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RESUMO

O presente estudo investigou a viruléncia de Metarhizium spp., Beauveria bassiana e
Isaria javanica contra larvas de Musca domestica; comparou também a viruléncia de
diferentes propagulos fungicos, e avaliou a eficacia de matrine, um alcaloide vegetal, e
sua associacdo com fungos entomopatogénicos contra larvas de M. domestica. Além
disso, o estudo relata a viabilidade conidial e o crescimento radial de diferentes isolados
fangicos em meio de cultura suplementado ou ndo com matrine. Nesse sentido, conidios
produzidos em meio BDAL foram suspensos em Tween 80 a 0,01% e ajustados a 1 x 108
conidios/mL e espalhados em papel filtro para o tratamento indireto de larvas de terceiro
instar de M. domestica. A eficacia do tratamento dos isolados de Metarhizium spp. variou
entre 77,44% (IP 119) e 87,35% (IP 146). A eficacia do tratamento variou de 39,37%
(ARSEF 9588) e 70,60% (IP 361) entre os isolados de B.bassiana, e variagOes entre
26,75% (CG 1316) e 53,28% (CG 1283) foram observadas em grupos tratados com
isolados de I. javanica. Conidios e blastosporos de IP 146 (Metarhizium robertsii) e IP
361(Beauveria bassiana) foram produzidos em meio Adamek, em seguida foram
preparadas suspensdes e estas ajustadas para 1 x 108 propagulos/mL. Tratamentos
indiretos foram conduzidos espalhando-se a suspensdo em papel filtro estéril ou em
racOes para avaliar a viruléncia em larvas de terceiro ou segundo instar de M. domestica,
respectivamente. Apenas o tratamento com blastosporos IP 146 em racao foi eficaz contra
larva de M. domestica. Larvas de M. domestica também foram imersas em solucGes
contendo matrine (tratamento direto) ou expostas a papel filtro estéril tratado com matrine
(tratamento indireto) em diferentes concentracfes (1, 5, 10 e 20 mg / mL); dez larvas
foram utilizadas em cada tratamento e grupo de controle. Para ambos tratamentos
concentragdes de matrine superiores a 1 mg/mL foram eficazes contra larvas de M.
domestica. A germinacdo de conidios dos isolados de Metarhizium spp., B. bassiana e 1.
javanica foi avaliada em 24 e 48 horas sobre meio BDAL acrescido de cloranfenicol e
benomil, e suplementado ou ndo (controle) com matrine (2%). Todos os isolados tiveram
germinacdo em torno de 100%, em ambos os tempos de incubacdo avaliados. O
crescimento radial de isolados também foi avaliado em meio BDAL suplementado ou ndo
(controle) com matrine. Nesse estudo, os isolados de Metarhizium spp. e B. bassiana,
com excecdo de CG 138, tiveram crescimento radial reduzido em meio contendo matrine.
Os isolados de 1. javanica, no entanto, ndo reduziram seu crescimento quando expostos a
matrine em meio de cultura. Foi investigada a associacdo de fungos entomopatogénicos
[IP 119 (Metarhizium anisopliae s.s.), CG 307 (Beauveria bassiana) ou CG 1285 (Isaria
javanica)] com matrine (1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 mg/mL) contra larvas de M. domestica.
Em testes indiretos em papel filtro estéril, a associacdo de conidios flngicos e matrine foi
mais eficaz contra larva de M. domestica do que conidios apenas, e a associacao foi mais
eficiente do que matrine sozinho. Todos os experimentos foram incubados a 27 + 1 °C e
UR > 80%. Concluindo, Metarhizium sp. é indicado como um agente microbiano
promissor para controlar larvas de M. domestica; também, blastosporos do isolado IP 146
aplicados a racdo foram eficazes no controle de larvas de segundo instar. Além disso, o
alcaloide matrine foi eficaz para controlar larvas de M. domestica; ndo afetou a
viabilidade dos conidios dos fungos investigados neste estudo, mas retardou o
crescimento da maioria dos isolados de Metarhizium e Beauveria testados. O crescimento
radial de isolados de Isaria sp. ndo foi afetado pela suplementacéo de meio com matrine.
N&o houve aumento da eficacia contra larva de M. domestica quando fungos foram
associados ao matrine.

Palavras-chave: Musca domestica, fungos entomopatogénicos, alcaloide vegetal.
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ABSTRACT

The current study investigated the virulence of Metarhizium spp., Beauveria bassiana and
Isaria javanica against Musca domestica larva; it also compared the virulence of different
propagules, and evaluated the efficacy of matrine, a plant alkaloid, and the association of
matrine and entomopathogenic fungi against larvae of Musca domestica. In addition, the
study reports the conidial viability and radial growth of different fungal isolates in culture
medium supplemented or not with matrine. Conidia produced on BDAL medium were
suspended in Tween 80 0.01% and adjusted to 1 x 108 conidia / mL, and spread on filter
paper for indirect treatment of third-instar larvae of M. domestica. The efficacy of
treatment ranged from 77,44% (IP 119) to 87,35% (IP 146) among Metarhizium spp.
isolates. The efficacy of treatment ranged from 39,37% (ARSEF 9588) to 70,60% (IP
361) among the isolates of B.bassiana; variations between 26,75% (CG 1316) and
53,28% (CG 1283) was reported in groups treated with isolates of I. javanica. Conidia
and blastospores of fungi were produced on Adamek medium, and suspensions were
prepared and adjusted to 1 x 108 propagules/mL. Aliquots were used in indirect treatments
by spreading the suspension to sterile filter paper or to comminuted ration to evaluate
virulence in third or second instar larvae, respectively. Only the treatment with IP 146
blastospores in ration was effective against M. domestica larva. Larvae were immersed
on matrine solutions (direct treatment) or exposed to sterile-filter paper treated with
matrine (indirect treatment) in different concentrations (1, 5, 10 and 20 mg/mL). Ten
larvae were assayed in each treatment and control group. Matrine concentrations higher
than 1 mg/mL were effective against M. domestica larva in both treatments. Germination
of conidia of Metarhizium spp., B. bassiana and I. javanica isolates was assessed at 24
and 48 honto BDAL medium plus chloramphenicol and benomyl, supplemented or not
(control) with matrine. All isolates had germination around 100%, in both incubation
times evaluated. In addition, the radial growth of isolates was evaluated on BDAL
medium supplemented or not (control) with matrine. The isolates of Metarhizium spp.
and B. bassiana, with the exception of CG 138, had a reduced radial growth on medium
containing matrine. Isolates of I. javanica did not reduce their growth when exposed to
matrine. The association of entomopathogenic fungi [IP 119 (Metarhizium anisopliae
s.s.), CG 307 (Beauveria bassiana) or CG 1285 (Isaria javanica)] with matrine (1; 0,5;
0,1; 0,05; 0,01 mg/mL), was investigated against larva of M. domestica in indirect tests
on sterile filter paper. The association of fungal conidia and matrine was more efficient
against M. domestica larva than conidia, and the association was more efficient than
matrine alone. All experiments were incubated at 27 = 1 °C and RH > 80%. In conclusion,
Metarhizium sp. is indicated as a promising microbial agent to control larva of M.
domestica; also, IP 146 blastospores applied to ration were effective in the control of
second instar larvae. In addition, the alkaloid matrine was effective to control M.
domestica larva; it did not affect the viability of the conidia of the fungi investigated in
this study, but it slowed down the growth of most of the Metarhizium and Beauveria
isolates tested. Radial growth of isolates of Isaria sp. was not affected by supplementation
of medium with matrine. No increased efficiency against M. domestica larva was detected
when fungi was associated with matrine.

Keywords: Musca domestica, entomopathogenic fungi, alkaloid.
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1 INTRODUCAO

Presentes em todos ecossistemas, com distribuicdo mundial, os insetos
formam a maior classe do reino animal. Devido a sua diversidade, na sua grande maioria,
0s insetos sdo extremamente benéficos ao ser humano. Uma pequena parcela atua como
praga agropecuaria ou urbana, causando milhdes em prejuizos a pequenos produtores,
latifundiarios e ao governo. O controle contemporaneo baseia-se principalmente em
aplicacdes de bases quimicas no ambiente em que o inseto-alvo se encontra, ocasionando
contaminacdes ambientais e aparecimento de populacdes resistentes. Como método
alternativo ao uso intensivo de produtos quimicos para controle de artropodes, a utilizagéo
de microrganismos entomopatogénicos torna-se uma ferramenta promissora para reduzir
a ocorréncia de resisténcia e minimizar os danos ambientais ocasionados por inseticidas.
Assim como o uso de substancias de origem vegetal também vem sendo considerado
potencialmente eficazes e ambientalmente sustentavel quando comparado aos métodos
convencionais.

Musca domestica (Diptera: Muscidae) possui uma grande importancia
médica e veterindria, sendo transmissor de aproximadamente 100 doencas, para humanos
ou animais, dentre elas, infeccGes bacterianas, virais, por helmintos e protozoarios
(FORSTER et al., 2007; MALIK et al., 2007). Por ser um inseto altamente sinantrdpico,
cosmopolita e com diversos relatos de populacGes resistentes a inseticidas quimicos,
estudos utilizando métodos alternativos desenvolvidos sob a perspectiva de reduzir a
ocorréncia de resisténcia e contaminagdes ambientais, tornam-se extremamente
relevantes (RENN et al., 1999; FERNANDES et al., 2013).

O controle microbiano de insetos € uma area em ascensdo situada no &mbito
da patologia de invertebrados, ciéncia com enfoque em enfermidades que acometem
insetos, ocasionadas por virus, bactérias, nematelmintos protozoarios e fungos
entomopatogénicos. Estes sdo responsaveis por aproximadamente 80% das doencas em
artropodes (ALVES, 1998). Em virtude da grande variabilidade genética, estes
entomopatdgenos atuam positivamente no controle de artropodes pertencentes a diversas
ordens da classe Insecta. Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, sdo fungos
entomopatogénicos pertencentes as familias Clavicipitaceae e Cordycipitaceae,
respectivamente, possuem distribuicdo mundial e s&o encontrados naturalmente
habitando o solo, infectando artrépodes, ou em associacdo endofitica (BING; LEWIS,

1991; GOLO et al., 2014). Apresentam largo espectro de hospedeiros e grande destaque
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na literatura, sendo estes géneros os mais estudados em controle bioldgico. Na ciéncia, as
pesquisas relacionadas ao controle de M. domestica utilizando fungos sdo publicados a
partir da década de 80 com estudos relacionados a sua viruléncia e seus mecanismos de
acao no organismo do artropode.

