excesso de agua
(Figura 5A) e em seguida foram embaladas em sacos plasticos previamente identificados e
pesadas para avaliacdo do peso da carcaga quente (Figura 5B). Os 6rgdos (figado e coragdo)
foram embalados individualmente em sacos plasticos, identificados e resfriados para

posteriores pesagens.

Figura 5. A) Gotejamento das aves. B) Pesagem da carcaga quente.

Para determina¢do do rendimento de carcaca (%), foi considerado o peso da carcaca
quente (depenada, eviscerada e sem cabega) em relagdo ao peso vivo apoés o jejum. Foram
ainda avaliados os pesos absolutos (peso total em gramas) do coracao e figado. Os pesos
relativos expressos em porcentual foram calculados a partir dos respectivos pesos absolutos
em relacdo ao peso da carcaca quente. A moela foi aberta, o conteudo removido e feita a

analise macroscdpica para deteccao de lesdes.

2.7 Rag0es Utilizadas no Experimento
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Foram utilizados quatro tipos de ragdes: pré-inicial do 1° ao 7° dia; inicial do 8° ao 21°
dia; crescimento do 22° ao 33° dia e pré - abate do 34° ao 38° dia, formuladas para atender, no
minimo, as recomendagdes preconizadas por Rostagno et al. (2005), (Tabela 1). Previamente,
foram realizadas andlises micotoxicologicas dos componentes das ragdes (SOARES;
RODRIGUEZ-AMAYA, 1989), ndo tendo sido encontradas concentragdes detectaveis de

aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona.

Tabela 1. Composigdo percentual e quimica das ragdes.

Ingredientes (%) la7 8a2l 22a33 34 a38

dias* dias dias dias
Milho (7,9% PB)' 57,544 60,766 64,898 68,898
Farelo de soja (45,7%PB) 36,509 33,913 29,677 25,918
Oleo de soja 1,730 1,603 1,871 1,850
Fosfato bicalcico 1,895 1,762 1,604 1,457
Calcario calcitico 0,851 0,818 0,776 0,745
Cloreto de sodio 0,463 0,446 0,421 0,401
DL-metionina 0,351 0,176 0,225 0,213
L-lisina HCL 0,359 0,223 0,225 0,265
L-treonina - 0,036 0,052 0,063
Cloreto de colina 0,045 0,040 0,040 0,040
Suplemento vitaminico® 0,100 0,050 0,100 0,100
Suplemento mineral® 0,100 0,050 0,050 0,050
Promotor de de:sempenho4 0,010 0,013 0,013 -
Coccidiostético’ 0,040 0,036 0,050 -
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Total 100 100 100 100
Nutrientes Composicao quimica calculada

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,9250 2,9800 3,0500 3,1000
Proteina Bruta (%) 21,9880 20,6500 19,1000 17,7400
Calcio (%) 0,9310 0,8780 0,8100 0,7510
Fésforo Disponivel (%) 0,4660 0,4390 0,4050 0,3740
Fosforo Total (%) 0,7041 0,6719 0,6275 0,5879
Sodio 0,2210 0,2130 0,2010 0,1910
Lisina Digestivel (%) 1,3229 1,1222 1,0611 1,0059
Lisina Total (%) 1,4350 1,2270 1,1570 1,0940
Metionina Digestivel (%) 0,6558 0,5200 0,5021 0,4744
Metionina Total (%) 0,6833 0,5453 0,5257 0,4964
Metionina+Cistina Digestivel 0,9435 0,7997 0,7668 0,7263
(%)

Metionina+Cistina Total (%) 1,0190 0,8710 0,8330 0,7880
Treonina (%) 0,8340 0,8340 0,7870 0,7440
Triptofano (%) 0,2776 0,2630 0,2383 0,2167
Acido linoléico 2,2506 2,2222 2,4114 2,4462

*Periodo ndo experimental
Niveis de garantia por kg de produto: 1.Valor determinado no Laboratério de Bromatologia do Instituto de Zootecnia da
UFRRIJ. 2.Suplemento vitaminico inicial: Vitamina A 1.200.000 UI, Vitamina D3 2.200.000, Vitamina E 30.000 mg,
Vitamina K3 2.500mg, Vitamina B1 2.200 mg, Vitamina B2 6.000 mg, Vitamina B6 3.300 mg, Vitamina B12 16.000 mcg,
Niacina 53.000 mg, Ac. Pantoténico 13.000 mg, Biotina 110mg, Ac. Foélico 1.000 mg, antioxidante 500mg, Suplemento
vitaminico final: Vitamina A 1.000.000 UI, Vitamina D3 1.700.000, Vitamina E 20.000 mg, Vitamina K3 2.000mg, Vitamina
Bl 2.000 mg, Vitamina B2 4.000 mg, Vitamina B6 2.000 mg, Vitamina B12 10.000 mcg, Niacina 20.000 mg, Ac.
Pantoténico 10.000 mg, Biotina 25mg, Ac. Folico 500 mg. 3. Niveis de garantia por kg de produto: Suplemento mineral:
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Selénio 250 mg, Manganés 75.000 mg, Zinco 70.000 mg, Ferro 50.000, Cobre 8.500 mg, Iodo 1.500 mg, Cobalto 200 mg. 4.
Promotor de desempenho: Colistina 8% 5. Coccidiostatico: Semduramicina 5g

2.8 Analises Hematoldgicas

Amostras de sangue foram coletadas no momento do abate (aves com 38 dias de
idade) em tubos com EDTA (4cido etilenodiamino tetracético de s6dio) para a realizacao das
analises hematologicas. Apds as coletas, realizadas pela manha, as amostras contidas nos
tubos foram acondicionadas e transportadas sob refrigeragdo e encaminhadas ao Laboratorio
de Imunologia e Virologia Veterinaria, do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Foram entdo realizadas as seguintes provas hematologicas:
concentragdo de proteinas plasmaticas totais (PPT)), determinada por meio do método de
refratometria (COLES, 1984); determinacdo do hematdcrito (HT) efetuadas através do
método do microhematocrito, segundo metodologia descrita por Jain (1993); contagens de
hemacias e leucdcitos totais realizadas em hemocitometro, utilizando-se a solucao de Natt e
Herrick (NATT; HERRICK, 1951).

A contagem de leucdcitos foi realizada na diluicdo de 1/100 e a contagem de hemécias
na diluigio de 1/200. Foram contados os leucécitos do quadrante 1 mm’ central (25
subdivisdes do reticulo melhorado da camara de Neubauer) e; os eritrocitos foram contados
neste mesmo quadrante em 1/5 de mm® (cinco subdivisdes do reticulo melhorado central da
camara de Neubauer). Os respectivos fatores de corre¢do para as contagens totais de
leucdcitos e de eritrocitos foram o nimero de células contadas multiplicada por 1.000 e
10.000, respectivamente; considerando-se area, altura da camara e diluigdo.

A contagem diferencial de leucécitos foi realizada por meio de esfregacos sangiiineos
corados com hematoxilina-eosina (Pandtico Répido) para determinacao dos valores relativos e
posteriormente dos valores absolutos de linfocitos, heterofilos, monocitos eosinédfilos e

basofilos.

2.9 Coleta dos Orgéos e Anatomopatologia

Ao final dos abates foram coletadas e conservadas em formol a 10% amostras do
figado, pulmao e bursa de Fabricius para avaliagdo histopatoldgica.

As avaliagdes macroscopicas foram feitas no momento do abate, quando foram
observadas, principalmente alteracdes no tamanho e coloragdo dos 6rgdos, presenca de lesdes

de parénquima e nas mucosas.
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2.10 Processamento Histologico

Apo6s a coleta dos figados, bursa de Fabricius e pulmao, estes foram fixados em
formalina tamponada a 10%, acondicionados em potes de vidro identificados e enviados para
o Laboratorio de Coccidios e Coccidioses (LCC) do Departamento de Parasitologia Animal
do Instituto de Veterinaria da UFRRJ, vinculado ao Projeto Sanidade Animal
(Embrapa/UFRRJ). Os cortes foram feitos conforme as técnicas histologicas descritas por
Luna (1968), medindo aproximadamente 5, corados com hematoxilina e eosina de acordo
com Behmer (1976). Os cortes histolégicos foram observados ao microscopio Optico
binocular marca Carl Zeiss (Republica Federal da Alemanha) e Wild M-20 (Suig¢a) com
auxilio de objetivas de 40X, com a finalidade de visualizar as estruturas morfoldgicas, grau de

lesdo e a patologia apresentada.