A utilizacdo de compostos vegetais pela humanidade para controle de insetos
é relatada desde a China antiga, Grécia, Egito e India desde pelo menos dois milénios
atrés até os tempos atuais. S&o usadas para diversos fins como, perfumaria, cosméticos,
detergentes, farmacologia, quimica fina e compostos aromaticos para a industria
alimentar. A partir da década de 90, sua finalidade ganhou um enfoque diferente: a
utilizacdo em programas de controle de pragas, haja vista que algumas plantas, ao longo
de sua evolugdo, desenvolveram mecanismos para sua propria defesa. Substancias
quimicas como o0s metabolicos secundarios de plantas apresentam propriedades
inseticidas; isto €, com atividade toxica contra 0s insetos, podem causar sua morte ou sua
repeléncia. Oleos essenciais presentes na planta também possuem destaque dentro de
programas de controle de pragas.

Atualmente, os compostos vegetais com maior atividade inseticida sdo
derivados de plantas das familias Solanaceae, género Nicotiana, produtoras da nicotina e
nornicotina; Leguminoseae, géneros Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea,
produtoras de rotendides; Asteraceae, género Chrysanthemum, produtoras de piretrinas e
Meliaceae, género Azadirachta, produtoras de azadiractina (VIEIRA; FERNANDES,
1999, apud LOVATTO et al., 2004).

Objetivou-se neste estudo selecionar isolado de fungo entomopatogénico
virulento e investigar o efeito de composto vegetal a base de alcaloide matrine associado

ou ndo com fungo entomopatogénico para larvas de Musca domestica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Musca domestica

Musca domestica Linnaeus, 1758 pertence a ordem Diptera e familia
Muscidae. E conhecida popularmente como mosca doméstica devido a seus habitos
sinantropicos (fendmeno de adaptacdo das espécies as condi¢des ecoldgicas criadas pelo
homem no processo de urbanizacao) e endofilicos (habito de permanecer no mesmo local
do que o hospedeiro parasitado) (NEVES et al., 2005). Podem voar por varios
quildmetros, pousando em excrementos, alimentos, invadindo casas e ambientes de
criacdo de animais (ROMAN et al., 2004). Apresenta ciclo bioldgico holometabdlico,
compreendendo as fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1)(WEIGERT et al., 2002).
Os adultos recém emergidos buscam abrigo em ambientes escuros enquanto suas asas e
cuticula enrijecem, ja que sdo frageis e incapazes de voar (WHO, 1991). Apés esse
periodo de enrijecimento, que em geral corresponde ao segundo dia apds a emergéncia,
ja estdo aptos a se acasalarem, se a temperatura for favoravel, em torno dos 30°C (WHO,
1991).

Figura 1: Ciclo vital de Musca domestica, contendo seus quatro estagios: ovos,
larvas, pupa, adulto. Fonte: WHO, 1981.
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As fémeas realizam oviposicdo em qualquer matéria organica em
fermentagdo, podendo uma Unica fémea ovipor até cinco vezes durante sua vida, com
quantidade de ovos variando de 120 a 130 por postura (KEIDING, 1980). Os ovos séo
brancos, possuem formato de “banana” e tamanho aproximado de 1mm, rompem-se ao

fim de algumas horas ou de alguns dias (tempo estimado entre oito horas ou quatro dias)
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em funcdo da temperatura (WHO, 1991). Assim que ocorre 0 rompimento, as larvas
comecam a alimentar-se avidamente e sofrem duas mudas; portanto, ha trés instares,
sendo estes capazes de desenvolver-se em uma grande variedade de substratos,
alimentando-se basicamente de matéria organica vegetal (ALEIXO et al., 1984). Sob
influéncia da temperatura, as larvas, apos trés a sete dias, abandonam o substrato de
alimentacdo para empupar em ambientes mais secos. O periodo de empupamento pode
variar de trés ou sete dias em condicGes favoraveis de temperatura (KEIDING, 1980). A
temperatura € um importante fator ambiental para as populacfes de M. domestica em
crescimento, sendo que este fator abiotico limita e determina o sucesso dos estagios
iniciais de desenvolvimento da mosca (LEVINE; LEVINE, 1991).

Morfologicamente, o corpo de adultos de M. domestica é dividido em cabega,
torax e abdome (Figura 2). Sua cabeca apresenta formas variaveis, geralmente esféricas;
a parte superior varia entre achatada ou concava. Possuem a presenca de olhos compostos
e ocelos. Os olhos estdo presentes, em ambos 0s sexos, na parte dorsal da cabega. Nas
fémeas, os olhos estdo separados pela fronte, ditos, portanto, dicdpticos, enquanto nos
machos sdo holdpticos (Figura 2) (MARICONI, 1999).

Figura 2: Identificacdo de estruturas corporais de adulto de Musca domestica. A) aparelho
bucal tipo lambedor; B) cabegca; C) térax; D) abdome. FONTE:

http://revoluciontrespuntocero.com

Juntamente com os caracteres supra citados, a mosca apresenta o aparelho
bucal do tipo lambedor (Figura 2), constituido de uma probodscida robusta na qual sua
labela apresenta excelente desenvolvimento; pois sofreu adaptagdes para funcionar como

uma esponja, desenvolvendo uma grande capacidade de sugar liquidos (HEWITT, 1916).
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O tdrax apresenta trés regides fusionadas (protdrax, mesotorax e metatorax).
O segmento mais desenvolvido é o mesotérax, local em que os masculos que déo
movimentacdo as asas estdo presentes. Apresenta quatro faixas longitudinais pretas,
paralelas no mesonoto (HEWITT, 1916). As pernas das moscas terminam em um par de
garras e um par de pulvilos (estrutura composta por minusculos pelos glandulares
responsaveis pela adesdo do inseto as superficies lisas) e uma formacdo alongada
denominada de empadio, de situacdo mediana e ventral (REY, 2013).

O abdome é amarelado, com uma faixa preta longitudinal mediana e presenca
de quatro a nove segmentos visiveis, nos machos terminando nas pecas da genitalia e nas
fémeas num ovipositor que pode ser curto ou longo (HEWITT, 1916).

M. domestica é uma espécie de distribuigdo mundial e de grande importancia
médica e veterinaria. Atua como vetor mecanico de diversos agentes patogénicos,
incluindo parasitos de homens e de animais (SMITH, 1986; AXTELL; ARENDS, 1990).
E um inseto com alto grau sinantropico de habitos peculiares, que pode transportar
patdgenos na parte exterior de seu corpo, seja em suas pecas bucais, nas cerdas presentes
em todo seu corpo ou em suas pernas, assim como em seu interior, dentro do seu trato
intestinal (WHO, 1991). Entre os patdgenos transportados por M. domestica possuem
destaque helmintos do género Habronema (AMADO et al., 2000), bactérias como
Enterobacter spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Klebsiella
pneumoniae, Proteus spp., Citrobacter spp. (ROMAN et al., 2004; BANJO et al., 2005;
UGBOGU et al., 2006) e Staphylococcus aureus (BANJO et al., 2005); protozoéarios
como Entamoeba histolytica e Giardia intestinalis (SALES et al., 2002); virus como o
poliovirus e virus causadores de hepatites (UGBOGU et al., 2006) e fungos como
Candida spp., Aspergillus fumigatus e Criptococcus spp. (QUICENO et al., 2010).

A mosca doméstica também pode transmitir Salmonella typhosa causadora
da febre tifoide, doenca infectocontagiosa grave, que causa constante febre, alteracdes
intestinais, esplenomegalia e, se ndo tratada, pode ocorrer uma confusdo mental e levar a
morte (REY, 2013). Do mesmo modo, pode transmitir o patdgeno causador da célera,
Vibrio cholerae, doenca epidémica de escala global, sendo este um dos maiores
problemas em paises subdesenvolvidos com clima tropical (WALSH; WARREN, 1979).

Também pode ser vetor mecanico de Bacillus anthracis, que causa o Antraz,
que é uma séria infeccdo que pode afetar homem e animais; sua contaminagéo ocorre apos

inalacdo, ingestdo ou contato cutdneo com o esporo (FASANELLA et al., 2010).
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2.2 Métodos de controle de moscas

Faz-se necessario estabelecer métodos de controle para minimizar a acéo
vetorial destes insetos, métodos estes que devem integrar os controles mecénico, quimico
e bioldgico.

O controle mecanico inclui praticas que envolvem a utilizacdo de barreiras
e/ou destruicdo direta das moscas, como destinacao correta do lixo e dejetos humanos ou
de animais, que neste caso seria a incineragdo, como também impedir o acesso dos insetos
as fontes de alimentos utilizando telas nas portas e janelas em residéncias e
estabelecimentos comerciais (REY, 2013).

O controle quimico baseia-se na utilizacdo de inseticidas que possuem como
principio ativos quimicos que apresentam toxicidade aos insetos. A resisténcia dos
mesmos aos inseticidas convencionais, no entanto, leva ao aumento da frequéncia de
aplicacdes, reduzindo ainda mais sua eficacia (SCOTT et al., 2000). A resisténcia é um
problema gradativo no controle de insetos, e geralmente esta relacionada a degradagéo
mais rapida dos inseticidas pelos genoétipos resistentes (DEVONSHIRE, 1973).
Entretanto, este método é empregado em escala global para controle de diversos
artropodes pragas e sua aplicacdo na agricultura é estimada em 4 x 108 toneladas anuais
(IPPOLITO et al., 2015).

O desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas por M. domestica aumentou
a busca por métodos alternativos para o manejo e controle deste inseto (RENN et al.,
1999; KAUFMAN et al.,, 2005). Neste sentido, o controle por utilizacdo de
microrganismos entomopatogénicos tém se mostrado bastante vidvel, pois tém se
mostrado eficaz e in6cuo aos animais homeotérmicos (ALVES, 1998; CRAWFORD et
al., 1998).

O controle biolégico pode ser definido como a utilizacdo de qualquer
organismo vivo (predadores, parasitos ou patégenos) naturais ou modificados
geneticamente, com finalidade de reduzir, controlar ou suprimir populacdes especificas
de artropodes que sejam prejudiciais e que podem tornar-se pragas (MELO; AZEVEDO,
1998; SANTIN, 2008).

A utilizagdo de fungos entomopatogénicos, microrganismos com capacidade
de infectar insetos e outros artropodes e causar sua morte, € datada do final do século XIX
(ALVES, 1998). Em programas de controle biologico, os fungos podem ser utilizados de
trés maneiras: (i) através da sua inser¢do como um inimigo natural em uma area em que

0 hospedeiro é exdtico, denominada de controle cléssico, (ii) aumento da populagdo
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existente de inimigo natural no ambiente, de forma a limitar ou diminuir a populagéo do
hospedeiro, denominada de incremento, e (iii) modificacdes no manejo da &rea estudada
visando viabilizar a permanéncia do fungo, chamada de conservacdo (SHAH; PELL,
2003).