2.11 Escore de Lesdes

Caracterizou-se o grau de lesdo conforme a escala demonstrada na Tabela 2.

Tabela 2. Escores de lesdo histopatologica referentes ao grau de lesdo apresentado.

Grau de Leséo Escores
Auséncia -
Leve +
Moderada +(+)
Acentuada ++

2.12 Anélise Estatistica
Os resultados obtidos nos diferentes grupos, com distribuicdo normal foram analisados
por Analise de Variancia, com as médias comparadas por teste de Newman-Keuls. As

diferencgas foram consideradas significativas até¢ p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Durante o periodo experimental nao foram detectadas alteragdes clinicas no estado
geral das aves, como também nao fora observados sinais clinicos de intoxica¢gdo em nenhum

dos grupos inoculados.

3.1 Analise Microbiolégica da Cloaca

Néao foi encontrado nenhum vestigio de desenvolvimento do fungo Beauveria
bassiana nas placas de Petri nas quais foram semeados os materiais colhidos na regido da
cloaca dos frangos. Somente foram detectados microrganismos da flora normal das aves.
Diferentemente Wasti et al. (1980), obtiveram recuperagao dos fungos, em diluigdes de fezes
semeadas em placas ao testarem outros fungos entomopatogénicos (Metarrhizium anisopliae
e Paecilomyces fumoso-roseus) na concentragio 10'° conidios/ave, onde as suspensdes foram
diluidas em agua de bebida de codornas (Coturnix coturnix japonica). Esta diferenga entre os
resultados pode ser devido as metodologias utilizadas nos experimentos, tanto na
concentracdo de inoculagdo quanto na coleta de material para analise, uma vez que a
concentragcdo de fungo utilizada no experimento com codornas foi mais elevada do que a do

presente estudo.

3.2 Avaliacdo do Desempenho Produtivo
Os resultados de ganho de peso (GP), consumo de racao (CR), conversao alimentar
(CA) e viabilidade (V) de frangos de corte aos 38 dias de idade, inoculados com o fungo B.

bassiana sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Ganho de peso (GP), consumo de ragdo (CR), conversdo alimentar (CA) e

viabilidade (V) de frangos de corte do 1° ao 38° dia de idade, inoculados com B. bassiana.

Variaveis Concentracéo de B. bassiana (conidios/ml) Média CV(%)
0 10° 107 10°
Ganho de 228391 2326,33 2285,93 2232,70 2282,22 1,91
peso (g) ab a ab b
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Consumo de 3307,85 3416,46 3437,60 3368,20 3382,52 2,68

racio (g) a a a a
Converso 1,45° 1,47 * 1,51° 1,51° 1,48 2,23
alimentar

Viabilidade 96,70 96,70 98,40° 100 97,92 5,20
(%)

“Médias seguidas de mesma letra em uma mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls (p>0,05).

Pela Tabela 3 pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica no ganho de peso
entre o tratamento controle e as concentragdes 10°, 10" e 10® conidios.mL" do fungo
Beauveria bassiana. No entanto na concentragio 10° conidios.mL™ houve menor ganho de
peso quando comparado ao tratamento 10° conidios.mL"'. Contrariamente Donovan-Peluso et
al. (1980), nao observaram reducdo no ganho de peso ao testarem os fungos
entomopatogénicos Entomophthora virulenta e Entomophthora ignobilis (thaxteriana) na
concentracio 10° conidios/ave em codorna (Coturnix coturnix japonica). Em condicdes
semelhantes, Wasti et al. (1980), também observaram redugdo no ganho de peso tanto do
controle quanto dos grupos inoculados com suspensdo de 10'° dos fungos entomopatogénicos
Metarrhizium anisopliae e Paecilomyces fumoso-roseus.