Além de controlar populacdes de M. domestica, os fungos entomopatogénicos
também demonstram eficicia para o controle de diversos dipteros e outros insetos
(MULLENS, 1989). O controle da densidade populacional de M. domestica também é
possivel através da utilizacdo de outros inimigos naturais, principalmente os parasitoides
e predadores (PEREIRA, 1947). Quantidade enorme de minusculos &caros,
pseudoescorpides e outros aracnideos predam ovos de M. domestica. As larvas sdo
devoradas por larvas de outros dipteros de habito carnivoro, e outros animais insetivoros
que também as utilizam como fonte de alimento. Os insetos adultos sdo cacados por
animais insetivoros (MARICONI, 1999). Ainda sobre o controle de populacdes de M.
domestica, muitos autores tém reportado a eficicia de extratos de plantas e 6leos
essenciais no controle deste diptero (SINGH; AGARWAL, 1988; AMER; MEHLHORN,
2006; RAHUMAN et al., 2008; TARELLI et al., 2009). A utilizacdo de compostos
vegetais para controle de insetos, possui grande destaque na literatura, visto que muitas
moléculas extraidas de plantas sdo capazes de influenciar o comportamento e a biologia
de uma ampla variedade de insetos. Essas moléculas geralmente tém acdo em doses
baixas, podem ser econdmicas e ecologicamente benéficas, sdo biodegradaveis, mais
especificas e apresentando baixa toxicidade a peixes, aves e mamiferos (AHMED;
EAPEN, 1986; SINGH; AGARWAL, 1988; COATS et al., 1991; RICE; COATS, 1994;
LEE etal., 1997).

2.3 Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo organismos eucariontes, heterotréficos,
podem apresentar forma unicelular ou filamentosa, se reproduzem sexuada ou
assexuadamente por intermédio de esporos (INGLIS et al., 2001). Pertencem ao reino
Fungi, e estdo divididos em quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota
e Ascomycota (HUMBER, 2013). Embora exista a reproducdo sexuada, grande
guantidade de fungos perdem a capacidade de se reproduzir sexuadamente, este grupo de
fungos séo conhecidos como fungos anamorficos e estdo inseridos na ordem Hypocreales
(ZIMMERMANN, 2007). Os membros dessa ordem sdo caracterizados pela formacéo de
conidios assexuados, originados em células conidiogénicas, que estdo presentes em
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estruturas denominadas de conidioforos, ou em agregados de conidiéforos, presentes em
toda extensdo das hifas (INGLIS et al., 2001).

Estes esporos assexuados também chamados de conidios, sdo 0s responsaveis
pela infeccdo fungica de artropodes, e estdo presentes no ambiente em gue insetos e outros
artropodes infectados estdo inseridos (SHAH; PELL, 2003). Entre os patogenos de
insetos, 0s fungos entomopatogénicos destacam-se como 0s mais eficazes em programas
de controle biologico (HALL; PAPIEROX, 1982) e também por serem 0s Unicos
entomopatogenos capazes de aderir e, consequentemente, infectar o hospedeiro através
de sua cuticula externa (INGLIS et al., 2001).

Uma possivel explicacdo para a adesdo conidial na cuticula do artropode se
da por interacdes hidrofébicas entre a parede das células do conidio e a superficie da
cuticula (BOUCIAS et al., 1988, BOUCIAS; PENDLAND, 1991). Apéds a adesdo, ocorre
o0 desenvolvimento do tubo germinativo e em alguns fungos, formacéo de uma estrutura
de penetracdo denominada de apressério. Para conseguir romper a principal barreia do
hospedeiro, o fungo necessita utilizar mecanismos enziméticos e mecanicos (ARRUDA
et al., 2005). A producdo de exoproteases possui grande importancia durante o processo
de penetracdo, bem como as endoproteases, esterases, lipases, quitinases e quitobiases
(ST. LEGER, 1993; BOUCIAS, PENDLAND, 1998; BUTT et al., 2000). Uma vez que
o fungo realiza com sucesso a penetracdo e chega a hemocele, passa a desenvolver-se
sob a forma de corpos hifais, que podem ser uni ou multicelulares, sendo chamados
também de blastosporos (DAVIDSON; SWEENEY, 1983; SAMSON et al., 1988;
INGLIS et al., 2001). Na hemocele, o fungo pode matar o hospedeiro por danos gerados
pelo seu crescimento, inanicdo (consumo dos nutrientes necessarios a sobrevivéncia do
artropode) e toxicose (GILLESPIE; CLAYDON, 1989). Os metabolitos produzidos pelo
fungo sdo altamente téxicos ao seu hospedeiro, podendo assim favorecer o sucesso da
infecgdo (ALVES, 1998). Esses metabdlitos incluem varios tipos de enzimas e moléculas
que atuam na patogenicidade do fungo, com fungdes de dissolu¢do da cuticula do
artropode, supressdo de seu sistema imunoldgico, interferéncia com os canais de ions e
diversas fungdes celulares (SCREEN et al., 2001; FREIMOSER et al., 2003). Caso
ocorra a morte do hospedeiro, o fungo se exterioriza sob condicGes apropriadas de
temperatura e umidade. No ambiente externo ao hospedeiro, o processo de conidiogénese
se inicia novamente dando continuidade ao seu ciclo vital (GOETTEL; INGLIS, 1997;

BUTT; GOETTEL, 2000). A disperséo conidial ocorre de forma passiva, principalmente
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pelo vento, mas outros fatores como chuva, também desempenham esse papel (INGLIS
et al., 2001)(Figura 3).

Figura 3. Ciclo bioldgico de fungos anamorficos pertencentes a classe Hypocreales. FONTE:
MASCARIN, 2010.
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No Brasil, o controle biolégico com fungos entomopatogénicos vem sendo
amplamente empregado, sobretudo para controle de pragas agricolas. As espécies mais
utilizadas sdo Metarhizium anisopliae s.l. e Beauveria bassiana s.I. (FILHO et al., 2009).

2.3.1 Género Metarhizium

O género Metarhizium é um dos mais conhecidos entre os fungos
entomopatogénicos e causa uma patologia em artrépodes conhecida como “muscardine
verde” (DRIVER et al., 2000). Durante muito tempo foi classificado como Deuteromiceto
(TULLOCH, 1976), passando a ser classificado como Ascomiceto apds isolamento das
formas teleomorficas das espécies Metarhizium taii e M. anisopliae var. majus,
respectivamente Cordycepes taii e Cordyceps brittlebankisoides (LIANG et al., 1991;
LIU et al., 2001, 2002). Novas analises filogenéticas foram realizadas e as especies do
género Metarhizium foram classificadas em nove espécies: M. anisopliae s.s., M.
guizhouense, M. pingshaense, M. acridum, M. lepidiotae, M. majus, M. globosum, M.
robertsii e M. brunneum (BISCHOFF et al., 2009).

23



O fungo Metarhizium (Ascomycota: Hypocreales, Clavicipitaceae) possui
distribuicdo mundial e tem como reservatdrio natural os insetos e principalmente o solo
(ZIMMERMANN, 2007). Sua capacidade de infectar uma vasta gama de artropodes
torna-o um dos principais agentes de estudos em controle microbiano (ALVES, 1998).

De acordo com Goettel et al. (1990), as espécies de Metarhizium do complexo
M. anisopliae podem parasitar os insetos das ordens Symphyla, Orthoptera, Dermaptera,
Isoptera, Hemiptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera e Lepidoptera. Os
insetos infectados pelo fungo, apds exteriorizacdo dos micélios, tornam-se recobertos por
uma camada pulverulenta de conidios, de coloracdo variando de verde claro a escuro,
acinzentados ou esbranquicados com pontos verdes (ALVES, 1998). Seu
desenvolvimento vegetativo ocorre geralmente entre 15 e 32 °C, sendo o ideal 24 a 30 °C
e pH 6timo 6,9 (ARRUDA et al., 2005).

O fungo foi originalmente descrito por Metschnikoff (1879) na Ucrania, onde
descreveu um achado de muscardine verde em larvas de besouro do trigo, Anisoplia
austriaca e depois em Cleonus punctiventris. Metschnikoff primeiramente deu o nome
de Entomophtora anisopliae e logo ap6s de Isaria destructor. Sorokin (1883) o
classificou como Metarhizium (ZIMMERMANN, 2007) e ap0s essa mudanca, seu uso
em estudos de controle microbiano cresceu exponencialmente e passou a ser utilizado em
varios trabalhos de controle bioldgico de diversos artrépodes.

Luz et al. (1998) buscaram entre 13 isolados de M. anisopliae aqueles mais
virulentos para ninfas de terceiro instar de Triatoma infestans (Hemiptera), obtendo ap6s
15 dias de avaliagdo, mortalidade variando de 45% a 90%, e a concentracdo letal (CLso)
do isolado mais virulento para matar 50% dos insetos foi de 7,1 x 10° conidios/mL.

A patogenicidade de um isolado de M. anisopliae s.l. (= M. anisopliae var.
dcjhyium) foi verificada por Dong et al., (2009) em adultos de Odontotermes formosanus
(Isoptera), observando aproximadamente 100% de mortalidade trés dias ap6s tratamento
com suspensdo de 3 x 10® conidios/mL. Ldpez-Sanchez et al. (2012) estudaram a
patogenicidade e a viruléncia de cinco isolados de M. anisopliae s.I. em adultos de
Stomoxys calcitrans (Diptera), apds sete dias de exposi¢do com concentragio de 1 x 108
conidios/mL, os resultados mostraram a mortalidade variando entre 31 a 91,7%.

Camargo et al. (2016) realizaram um estudo a campo para verificar a eficacia
de M. anisopliae formulado em 06leo no controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus

microplus (Acari: Ixodidae); concluiram que o produto utilizado obteve eficacia variando
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de 75,05% e 46,59%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle agua e
controle 6leo.

Tratando-se de M. domestica, varios estudos demonstraram a suscetibilidade
deste diptero a fungos entomopatogénicos do género Metarhizium, principalmente as
espéecies do complexo M. anisopliae. Barson et al. (1994) observaram a inibicdo da
emergéncia de adultos quando larvas foram tratadas com M. anisopliae nas concentragdes
de 1 x 107 e 108 conidios/mL; quando adultos foram tratados, observaram 100% de
mortalidade em 6 dias.

Um estudo laboratorial realizado por Renn et al., (1999) utilizando M.
anisopliae formulado em isca atrativa com feromdnio sexual para controle de adultos de
M. domestica demonstrou a suscetibilidade destes ao tratamento com mortalidade
variando de 95,2 a 100% ap06s 10 dias, com estimativa de adesdo de conidios por mosca
visitante variando de 2,5 x 10 até 1,15 x 10° conidios/inseto.

Fernandes et al. (2013) testaram 10 isolados de fungos entomopatogénicos
em larvas de terceiro instar de M. domestica. Dois isolados de M. anisopliae s.s.
obtiveram os melhores resultados com concentragdes superiores a 1 x 107 conidios/mL

apresentando mortalidade superior a 60%.

2.3.2 Género Beauveria

Beauveria (Ascomycota: Hypocreales, Cordycipitaceae) é um género de
fungo entomopatogénico de prevaléncia mundial, tendo como reservatdrio natural os
insetos e o0 solo, sendo conhecido por ser capaz de infectar vasta gama de artropodes
considerados pragas (FERNANDES et al., 2009; LANZA et al., 2009).

Descrito primeiramente por Bassi, em 1835, ap6s encontrar bichos-da-seda
infectados com fungos que causam doenga conhecida como “muscardine branca”
(ALVES, 1998). Em 1838, Giuseppe Balsamo Crivelli intitulou a espécie de Botrytis
bassiana, posteriormente sendo denominada de Sporotrichum densum, Beauveria densa,
Sporotrichum  globuliferum, Beauveria globulifera e Beauveria bassiana
(AINSWORTH, 1973 apud DIAS, 2005). O género Beauveria, propriamente dito, foi
descrito por Vuillemin em 1912 e, através de técnicas moleculares e caracteristicas
morfoldgicas, doze espécies sao atualmente reconhecidas: B. amorpha, B. bassiana, B.
brongniartii, B. caledonica, B. malawiensis, B. vermiconia, B. asiatica, B. australis, B.

kipukae, B. pseudobassiana, B. sungii e B. varroae (REHNER et al., 2011).
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Diversos autores comprovaram patogenicidade de Beauveria a uma vasta
gama de insetos e outros artropodes. Luz et al. (1998) testaram a patogenicidade de vinte
e trés isolados de B. bassiana em ninfas de terceiro instar de Triatoma infestans, obtendo
indices de mortalidade variando de 17,5% a 97,5% 15 dias ap0s tratamento; a
concentragéo letal (CLso) do isolado mais virulento para matar 50% dos insetos foi de 4,3
x 10° conidios/mL.

Células leveduriformes de B. bassiana obtidas a partir de cultivo em meio
solido apresentaram viruléncia para larvas de terceiro instar de Diatraea saccharalis
(Lepidoptera) e fémeas de Teranychus urticae (Acari) em um estudo desenvolvido por
Alves et al. (2002). A concentracdo letal (CLso) para D. saccharalis foi de 5,6 x10°
celulas/s/mL e o tempo médio de sobrevivéncia das larvas tratadas por imersdo na
concentracéo de 108 células/mL foi de 5,4 dias. No tratamento das fémeas de T. urticae a
concentracéo letal (CLso) foi de 1,2 x 107 células/mL e tempo médio de sobrevivéncia de
3,56 dias.

Quesada-Moraga et al. (2006) testaram 25 isolados de B. bassiana e um
produto micoinseticida a base de conidios do mesmo fungo contra ninfas de quarto instar
de Bemisia tabaci (Hemiptera) e de Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera); oito dias
apos inoculagdo em suspensdo 1 x 107 conidios/mL a mortalidade de B. tabaci variou
entre 3% a 78%, enquanto para T. vaporariorum a variacdo da mortalidade foi de 40% a
85%.

Silva et al. (2006) investigaram a viruléncia de um isolado de B. bassiana
para todos os estagios do ciclo biolégico de Alphitobius diaperinus (Coleoptera). Apds
tratamento com duas concentragdes (3,4 x 10° e 3,4 x 10%) os maiores indices de
infertilidade foram vistos no estagio de ovo, com infertilidade de 54%, e em larvas
tradadas nos instares I, 11 e 1l com mortalidade de 54%. Em relacdo a maior concentracao,
os maiores indices foram vistos no estagio de ovo, com infertilidade de 66,8%, e em larvas
nos instares I, 1l e 111 com mortalidade de 56%.

Badini (2011) investigou viruléncia de B. bassiana em estagios imaturos de
Stomoxys calcitrans, concluindo que os isolados testados ndo foram eficazes como
controladores microbianos nas suspensdes conidiais utilizadas (2 x 108, 107, 108 e 10%).

Sun et al. (2013) testaram a eficécia de trés isolados de B. bassiana s.l. em
trés diferentes concentracbes para controle de fémeas ingurgitadas de R. microplus

(Ixodida). A concentragdo de 1 x 10° conidios/ml promoveu tempo letal (TLso, TLgo) de
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7,14 e 9,33 dias, respectivamente; e mortalidade de 90% das fémeas ingurgitadas 7 dias
apos tratamento.

Em estudo realizado por Steinkraus et al. (1990), no estado de Nova York, foi
relatado o primeiro caso de infeccdo de M. domestica selvagem com muscardine branca,
concluindo que essa espécie fungica pode ser usada como uma ferramenta potencial no
controle bioldgico de moscas. Apds esse achado, diversos trabalhos utilizando conidios
de B. bassiana foram publicados para controle de M. domestica (GEDEN et al., 1995;
WATSON et al., 1995, 1996; KAUFMAN et al., 2005; LECUONA et al., 2005;
MISHRA; MALIK, 2012).

2.3.3 Género lsaria

O género Isaria (Ascomycota: Hypocrelaes, Cordycipitaceae) reune diversas
espécies entomopatogénicas, sendo as mais frequentes: I. farinosa, I. fumosorosea e I.
javanica (CHEN et al., 2007; ZIMMERMANN, 2008). Diversos isolados que hoje sdo
classificados no género Isaria, durante 30 anos, pertenceram ao género Paecilomyces;
esta mudanca ocorreu devido ao emprego de técnicas moleculares na identificacdo das
espécies (LUANGSA-ARD et al., 2004, 2005; SUNG et al., 2007; HODGE et al., 2013).
As especies desse género possuem distribuicdo mundial e sdo comumente isoladas de
diversos artrépodes e do solo (ZIMMERMANN, 2008). Seus conidios sdo pequenos,
simples, elipticos ou fusiformes, hialinos, com col6nias variando de branco a amarelo.
Sua forma completa, ou teleomorfica, pode ocorrer como Cordyceps (ZIMMERMANN,
2008). O nome para a patologia causada por esses fungos em insetos ¢ “muscardine
amarela”.

Diversos estudos relatam a suscetibilidade de Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) para diferentes isolados de Isaria sp. (CABANILLAS; JONES, 2009;
CABANILLAS et al., 2013; MASCARIN et al., 2013; TIAN et al., 2015); entretanto,
trabalhos relatando a atividade inseticida de isolados de Isaria sp. a M. domestica sdo
bastante escassos (FERNANDES et al., 2013; FAROOQ); FREED, 2016).

2.4 Controle de insetos utilizando produtos vegetais
A utilizacdo de compostos derivados de plantas vem sendo relatada desde a
antiguidade. Civilizagdes chinesas, gregas, egipcias e indianas a pelo menos dois milénios

utilizam derivados de produtos vegetais em diversos campos, como: perfumaria,
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cosméticos, detergentes, medicinal e para controle de artrépodes (WARE, 1883;
THACKER, 2002).

De acordo com Balandrin et al. (1985), algumas plantas tém capacidade de
produzir substancias organicas que podem ser utilizadas em variadas aplicacbes
cientificas, tecnoldgicas e comerciais. Esses compostos sdo categorizados em metabolitos
primérios e secundarios. Metabolitos priméarios sdo substancias encontradas em
abundéncia na natureza, basicamente utilizados no campo industrial voltado para o
manufaturamento de produtos comerciais, tais como 0leos vegetais, acidos graxos e
carboidratos. Os metabolitos secundarios sdo compostos derivados biossinteticamente
dos metébolitos priméarios, com menor producdo pelo organismo. Nao possui funcao
aparente no organismo vegetal, entretanto destaca-se em seu papel ecoldgico: empregado
como atrativo para polinizadores, mecanismo de resisténcia a pressfes ambientais,
defensores contra microrganismos e predadores, e também atuam na inibi¢do de outras
plantas (aleloquimicos). Sdo comercializados como compostos ativos biologicamente
com propriedades farmacéutica e pesticida. Sua utilizacdo esta relacionada com baixa
contaminacdo ambiental e dos alimentos, desenvolvimento mais lento de resisténcia e
baixa toxicidade para animais e seres humanos; sendo estas as principais vantagens que
0s inseticidas vegetais possuem em relacdo aos inseticidas quimicos (BORGES et al.,
2011). Neste contexto, o uso de substancias de origem vegetal torna-se potencialmente
eficaz e ambientalmente sustentavel em comparacdo aos métodos convencionais.

Trabalhos sobre controle de M. domestica utilizando compostos vegetais vém
sendo publicados desde a década de 1980. Singh e Agarwal (1988) avaliaram o efeito
inseticida de 6leo essencial de Cedrus deodara em adultos de M. domestica. Apos realizar
tratamento topico utilizando sete fracBes de 6leo, os resultados obtidos apds duas horas
de exposi¢do mostram mortalidade variando de 0 e 97,5%.

Lee et al. (1997) avaliaram o efeito de 34 monoterpenos através de tratamento
topico em adultos de M. domestica. Apds 24 horas de exposicao, citronela e timol foram
0s mais téxicos com concentracdo letal (CLso) para matar 50% dos insetos,
respectivamente, de 64 e 29 mg/inseto.

Apds esse periodo de intenso estudo sobre este muscideo, houve um hiato de
publicacdes, somente apds os anos 2000 novos trabalhos contendo 0 mesmo modelo
experimental foram publicados (PAVELA, 2007; PAVELA, 2008; PALACIOS, 2009;
TARELLI et al., 2009). Atualmente, diversos trabalhos continuam sendo publicados,

enfatizando a eficacia inseticida dos metabdlitos secundarios em programas de controle.
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Pavela (2011) pesquisou a acdo pesticida de 13 fenois e oito acidos fenolicos
em adultos de M. domestica; foi observado acdo toxica de todos os fenois testados e um
acido fendlico. Para o fenol mais tdxico a concentracao letal (CLso) foi de 53 pg/inseto e
para o &cido fendlico foi de 45,8 pg/inseto.

Morey e Khandagle (2012) verificaram a bioeficacia quanto a atividade
larvicida, repeléncia e impedimento de oviposicao por quatro 6leos essenciais em larvas
e adultos de M. domestica; Oleo de Mentha piperita, Zingiber officinalis, Emblica
officinalis e Cinnamomum verum. A concentracdo letal (CLso) do 6leo de maior
toxicidade (M. piperita) foi de 104 ppm, com repeléncia de 96,8% e impedimento de
oviposicéo de 98,1% na concentragédo de 1%.