Embora o consumo de racdo nao tenha sido afetado, condizendo com os resultados
encontrados neste trabalho onde nao foram observadas diferengas significativas para consumo
de ragdo entre os tratamentos. Isto pode ter contribuido para os resultados de conversao
alimentar, quando, na concentracdo 10° conidios.mL™, pode ser observado o pior resultado em
relacdo aos tratamentos controle e 10° conidios.mL™”, ndo diferindo estatisticamente da
concentragio 10’ conidios.mL™".

Ainda que considerada uma possivel acao deletéria das altas concentragdes do fungo
Beauveria bassiana pelos resultados até aqui apresentados, tal efeito hipotético ndo foi
significativo para interferir na viabilidade, pois ndo ocorreu nenhum 6bito mesmo na maior

concentragcdo nao tendo sido observada diferenga significativa entre os tratamentos.

3.3 Avaliacéo das Carcacas
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Os resultados obtidos para rendimento de carcaga e peso das visceras dos frangos aos
38 dias de idade estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados quanto ao rendimento de
carcaga, ndo foram influenciados significativamente (p>0,05) pelas concentracdes de fungos,
tendo sido observado em média 79,55% aos 38 dias de idade o que condiz com um bom
rendimento de carcaga quando se inclui pescogo e pés.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos e estes ndo diferiram
do tratamento controle para os pesos absolutos e relativos do coracdo e figado (Tabela 4),

mostrando que o fungo ndo influencia no desenvolvimento dos 6rgaos da ave.

Tabela 4. Caracteristicas de carcaca e desenvolvimento de visceras de frangos de corte aos
38 dias de idade.

Variaveis Concentracgéo de B. bassiana (conidios/ml) Média CV(%)
0 10° 10’ 10°

Peso Vivo 2520,66 2593,16 2532,58 2553,16 2549,89 3,36

(2)

Rendimento 79,00 79,82 79,77 79,56 79,55 1,41

Carcaca (%)

Peso relativo (%)

Coragdo 0,62 0,62 0,59 0,63 0,62 10,28

Figado 1,94 1,93 1,83 1,89 1,90 9,49

Peso absoluto (g)

Coragdo 12,16 13,00 12,16 12,03 12,54 10,73

Figado 37,83 40,16 37,33 38,50 38,45 8,89
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3.4 Analise Hematoldgica

Os valores médios obtidos no hemograma e leucograma nos diferentes grupos
experimentais estdo demonstrados nas Tabelas 5 e 6 respectivamente.

No hemograma foram avaliados os seguintes parametros: concentragdo de proteinas
plasmaticas totais, hematodcrito, hemacias e leucdcitos totais. Os valores obtidos para os
diferentes parametros estdo dentro dos valores de normalidade, segundo Jain (1993), com
exce¢do da proteina plasmatica em todos os grupos experimentais, ficando abaixo dos valores
obtidos pelo mesmo autor, porém os valores encontrados nos grupos teste estdo de acordo
com os valores observados no grupo controle (controle interno), sugerindo este resultado estar
relacionado a fatores extrinsecos. Foi observado também um aumento significativo do namero
de leucdcitos totais (leucocitose) somente para o grupo que recebeu a maior concentragdao de

fungo.

Tabela 5. Médias e desvios padrdes dos valores médios do hemograma avaliados em fungao

das diferentes concentragdes de Beauveria bassiana.

Parametros avaliados

Grupos Proteinas Hemacias Leucocitos
_ _ Hematocrito
experimentais Plasmaticas (n° células x (n° células x
(%)
(g/dL)’ 10°/uL) 10° /uL)
32,67 +
0 3,60+ 0,22 2,55+ 0,46 23,67* + 2,94
2,58
31,67* +
10° con./mL 3,42* +0,32 2,97*+ 0,23 24,50 + 4,05
2,66
33,67 +
10’ con./mL 3,332 +0,16 2,67+ 0,15 24,17* + 4,53
1,96
33,83% +
10® con./mL 3,43*+ 0,36 2,56* + 0,29 38,83+ 3,54
2,56
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'grama/decilitro; médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05) e letras diferentes diferem estatisticamente
(p < 0,05) por analise de variancia - Newman-Keuls.