Pavela (2013) verificou a eficacia de sete naftoquinonas como inseticida
contra adultos de M. domestica. Apenas um dos compostos quimicos testados apresentou
toxicidade, com concentracéo letal (CLgo € CLso) de 49 e 21 pg/dose para fémeas, e

concentracéo letal (CLgoe CLso) de 51 e 18 pg/dose para machos.

2.4.1 Sophora flavescens e seus derivados

Sophora flavescens (Fabaceae) possui distribuicdo mundial e é uma planta
leguminosa como S. alopecuroides e S. tonkinensis (DING et al., 2005). Sua raiz é
amplamente utilizada na medicina chinesa como fitoterapico. Os principais componentes
de suas raizes sdo 0 Matrine (MT)(C1sH224N20) e Oxymatrine (C15H24N20>), alcaloides
com fortes atividades bioldgicas. MT se destaca sendo utilizado para diversos fins como,
medicamento fitoterapico com acao antitérmica, diurético, tratamento da tosse, tumores,
arritmia cardiaca e como pesticida (LAl et al., 2003; FU et al., 2005; WANG et al., 2012).
S. flavescens € atualmente o vegetal mais empregado na China para producéo de pesticida
botanico, com 92 produtos registrados, podendo os produtos a base de compostos
derivados de S. flavescens serem utilizados para o controle de diversos artrépodes, como
afidios e lagartas (XIN et al., 2016).

O alcaloide matrine é um composto heterociclico derivado da quinolizidina,
e vem sendo reportado sua atividade pesticida seja formulado com outros pesticidas ou
sozinho. Matsuda et al. (1991) utilizaram matrine para controle do nematoide
Bursaphelenchus xylophilus causador de sérios problemas em Pinus densiflora uma
espécie de pinheiro oriunda da Asia; comprovando agdo nematicida.

Zanardi et al. (2015) reportaram a utilizagcdo de biopesticida baseado em

matrine para estudo em condicdes controladas e a campo para controle de quatro espécies
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de importéncia agricola Diaphorina citri, Panonychus citri, Sitophilus zeamais e
Spodoptera frugiperda, comprovando atividade biocida em ambas condigdes para os
artropodes investigados.

Mao e Henderson (2007) verificaram o efeito antialimentar de mistura de
alcaloides e a mistura de matrine e oxymatrine em adultos de Coptotermes formosanus
(Isoptera: Rhinotermitidae), obervando forte acdo sob o inseto.

Em relagdo a M. domestica, trabalhos relatando a atividade do alcaloide

matrine em qualquer etapa de seu ciclo biolégico ndo foram encontrados.
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3 JUSTIFICATIVA

Musca domestica € um diptero cosmopolita que possui grande impacto na
salde humana e animal, atuando como vetor mecanico ou biologico de diversos
patdgenos e parasitos. A mosca transporta os agentes causadores de doengas em todo o
seu corpo, principalmente nas pernas e pecas bucais.

Para minimizar o impacto causado por M. domestica utilizam-se inseticidas
quimicos em larga escala. Esses produtos quimicos tém como objetivo controlar
populacdes de insetos interrompendo pelo menos uma etapa de seu ciclo biologico.
Porém, o uso exclusivo e indiscriminado tem causado o desenvolvimento de resisténcia
aos inseticidas disponiveis no mercado. Neste contexto, métodos alternativos para
controle de artropodes-pragas possuem grande relevancia. O controle biolégico € um
desses métodos e tem o objetivo de reduzir a populagdo de um determinando organismo
indesejavel utilizando-se inimigos naturais como 0s agentes entomopatogénicos, que
incluem fungos, bactérias, nematoides, virus como metazoarios. Os fungos se destacam
dos demais agentes de biocontrole, visto que seus propagulos ndo necessitam ser
ingeridos pelos insetos para causarem infeccdo. Outra alternativa viavel seria a utilizacdo
de substancias de origem vegetal no controle de pragas, visto que sua utilizacdo é
potencialmente eficaz e ambientalmente sustentavel.

O estagio de larva parece ser 0 alvo mais adequado para intervencao do ciclo
bioldgico de M. domestica, pois suas larvas procuram locais Umidos no solo para
tornarem-se pupas. Aliado a isso, soma-se o0 fato da aplicacdo de produtos no solo ser
mais viavel, visto que sua aplicacdo é estratégica, simples e menos onerosa; portanto
torna-se muito valido o estudo de metodologias que viabilizem o controle bioldgico deste
estagio imaturo.

E sabido que conidios sdo estruturas fingicas de resisténcia contra fatores
abioticos estressantes, como a temperatura extrema, radiacdo ultravioleta e baixa
umidade. Apesar do grande espaco de tempo necessario para o conidio obter sucesso em
sua infecgdo, quando comparado aos inseticidas quimicos, ele vem sendo o propagulo
mais utilizado em programas de controle bioldgico de acordo com Faria e Wraight, (2007)
esses autores relatam que dos 62,7% dos produtos a base de esporos assexuados
disponiveis no mercado, 41,2% sdo baseados exclusivamente em conidios. Outro
propagulo fungico que também merece destaque sdo o0s blastosporos, estruturas

encontradas naturalmente na hemocele dos artropodes durante o processo de infeccéo,
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sdo capazes de induzir patologias em invertebrados, mas ndo sdo estruturas de resisténcia,
mas em contrapartida o tempo necessario para sua acdo é de poucas horas. O mesmo
estudo citou que apenas 4,1% dos micoinseticidas e micoacaricidas registrados no mundo
sdo baseados exclusivamente em blastosporos. Apesar das vantagens e desvantagens de
cada um, ambos propagulos séo alternativas viaveis para serem utilizadas no controle de
artropodes. Sendo assim, estudos que visam investigar a eficicia de diferentes propagulos
fangicos para artrépodes sdo de grande relevancia.

A utilizacdo de composto vegetal, principalmente os metabdlitos secundarios,
para diversas finalidades vem sendo relatada na literatura. Sua fungdo como pesticida vem
sendo utilizada em escala global. Embora, a a¢do de alcaloides como um bioinseticida
para controle de artrépodes pragas seja bem estudada, poucos estudos envolvendo M.
domestica estdo disponiveis na literatura. Sendo assim, estudos nesta linha de pesquisa
sdo importantes, pois podem contribuir com informacgdes cruciais para a utilizacdo
sinérgica entre fungos entomopatogénicos e compostos vegetais em programas de manejo

integrados de pragas.
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4 OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral
Selecionar isolado de fungo entomopatogénico virulento e investigar o efeito

de composto vegetal a base de alcaloide matrine para larvas de Musca domestica.

4.2 - Objetivos especificos

1) Avaliar a viruléncia de isolados de fungos entompatogénicos pertencentes a
diferentes espécies para larvas de M. domestica;

i) Comparar a viruléncia de conidios e blastosporos do fungo/isolado mais virulento
para larvas de M. domestica;

iii) Avaliar atividade inseticida de composto vegetal a base de alcaloide matrine para
larvas de M. domestica.

iv) Avaliar o efeito do alcaloide matrine sobre a germinacdo de fungos
entomopatogénicos em diferentes tempos de incubagéo;

v) Avaliar o crescimento radial de fungos entomopatogénicos cultivados sobre meio
ideal suplementado ou ndo com alcaloide matrine ;

vi) Avaliar possivel efeito sinérgico entre fungos entomopatogénicos e alcaloide

matrine para controle de larvas de M. domestica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Musca domestica
5.1.1 Coleta e identificacdo de M. domestica

A coleta de adultos de M. domestica foi realizada no aviario da Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (UFG), situada no
campus Samambaia em Goiania, Goias (GO), foram utilizadas quatro armadilhas
manufaturadas a partir de garrafas plasticas de 2 L, contendo uma abertura na porcao
inferior para a entrada das moscas (Figura 5) e isca atrativa a base de agucares (Unilever®,
Garanhuns, Pernambuco, Brasil). As armadilhas foram mantidas no interior do galpéo por
1 hora e ap06s esse periodo, foram levadas ao Laboratério de Patologia de Invertebrados
(LPI) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP), previamente colocadas
em refrigerador de uso doméstico por 1 minuto para imobilizacdo dos adultos, que foram
separados em grupos, e identificados segundo MARICONI (1999). Apds esta etapa, as
armadilhas foram acondicionadas em gaiolas entomoldgicas (Figura 5) confeccionadas
em madeira (41 cm x 20 cm x 27 cm) contendo telas com malhas (14x14 mm) e mantidas

no biotério do IPTSP em temperatura ambiente (25 °C  2).

Figura 4: Armadilha para coleta de Figura 5: Gaiola entomolégica de madeira
moscas. A seta indica a abertura para para criacdo de M. domestica.

entrada dos individuos adultos.

e
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5.1.2 Criacao de M. domestica

A alimentagdo das moscas adultas foi feita em laboratorio com leite em po
(Piracanjuba, Bela vista de Goias, GO, Brasil) acrescido de agua (10g/80mL) em potes
plasticos de 250 mL (Termopot®, Goiania, Goids, Brasil) e oferecido ad libitum. Pedagos
de algoddo hidrofilo foram imersos nessa mistura para facilitar a alimentacéo. Esse
substrato foi também utilizado pelas moscas para oviposicao, sendo trocado diariamente.
O substrato contendo ovos era transferido para outros frascos plasticos de 250 mL
contendo racdo (Guabi®, Anapolis, Goias, Brasil) triturada para galinha poedeira. Em
seguida, os frascos foram tampados com tela de nylon fina e mantidos em temperatura
ambiente (25 + 2 °C); ap6s emergéncia dos adultos, 0s mesmos eram transferidos para

caixas entomoldgicas, também mantidas a 25 + 2 °C.

5.2 Isolados fungicos estudados, cultivo e preparo de suspensdes

Os fungos investigados nos bioensaios encontram-se listados na Tabela 1, e
sdo provenientes de colecdo fungica estabelecida no Laboratorio de Patologia de
Invertebrados, pertencente ao IPTSP, UFG.