As células do sistema imunolégico das aves sdo constituidas por linfocitos, monoécitos,
conhecidos como agranulocitos e por heterofilos, eosinéfilos, basofilos, conhecidos como
granuldcitos todos estes tendo importante papel nas respostas imunoldgicas das aves
(MORGULIS, 2002).

Em relagdo ao leucograma, pode-se observar diferenga estatistica com aumento
significativo do nimero de leucdcitos totais, e na leucometria diferencial observou-se
aumento significativo nos valores absolutos de heteréfilos, linfocitos e mondcitos, em
comparagao com 0s outros tratamentos (grupos testes) e o controle que se encontra dentro dos
valores de normalidade, com excecdo dos heterdfilos, que apresentam nos resultados dos
grupos teste e controle valores um pouco maiores que os obtidos por Jain (1993). Este
aumento deve—se ao fato de geralmente, o leucograma varia muito entre aves normais da
mesma espécie, podendo estes valores serem alterados em funcdo de diversos fatores como
idade, sexo, estresse, fatores ambientais, entre outros. Como as aves se estressam quando
manipuladas, o processo de coleta de sangue pode resultar em uma leucocitose fisiologica,
essa resposta aumenta a quantidade de heterdfilos, e de linfécitos no sangue periférico.

Normalmente, a faixa de valores de referéncia para leucocitos totais em aves € mais
ampla que a de mamiferos domésticos. Desse modo, os valores do leucograma de aves devem
ser muito diferentes da faixa de referencia normal para que tenham importancia diagnostica.
(THRALL et al., 2006).

Como a leucositose costuma ser causada por inflamagdo, também se nota heterofilia.
A magnitude da heterofilia depende da causa e da gravidade da inflamacdo. Leucocitose e
heterofilia podem estar associadas a inflamagdo por infeccao localizada ou sistémica causada
por varios microrganismos infecciosos (bactéria, fungos, clamidias, virus e parasitas) ou por
enfermidade ndo infecciosa (traumatismo e intoxicagdo). Leucocitose e heterofilia acentuadas
geralmente se associa a doengas por patdgenos aviarios comuns, como Chlamydia,
Mycobacterium e Aspergillus. Em aves, leucocitose discreta a moderada como a encontrada
no presente trabalho, pode ser verificada quando ha excesso de glicocorticoides enddgenos ou
exogenos (leucograma de estresse), no entanto no presente trabalho podemos sugerir que a
leucocitose acompanhada de aumento significativo de linfécitos, heterdfilos e mondcitos, foi
ocasionada por uma maior inocula¢do do fungo (concentragio 10°* conidios. mL ™, sendo
caracteristicas comum observada em infec¢des fungicas o aumento desses tipos celulares.

Os monocitos possuem atividade fagocitica, migram aos tecidos, onde se transformam

em macrofagos (HARMON e BLISSON, 1993). Eles contem substancias quimicas
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biologicamente ativas envolvidas na inflamacao e na destruicdo de microrganismos invasores.
Os monocitos também tém importante fungdo imunoldgica no processamento de antigenos
(RAWLEY e RATCLIFFE, 1988).

A monocitose em geral associa-se a doengas infecciosas causadas por microrganismos
que promovem, inflamagdo granulomatosa, como Mycibacterium, Chlamydia e fungos, como
o Aspergillus. Ha relatos de monicitose em alguns tipos de deficiéncia nutricional, como na de
zinco (WIGTH et al., 1980).