Os isolados foram semeados com auxilio de al¢a de niquel-cromo em placas
de Petri (90 x 15 mm) contendo meio batata-dextrose-agar (Difco®, Maryland, USA)
acrescido de extrato de levedura (0,1%) (Difco®, Maryland, USA) com adicdo de
cloranfenicol (Officinal®, Goiania, Goias, Brasil) e benomil (Du Pont®, Delaware, USA).
Os fungos foram também foram semeados em meio Adamek (KLEESPIES;
ZIMMERMANN, 1992) sélido, ou em meio Adamek liquido para producdo de
blastosporos, sendo que a cada 1 litro de agua destilada utilizou-se 31,58 mL de milhocina
(5g de maisena para 250 mL de agua destilada), 42,1 g de extrato de levedura e de glicose,
20 g de &gar e 21,06 mL de Tween 80 a0,1%. Apds semeadura, as placas foram incubadas
a 27 £ 1°C e umidade relativa (UR) > 80% com fotoperiodo de 12 horas, durante 15 dias.
Para a produc&o de blastosporos, foi utilizado 150 mL de meio Adamek liquido sem &gar
em frasco tipo Erlenmeyer (250 mL), sendo estes tampados com algoddo hidréfilo e
colocados em agitador a 150 rpm por 4 dias, em temperatura ambiente.

Os conidios produzidos foram raspados da superficie do meio de cultura com
auxilio de uma espétula e suspensos em 10 mL de solugdo Tween 80 a 0,01% (Sigma
Chemical CO. ®, St. Louis, EUA). As suspensdes foram agitadas em vortex, filtradas em

gaze estéril, quantificadas em hemocitdmetro e ajustadas para 1 x 108 conidios/mL.
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Ap6s o crescimento do fungo em meio liquido Adamek, o meio foi passado
por funil com gaze para retirada do micélio produzido durante o cultivo, e depois colocado
em tubos para centrifugagdo (15 mL) e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pelete ressuspendido em Tween 80
0,01% e centrifugado novamente para retirada de resquicios do meio de cultura.
Descartou-se novamente o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o péelete em Tween 80 0,01%
para quantificacdo dos propagulos na suspensdo com auxilio de hemocitémetro, sendo a

concentracéo ajustada para 1 x 108 blastosporos/mL.

Tabela 1. Codigo dos isolados de fungos entomopatogénicos investigados no presente
estudo, sua origem e espécie.

Colecéo Codigode  Hospedeiro/Substrato  Especie
identificagéo
IP 46 Solo Metarhizium anisopliae s.I.
IP 119 Solo Metarhizium anisopliae s.s.
IP 125 Solo Metarhizium robertsii
IP 146 Solo Metarhizium robertsii
IP 363 Solo Metarhizium anisopliae s.I.
IP 361 Amblyomma sculpum Beauveria bassiana
(Acari: Ixodidae)
CG 138 Cosmopolites sordidus Beauveria bassiana
(Coleoptera: Curculionidae)

CG 307 Solo Beauveria bassiana

ARSEF 9588 Frankliniella occidentalis Beauveria bassiana

(Thysanoptera: Thripidae)

CG 1285 Bemisia tabaci Isaria javanica
CG 1283 Bemisia tabaci Isaria javanica
CG 1315 Bemisia tabaci Isaria javanica
CG 1316 Bemisia tabaci Isaria javanica
CG 1326 Bemisia tabaci Isaria javanica

(Hemiptera: Aleyrodidae)

*IP: Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica, Goiania, GO, Brasil; CG: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil; ARSEF: ARS Collection of
Entomopathogenic Fungal Cultures, Ithaca, NY, Estados Unidos.
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5.3 Ensaios com fungos entomopatogénicos

Os ensaios foram realizados com a finalidade de selecionar isolados de
Metarhizium spp., Beauveria bassiana e Isaria javanica, e seus propagulos (conidios e
blastosporos), que apresentam maior viruléncia para larvas de segundo ou terceiro instar
de M. domestica. A fim de realizar antissepsia das larvas de M. domestica em todos 0s
ensaios, estas foram lavadas em &gua corrente por 30 segundos e em seguida imersas em
solucdo de hipoclorito de sodio 1% por 3 minutos, lavadas em &gua corrente por 30

segundos, e secas em papel toalha estéril.

5.3.1 Triagem da viruléncia de fungos entomopatogénicos para larvas de M.
domestica

Um mililitro de suspensdo 1 x 108 conidios/mL de cada isolado avaliado
(Tabela 1), foi pipetado em papel filtro médio estéril de 9,0 cm de didmetro (J Prolab®,
Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil), o qual foi acomodado ao fundo de frascos plasticos
de 250 mL (Termopot®, Goiénia, Goias, Brasil) com tampas previamente perfuradas com
utilizagio de agulha estéril de 1,3mm de calibre (Embramac®, Itapira, Sdo Paulo, Brasil).
Em seguida, 30 larvas de terceiro instar de M. domestica foram transferidas para cada
frasco (Figura 3), em triplicata para cada isolado. No grupo controle foi adicionada uma
aliquota de 1 mL de solucdo de Tween 80 0,01%. Os frascos contendo as larvas foram
incubados em cadmara climatizada a 27 £ 1 °C e UR > 80%, monitoradas diariamente com
auxilio de data logger HOBO H8® (Onset Computer Corporation, Bourne, MA, USA). A
mortalidade larval, a mortalidade das pupas e emergéncia de adultos foram avaliadas 10
dias apds tratamento. O experimento foi repetido trés vezes, com novos conidios
produzidos para cada repeticao.

A eficécia do tratamento larval foi calculada utilizando a formula (%ETL) =
ML + [(1-ML) x MPR], sendo ML a mortalidade larval e MPR a mortalidade das pupas
recuperadas (MELO, 2014).
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Figura 6: Réplica de tratamento indireto com fungo entomopatogénico em larvas de

terceiro instar de M. domestica.

5.3.2 Comparacdo da viruléncia de conidios e blastosporos para larvas de M.
domestica

Os isolados IP 146 (Metarhizium robertsii) e 361 (Beauveria bassiana) foram
selecionados para avaliacdo comparativa entre propagulos. Foram realizados dois
diferentes tratamentos indiretos, em papel com larvas de terceiro instar e em ragdo, com
larvas de segundo instar. Nos testes em papel, aliquotas de 1 mL da suspensdo de conidios
ou blastosporos (1 x 10® propagulos/mL), ou Tween 80 0,01% (controle), foram
espalhadas em papel filtro médio estéril de 9,0 cm de diametro (J Prolab®, S3o José dos
Pinhais, Parana, Brasil) forrados ao fundo de frascos plasticos tampados de 250 mL
(Termopot®, Goiania, Goias, Brasil). Apds o tratamento, 30 larvas de terceiro instar foram
acondicionadas sobre o papel filtro tratado. Nos ensaios com racdo, 20 mL de suspensédo
de conidios ou blastosporos (1 x 108 propagulos/mL), ou Tween 80 0,01% (controle),
foram homogeneizados em 25¢g de ragdo triturada para galinhas poedeiras (Guabi®,
Anépolis, Goiés, Brasil). Em seguida, 30 larvas de segundo instar foram adicionadas aos
frascos. Apds os tratamentos, os potes foram acondicionados em camara climatizada a 27
+1°C e UR > 80%, monitorada diariamente com auxilio de data logger HOBO H8®
(Onset Computer Corporation, Bourne, MA, USA) durante todo o experimento. Apés 10
dias a emergéncia dos adultos foi avalida. Ambos experimentos foram repetidos trés

vezes, em dias e com lotes de propagulos diferentes.
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5.4 Ensaios com alcaloide vegetal

Os ensaios utilizando composto vegetal foram realizados mediante a
utilizacdo de um bioproduto a base de alcaloide (Matrine, 1,5%), extraido de plantas do
género Sophora, da familia Fabaceae. O produto foi fornecido pelo Grupo Farroupilha,
Patos de Minas — Minas Gerais e encontra-se atualmente em fase de registro no Ministério

da Agricultura e Pecuaria (MAPA) como acaricida.

5.4.1 Avaliacdo da atividade inseticida para larvas de M. domestica

Quatro concentragdes do produto foram selecionadas para realizacdo dos
ensaios baseadas em testes preliminares, sendo elas 1; 5; 10 e 20 mg/mL. Larvas de
terceiro instar de M. domestica foram tratadas indiretamente ou diretamente em diferentes
concentragdes do produto.

No tratamento indireto, 30 larvas foram utilizadas para cada concentragcéo do
composto avaliado. Aliquotas de 1 mL de cada concentracdo ou gua destilada (controle)
foram pipetadas em papel filtro estéril de 9,0 cm de didmetro (J Prolab®, S&o José dos
Pinhais, Parana, Brasil) e acomodados ao fundo de frascos plasticos de 250 mL
(Termopot®, Goiania, Goias, Brasil) com tampa (9,0 cm de didmetro) previamente
perfuradas com utilizagdo de agulha estéril de 1,3mm de calibre (Embramac®, Itapira,
Sédo Paulo, Brasil). Em seguida, as larvas foram transferidas para os frascos, entrando em
contato com o produto. No tratamento direto, 0 mesmo n amostral foi utilizado e os
grupos foram igualmente distribuidos, no entanto, as larvas foram imersas por 3 minutos
em 5 mL de cada concentracdo ou &gua destilada (controle), e em seguida, foram
acondicionadas em frascos plasticos de 250 mL como aqueles utilizados no teste indireto.
Apbs os tratamentos, os potes foram incubados a 27 £ 1 °C e UR > 80%, tendo sido a
temperatura e umidade relativa monitoradas diariamente com auxilio de data logger
HOBO H8® (Onset Computer Corporation, Bourne, MA, USA) durante todo o
experimento. A avaliacdo foi realizada a partir dos seguintes tempos de exposicdo: 18,
24, 48, 72; 96; 120 e 240 horas, sendo realizado o registro do nimero de larvas mortas e
pupas recuperadas, para calculo da eficacia do tratamento larval.

A eficacia do tratamento larval foi calculada como reportado anteriormente.
Para cada tipo de tratamento os experimentos foram repetidos trés vezes em dias

diferentes.
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5.5 Ensaios associando fungos entomopatogénicos e alcaloide vegetal
5.5.1 Germinagcao relativa de fungos cultivados em meio suplementado com alcaloide
vegetal

Os isolados presentes na Tabela 1 foram utilizados para verificar possivel
acao fungicida do matrine para fungos entomopatogénicos quando suplementado em
meio BDAL suplementado com matrine (2%).

Para cada isolado investigado, dois tratamentos foram realizados: 1)
exposicdo de conidios a meio BDAL acrescido de cloranfenicol (Officinal®, Goiania,
Goiés, Brasil) e benomil (Du Pont®, Delaware, USA), e 2) exposicao de conidios ao meio
BDAL acrescido de matrine (2%) em meio BDAL, cloranfenicol e benomil, nas mesmas
concentracdes. Para verificar a germinacdo conidial, dois tempos de incubagdo foram
avaliados, 24 horas e 48 horas, com temperatura de 27 + 1 °C e UR > 80%, medigdo
relizada com auxilio de data logger HOBO H8® (Onset Computer Corporation, Bourne,
MA, USA) durante todo o tempo de incubagéo. Aliquotas de 20 pl de suspenséo 1 x 10°
conidios/mL foram pipetadas em placas de Petri (60 x 15 mm) contendo meio de cultura
com ou sem alcaloide, sendo uma réplica por isolado e tratamento. Apds o periodo de
incubacdo, foi inoculado sobre os conidios uma gota de corante azul de metileno. A
avaliacdo foi realizada por contagem de 300 conidios (minimo) por placa, germinados ou
ndo germinados, com auxilio de microscépio Optico no aumento de 400x%. O célculo do
percentual relativo de germinacéo foi utilizado a seguinte férmula: Germinacao relativa
(%) = (Mt/Mc) x 100, sendo que Mt corresponde ao nimero de conidios germinados em
cada placa com meio de cultura suplementado com matrine, e Mc o nimero médio de
conidios germinados nas placas pertencentes ao grupo controle (BRAGA et al., 2001).
Foram realizadas trés repeticbes para cada isolado, em dias diferentes, com novos

conidios para cada repeticao.

5.5.2 Crescimento radial de fungos cultivados em meio suplementado com alcaloide
vegetal matrine

Aliquotas de 2,5 pl de cada suspenséo conidial dos isolados listados na tabela
1 ajustadas para 1 x 10’ conidios/ mL foram pipetadas no centro de placas de Petri (90 x
15 mm) contendo meio BDAL e cloranfenicol (Officinal®, Goiania, Goias, Brasil) com
adicdo ou ndo de matrine para avaliacdo do crescimento radial das colénias. As placas
foram incubadas a 27 £ 1 °C ¢ UR > 80 %, monitorada diariamente com auxilio de data
logger HOBO H8® (Onset Computer Corporation, Bourne, MA, USA) durante todo o
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experimento. O didmetro das coldnias foi medido com auxilio de um paquimetro
analdgico a cada 24 horas, durante 15 dias. Ao completar o 15° dia de avaliacdo do
crescimento radial, os conidios de cada colénia foram raspados, suspensos em solucéao
aquosa de Tween 80 0,01% e quantificados em hemacitdmetro para avaliacdo da
producdo de conidios.

Logo ap6s, 20 ul de cada suspenséo foi inoculado em placas de Petri (60 x 15
mm) contendo meio BDAL acrescido de cloranfenicol (Officinal®, Goiania, Goias,
Brasil) e benomil (Du Pont®, Delaware, USA), para avaliagdo da germinacéo, com 24 e
48 h de incubacao. O experimento foi repetido trés vezes, em dias diferentes, com novos

conidios para cada repeticao.

5.5.3 Ac¢do conjunta de fungos entomopatogénicos associados a alcaloide vegetal

Quatro tratamentos foram realizados com propdsito de verificar a eficacia da
associacao fungo e alcaloide: somente conidios, conidios e alcaloide, somente alcaloide,
e grupo controle (sem conidios e sem matrine).

No grupo tratado com fungo apenas, todos os isolados da Tabela 1 foram
utilizados. Aliquotas de 1 mL das suspensdes 1 x 107 conidios/mL foram pipetadas em
papel filtro estéril acondicionado ao fundo de frascos plasticos de 250 mL (Termopot®,
Goiania, Goias, Brasil). Em seguida, 10 larvas de M. domestica foram transferidas para
cada frasco, em triplicata por isolado. Nos testes utilizando conidios com adi¢cdo de
matrine, somente os isolados IP 119 (Metarhizium anisopliae s.s), CG 307 (Beauveria
bassiana) e CG 1285 (Isaria javanica) foram utilizados, selecionados mediante
resultados anteriores, com adicdo das concentracdes (1; 5; 10 e 20 mg/mL). Aliquotas de
1mL da suspenséo 1 x 107 conidios/mL e 1 mL de cada concentragdo foram pipetadas em
papel filtro estéril acondicionados ao fundo de frascos plésticos de 250 mL (Termopot®,
Goiania, Goias, Brasil). Em seguida, 10 larvas de M. domestica foram transferidas para
cada frasco, em triplicata para cada isolado. Nos testes utilizando apenas o produto, as
mesmas concentrac¢des foram utilizadas, adicionando 1 mL da diluicdo em papel filtro
estéril acondicionado ao fungo de frascos plasticos tampados de 250 mL (Termopot®,
Goiania, Goias, Brasil). Em seguida, 10 larvas de M. domestica foram transferidas para
cada frasco, em triplicata para cada isolado. O grupo controle foi tratado apenas com
agua destilada, seguindo a mesma metodologia. O experimento foi repetido trés vezes,
para cada tratamento, com novos conidios produzidos para cada repetigéo.

A eficacia do tratamento larval foi calculada como reportado anteriormente.
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5.6 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada através da analise de variancia ANOVA (um
fator), seguido de teste de compara¢do multipla Student-Newman-Keuls (SNK), para
avaliar diferenca significativa entre as médias dos tratamentos, ambos realizados com
utilizacdo do software R versdo 3.3.2. Para todos os experimentos realizados, o valor do
teste de Shapiro-Wilk foi observado com P > 0,05 demonstrando normalidades dos dados,
e valores de P < 0,05 demonstrando diferenca estatistica entre os tratamentos.
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6 RESULTADOS

6.1 Triagem da viruléncia de fungos entomopatogénicos para larvas de M. domestica

A mortalidade de larvas tratadas com diferentes isolados de Metarhizium spp.
variou entre 3,3% (IP 363) e 22,35% (IP 146), ndo sendo constatado diferencas
significativas entre os tratamentos (Fs100 =1,9514; P > 0,05). Entretanto, para
mortalidade das pupas recuperadas, todos os tratamentos diferiram significativamente do
grupo controle (F,100= 12,3359; P < 0,05). Em relacéo a eficicia do tratamento larval
(ETL) dos grupos tratados com isolados de Metarhizium spp. variou entre 77,44% (1P
119) e 87,35% (IP 146) e ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, somente

quando comparados ao grupo controle (Fs,10)= 18,3326; P < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Média (+ erro padrdo) de mortalidade de larvas (terceiro instar) de Musca
domestica tratadas indiretamente com diferentes isolados de Metarhizium spp., e das pupas
recuperadas, em condi¢des de laboratério (27 £ 1°C e UR > 80%), com 0s respectivos
percentuais de eficacia do tratamento larval.

Mortalidade Eficacia do

Tratamento ~ Concentracdo Mortalidade das pupas tratamento
indireto (Conidios/mL) larval (ML%) recuperadas  larval (ETL%)

(MPR%)

Controle - 2,22 +1,112 12,96 £ 4,212 14,95 + 1,452
IP 46 108 11,67 £2,892  8432+8,75* 85,79 +8,31°
IP 119 108 15,80 £ 7,662 74,51 +9,29° 77,44 + 9,95
IP 125 108 12,72 +9,38 86,17 + 154" 86,63 +13,36"

IP 146 108 22,35+ 14,152 81,13 +7,24° 87,35+ 2°
IP 363 108 3,3+1,928 83,95+ 12,86° 84,41 +12,40°

(%ETL) = ML + [(1 -ML) x MPR]
Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

No experimento com Beauveria bassiana, os valores da mortalidade larval
variaram entre 4% (CG 138) e 10% (ARSEF 9588), entretanto ndo houve diferenca
significativa entre as médias (Fa,g = 0,8936; P > 0,05), para a mortalidade de pupas
recuperadas as médias variaram entre 33,12% (ARSEF 9588) e 62,36% (IP 361), dois
isolados CG 307 e IP 361 apresentaram diferenga significativa quando comparados ao
grupo controle (Fazg) = 4,1703; P < 0,05). Para os valores da ETL, os mesmos isolados

citados anteriormente apresentaram diferenca significativa somente quando comparados
ao grupo controle (Fw.8 = 6,4578; P < 0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Média (+ erro padrdo) de mortalidade de larvas (terceiro instar) de Musca domestica
tratadas indiretamente com diferentes isolados de Beauveria bassiana, e das pupas
recuperadas, em condices de laboratério (27 + 1°C e UR > 80%), com 0s respectivos

percentuais de eficacia do tratamento larval.

Mortalidade Eficacia do

Tratamento Concentragcdo  Mortalidade das pupas tratamento
indireto (Conidios/mL) larval (ML%) recuperadas  larval (ETL%)
(MPR%)

Controle - 11+ 4,012 12,08 £2,67* 19,12 +1,28?
CG 138 108 4+ 22 45,68 +£12,35® 47,82 +12,33%
CG 307 108 8 + 42 61,16 +3,36° 65,21 + 2,29

IP 361 108 9+6,19%0 62,36 +17,36" 70,60 +14,63"
ARSEF 9588 108 10 £ 6,412 33,12 £1,26® 39,37 + 4,90%

(%ETL) = ML + [(1 -ML) X MPR]
Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).
Nos grupos tratados com lIsaria javanica, com relacdo a mortalidade larval,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos (F,10)= 3,6002; P > 0.05) e os valores
observados ndo ultrapassaram 3%. Ja para o percentual de pupas recuperadas, apenas 0s
isolados CG 1283 e 1315 apresentaram diferenca significativa quando comparados ao
grupo controle (Fs,10) = 4,2407; P < 0,05). Com relacdo a ETL, os mesmos isolados
citados anteriormente apresentaram diferenca significativa somente quando comparados
ao grupo controle (Fwa.s) = 4,3245; P < 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Média (£ erro padrdo) de mortalidade de larvas (terceiro instar) de Musca domestica
tratadas indiretamente com diferentes isolados de Isaria javanica., e das pupas recuperadas, em
condi¢des de laboratério (27 + 1 °C e UR > 80%), com 0s respectivos percentuais de eficacia do

tratamento larval.

Mortalidade Eficacia do

Tratamento Concentragéo Mortalidade das pupas tratamento

indireto (Conidios/mL) larval (ML%) recuperadas larval (ETL%)
(MPR%)

Controle - 2,5+25% 002 2,5+25%
CG 1285 108 2,5 +2,5 52,36 + 19,91 53,28 + 20,18"
CG 1283 108 2,22 +1,118 33,09 £3,21% 34,58 + 3,16%
CG 1315 108 2,96 £ 1,618 46,17 +8,45° 47,93 +7,58°
CG 1316 108 0+£0? 26,75 + 14,943 26,75 + 14,94%
CG 1326 108 123+123% 41,11 +8,01° 41,65+ 853"

(%ETL) =ML + [(1 -ML) x MPR]
Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

44



6.2 Comparacdo da viruléncia de conidios e blastosporos para larvas de M.
domestica

Quando o fungo foi aplicado sobre o papel, ndo houve diferenca estatistica
entre conidios ou blastosporos (Fu, 5)= 1,605; P > 0,05). Porém é possivel observar que
a utilizacdo de blastosporos de IP 146 resultou em 40,95% de emergéncia de adultos,

sendo que no grupo controle o percentual foi de 87,79% (Figura 7).