Como ndo se sabe a funcdo exata dos eosindfilos, e dificil interpretar a eosinofilia
periférica em aves. Embora esse granuldcito ndo tenha sido encontrado nas amostras
analisadas, eles podem se comportar diferentemente daqueles dos mamiferos. Estudos
demonstram que os eosindfilos de aves podem participar de reagdes de hipersensibilidade
retardada (tipo IV), o que ndo acontece com eosindfilo de mamiferos. (MAXWELL e
BURNS, 1986). Experimentos utilizando antigenos parasitarios ndo provocaram eosinofilia
periférica, embora haja relato de ecosinofilia associada a infestagdo por nematodeos
gastrintestinais (MAXWELL, 1980).

Devido ao pouco conhecimento a respeito da funcdo dos eosinodfilos de aves, a
eosinofilia periférica nessa espécie pode ser interpretada livremente como sendo uma resposta
aos parasitas internos ou externos ou a exposi¢do aos antigenos estranhos (resposta de
hipersensibilidade). Pode ser dificil detectar eosinofilia em aves. Caso ocorra, espera-se que
esteja associada a uma resposta ao estresse ou ao uso de glicocorticosterdides.

A Basofilia ¢ rara em aves. Como os basofilos de aves produzem, armazenam e
liberam histamina, pode ter funcdo semelhante aquela dos basofilos de mamifero (CHAD e
EYRE, 1978), portanto baséfilos em aves podem participar da reacdo de hipersensibilidade
imediata, liberar inibidores para ativagdo de trombocitos, provocar contragdo de musculos
liso, induzir a formagao de edema e influenciar a coagulagdo. Eles parecem participar da fase
inicial da inflamag¢ao aguda em aves, no entanto, isso geralmente ndo se reflete como basofilia
no leucograma (MONTALLI, 1988; CARLSON e HACKING, 1972).

Em aves a basofilia periférica pode sugerir inflamacdo inicial ou reagdo de
hipersensibilidade imediata. Nota-se basofilia relacionada ao estresse em galinhas submetidas
a restricdo alimentar, mas essa resposta pode depender da idade ou do tempo de restrigao
(MAXWELL et al., 1990; MAXWELL et al., 1991).

Como eosinofilos e basofilos sdo encontrados mais facilmente em mamiferos e aves
que estdo infestados por parasitas ou sofrendo de algum tipo de processo alérgico

respectivamente. O numero pequeno de animais por grupo no presente experimento, porém,
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ndo deixando de ser significativo, ndo possibilitou a observacao desses tipos celulares na

contagem diferencial de leucdcitos, uma vez que estes se encontram em nimero muito

pequeno no sangue periférico das aves, corroborando com os valores de normalidade obtidos

pelos autores ja citados acima.

Wasti et al. (1980), ao realizarem contagens diferencias de células sanguineas de

codorna (Coturnix coturnix japonica) inoculadas com suspensio de 10'° Conidios/aves dos

fungos entomopatogénicos Metarrhizium anisopliae e Paecilomyces fumoso-roseus nao

revelaram quaisquer diferengas significativas entre controle e grupos tratados.

Tabela 6. Valores médios e desvios padrdes do leucograma avaliados em fungdo das

diferentes concentra¢des de Beauveria bassiana.

Contagem diferencial (n.° células x 10°/uL)

Fungo Leucocitos
(con.mL) (x 10°/uL) Hetero6filos Linfocitos Mondcitos
0 23,67 %+2,94 8260%+1,53 14,123 *+2,39 1,287* £ 0,290
10° 24,50+ 4,09 10,200* + 1,97 12,642 *+£2.77 1,283%+0,270
10’ 24,17 * £ 4,53 10,803 *+246 11,278 *+3,09 2,328 *+ 1,052
108 38, 83%+ 3,54 16,803+ 4,67 17.810°£5,17 3,725°+0,952

a,b

3.5 Anatomopatologia

nas colunas: médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05) e letras diferentes diferem estatisticamente

Os dados obtidos no exame histopatologico estdo apresentados no Quadro 1. Os

resultados ndo revelaram presenca de lesdes aparentes no pulmao e na bursa de Fabricius, em

nenhuma das concentragdes de fungos testadas, quando comparado ao grupo controle.

Quadro 1. Grau de lesdao nos 6rgaos em fungdo das diferentes concentragdes de Beauveria

bassiana.

Tipos de Lesdes

Concentragdo de B. bassiana (conidios/ml)

10°

10’

BF

F P BF

F P

BF

BF

Apoptose

Megalocitose

Infiltrado de
células
mononucleares

T+ | -

Congestdo

Necrose

Vacuolizacao

Edema
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! Escores de lesdo histopatologica referentes ao grau de lesdo apresentado.- auséncia; + leve; +(+) moderada; ++ acentuada; >
F- Figado; P-Pulmao; BF - Bursa de Fabricius.

Todavia, a analise histopatoldgica do figado revelou necrose de coagulagao periportal
multifocal e infiltrado leucocitdrio constituido por heterdfilos e células mononucleadas,
principalmente em torno dos ductos biliares os quais apresentaram-se sem lesdes aparentes e
arranjo celular dentro dos padrdes de normalidade (Figura 6). Estudos testando fungos
patogénicos demonstraram que 0,2 mL de Fusarium spp. inoculados por via intracerebral e
intranasal causou congestdo vascular no pulmao e figado de aves (ADETOSOYE e ADENE,
1978). Entretanto, aves inoculada por via intravenosa com Candida albicans na concentragio
de 10° conidios.mL™" ndo demonstraram sinas de infec¢do em nenhum érgio (WYATT et al.,
1975). Estas lesdes foram moderadas no tratamento com a concentragdo 10’ conidios.mL e

mais acentuadas no tratamento com a concentracao 10® conidios.mL"".

Figura 6. Infiltrado leucocitario em figado de frango ao 38 dia de idade, inoculados com
Beauveria bassiana. A) Circulo - lesdo moderada. B) Circulo - lesdo acentuada. Aumento
40X.
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4 CONCLUSAO

Embora nio tenham ocorrido alteragdes substanciais no desempenho dos frangos, as
alteracdes hematologicas e histopatoldgicas observadas nas concentragdes mais elevadas do
fungo objeto deste estudo podem ser decorrentes do desafio a que foram submetidas as aves,
indicando uma possivel relagdo dose-efeito do produto biologico.

As alteragdes histopatoldgicas observadas nas preparacdes de amostras de figado
obtidos das aves expostas as concentragdes mais elevadas de B. bassiana foram compativeis
com um quadro de intoxicacao.

Ainda que resultados anteriores indiquem ser a B. bassiana um fungo promissor no
controle do cascudinho, sdo necessarios mais estudos para definir de forma precisa a
incorporacdo deste agente de controle no manejo daquela praga, levando sempre em
consideragdo a relagdo custo-beneficio, a real viruléncia do patdgeno como agente de controle

e as possiveis interagdes com o ambiente de um criatério de aves.
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3 CONCLUSOES GERAIS

O isolado de Beauveria bassiana utilizado no presente estudo revelou-se patogenico
para larvas de Alphitobius diaperinus a partir de concentragdes de 10° conidios.mL™ .
Entretanto a necessidade de maior concentragdo observada para eficacia em adultos, deve ser
considerada em possiveis aplicagdes futuras, tendo em vista a heterogeneidade de estagios de
Alphitobius diaperinus em uma granja avicola.

Esses resultados aliados a auséncia de efeitos significativos no desempenho dos
frangos, inoculados com amostras dos fungos, revelam-se promissores para a continuidade
dos estudos sobre o controle bioldgico daquela praga.

Devem ser consideradas ainda, as alteragcdes hematologicas e histopatologicas, nas
concentragdes 107 conidios.mL"'e 10® conidios.mL™ que podem ter sido decorrentes do severo
desafio a que foram submetidas as aves, indicando uma possivel relacdo dose-efeito do
produto biologico.

As alteracdes histopatologicas observadas nas preparagdes de amostras de figado
obtidos das aves expostas as concentragdes mais elevadas de B. bassiana foram compativeis
com um quadro de intoxicagao.

Entretanto, sdo ainda necessarios mais estudos para definir de forma mais precisa a
aplicacdo deste agente de controle no manejo do cascudinho, levando sempre em

consideracdo a relagdo custo-beneficio e as condi¢des do ambiente de uma granja avicola.
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