Figura 7. Médias (+ erro padrao) da emergéncia de adultos de Musca domestica tratadas
indiretamente através da exposicdo a suspensdo de conidios ou blastosporos de Beauveria
bassiana (IP 316) e Metarhizium robertsii (IP 146), em condicGes de laboratério (27 £ 1°C e
UR > 80%). Médias seguidas da mesma letra ndo possuem diferenca estatistica entre si, pelo

teste ANOVA seguido Student-Newman-Keuls (P > 0,05).
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Para a aplicacdo do fungo na racdo, o tratamento com blastosporos do isolado
IP 146, de M. robertsii, resultou em 9,09% de emergéncia de adultos, diferindo dos demais
tratamentos e também do controle, cujo valores de emergéncia variaram entre 35% a 85%
(Figura 8).
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Figura 8. Médias (z erro padréo) da emergéncia de adultos de Musca domestica expostas a
racao tratada com suspensdo de conidios ou blastosporos de Beauveria bassiana (IP 316) e
Metarhizium robertsii (IP 146), em condi¢des de laboratério (27 £ 1°C e UR > 80%). Médias
seguidas da mesma letra ndo possuem diferenca estatistica entre si, pelo teste ANOVA
seguido Student-Newman-Keuls (P > 0,05).
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6.3 Avaliacdo da atividade inseticida do alcaloide matrine para larvas de M. domestica

No tratamento indireto os resultados mostram que a partir da concentracéo de
10 mg/mL do alcaloide a mortalidade larval foi significativamente superior a do grupo
controle e das menores concentragdes (Fua, = 9,9169; P < 0,05). O mesmo foi observado
para mortalidade das pupas recuperadas a partir da concentragdo de 1 mg/mL (Fa,g) =
7,6217; P < 0,05) (Tabela 5). Sobre a ETL, concentragcdes superiores a 10 mg/mL
resultaram em 100% de eficacia (F@,8) = 14,5454; P < 0,05).

Os resultados do tratamento direto foram semelhantes ao que foi observado
no tratamento indireto, sendo verificadas diferengas significativas a partir das
concentracdes de 10 e 1 mg/mL, para mortalidade de larvas e de pupas recuperadas,
respectivamente (Fa.8)= 10,7058; P < 0,05; F1,8=9,7561; P < 0,05). Com relacdo a ETL,
foram verificadas diferencas significativas nas concentragdes superiores a Img/mL (F4.s)
= 27,3312; P < 0,05), e a partir da concentracdo de 10 mg/mL, foi observado valores de

eficacia superiores a 90%.
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Tabela 5. Média (z erro padrdo) de mortalidade de larvas (terceiro instar) de Musca domestica
tratadas indiretamente com diferentes concentracdes do alcaloide matrine, e das pupas
recuperadas, em condi¢fes de laboratorio (27 £ 1 °C e UR > 80%) com os respectivos

percentuais de eficcia do tratamento larval.

Mortalidade Eficacia do

Tratamento ~ Concentragdes Mortalidade das pupas tratamento
indireto (mg/mL) larval (ML%) recuperadas larval (ETL%)
(MPR%)
Controle 0,0+0,0% 18,89+ 7,788 16,67 + 5,092
1 12,22 +7,29° 70,94 +245° 50+ 26,94
Matrine 5 33,33 £12,62% 67,42 +20,86° 83,33+9,62°
10 65,55 + 19,66° 100 + 0,0° 100 + 0,0°
20 67,78 + 17,46* 100 +0,0° 100 + 0,0°

(%ETL) = ML + [(1 -ML) x MPR]
Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

Tabela 6. Média (+ erro padrdo) de mortalidade de larvas (terceiro instar) de Musca
domestica tratadas diretamente com diferentes concentracbes do alcaloide matrine, e das
pupas recuperadas, em condi¢des de laborato6rio (27 + 1 °C e UR > 80%) com os respectivos

percentuais de eficacia do tratamento larval.

Mortalidade Eficacia do
Tratamento Concentracoes Mortalidade das pupas tratamento
direto (mg/mL) larval (ML%) recuperadas larval (ETL%)
(MPR%)
Controle 0,0 +0,0? 16,67 + 1,922 16,67 + 1,922
b b
Matrine 1 1222 +729% 61,18 + 13,69 64,21 + 13,69
5 18,88 + 10,59° 60,75+ 16,19 76,67 + 5,09
10 4545+ 6,76°  89,17+583° 94,28 + 4,53¢
20 63,33+ 18,35° 93,73+1,85° 98,49 + 1,24°

(%ETL) = ML + [(1 -ML) x MPR]
Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

6.4 Germinacao relativa de fungos produzidos em meio suplementado com alcaloide
vegetal

A germinacdo de conidios dos diferentes isolados de Metarhizium spp.
cultivados em meio de cultura suplementado ou ndo com alcaloide matrine demonstrou
que, independentemente do tempo de incubagédo, 24 ou 48 horas, ndo houve grande
variacao de viabilidade, com percentuais entre 90% (IP 363) e 100% (IP 46) com 24 horas
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e 94,6% (IP 46) e 100% (IP 363) com 48 horas de incubacdo (Figura 9). Para os isolados
de Beauveria bassiana também ndo houve grande variacdo de viabilidade, com
percentuais variando de 97,4% (CG 138) e 100 % (CG 307) com 24 horas e 90,5% (IP
361) e 96,7% (CG 138) (Figura 10). Quando utilizado isolados de Isaria javanica foram

encontradas germinac6es superiores a 98% em ambos tempos de incubacéo (Figura 11).
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Figura 9. Perfil da germinacéo relativa de conidios de diferentes isolados de Metarhizium
spp., cultivados em meio de cultura ideal suplementado com presenga ou auséncia de
alcaloide matrine e incubados a 27 + 1 °C ¢ UR > 80% por 24 ou 48 h. Germinagdo
relativa é calculada em relagdo ao percentual de germinacao do grupo controle (conidios
sem contato com alcaloide). O erro padrdo foi calculado considerando-se as trés

repeticdes
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Figura 10. Perfil da germinac&o relativa de conidios de diferentes isolados de Beauveria
bassiana, cultivados em meio de cultura ideal suplementado com presenca ou auséncia de
alcaloide matrine e incubados a 27 + 1 °C e UR > 80% por 24 ou 48 h. Germinagao relativa
é calculada em relacdo ao percentual de germinagdo do grupo controle (conidios sem

contato com alcaloide). O erro padréo foi calculado considerando-se as trés repeti¢oes
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Figura 11. Perfil da germinacéo relativa de conidios de diferentes isolados de Isaria
javanica, cultivados em meio de cultura ideal suplementado com presenca ou
auséncia de alcaloide matrine e incubados a 27 + 1 °C e UR > 80% por 24 ou 48 h.
Germinacao relativa é calculada em relagdo ao percentual de germinagdo do grupo
controle (conidios sem contato com alcaloide). O erro padrdo foi calculado
considerando-se as trés repeticdes
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6.5 Crescimento radial de fungos produzidos em meio suplementado com alcaloide
vegetal

O didametro das colonias dos isolados de Metarhizium spp. cultivados em meio
BDAL suplementado com matrine foi significativamente menor quando comparadado
com aqueles cultivados em meio BDAL sem matrine (Figura 12). Observou-se que as
colbnias suplementadas com matrine foram em média 30 mm menores do que as
cultivadas em meio BDAL sem matrine, sendo o isolado IP 46 o que apresentou a maior
diferenca média de diametro (31,74 mm) entre os diferentes tratamentos. Esse isolado
também apresentou colénias com o maior didmentro em meio BDAL (73 + 4,2 mm),
enquanto o isolado IP 125 (54,67 + 3,4 mm) apresentou colonias com o menor didmetro.
Em meio BDAL suplementado com matrine, o maior didmetro das colonias foi
apresentado por IP 46 (33,67 £ 1,9 mm), sendo o0 menor diametro apresentado por IP 119
(28 £ 1,6mm).

Entre os isolados de B. bassiana apenas os isolados CG 307, IP 361 e ARSEF
9588 apresentaram colbnias de tamanho reduzido quando expostos ao matrine (Figura
13). As coldnias cultivadas em meio BDAL suplementadas com matrine foram em média
5 mm menores do que aquelas cultivadas em meio BDAL sem matrine. Para os isolados
cultivados em meio BDAL sem matrine as colonias com maior diametro foram as do
isolado IP 361 (57,2 £ 5 mm), enquanto as col6nias com menor diametro foram as do
isolado CG 138 (30,8 + 1 mm). Em meio BDAL suplementado com matrine, o maior
didametro de coldnias foi do isolado ARSEF 9588 (61,4 £ 3 mm), enquanto 0 menor
didmetro foi apresentado por CG 307 (32,8 £ 3 mm).

Os isolados de I. javanica apresentaram diferenca estatistica apenas no
primeiro dia de avaliacdo para trés isolados estudados, CG 1285, CG 1283 e CG 1316
(Figura 14). No décimo quinto dia de crescimento, o maior didmetro em meio BDAL foi
apresentado por CG 1316 (45,67 £ 1,69 mm), sendo o menor didmetro apresentado por
CG 1315 (40,5 = 1,6 mm). Quando os isolados foram cultivados em meio BDAL
suplementado com matrine, o maior didmetro das col6nias foi apresentado por CG 1316
(51,83 + 2,20 mm), sendo 0 menor diametro apresentado por CG 1285 (39,33 + 2,5 mm).
Entretanto, para nenhum dos isolados houve interferéncia do matrine no tamanho das

colonias.
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Figura 12. Média diaria (+ erro padrao) do diametro (mm) de colonias de Metarhizium
spp. cultivados em meio BDAL suplementado ou ndo com alcaloide vegetal matrine
(2%), incubados 227 + 1 °C e UR > 80% por 15 dias. Médias do diametro das colonias
crescidas em meio BDAL seguidas com asterisco (*) diferem significativamente da
média das colonias crescidas em meio BDAL acrescido de matrine (2%) no mesmo

dia.
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Didimetro da coldnia (mm)

Diametro da coldnia (mm)

Figura 13. Média diaria (+ erro padrao) do didmetro (mm) de colonias de Beauveria
bassiana, cultivados em meio BDAL suplementado ou nao com alcaloide vegetal
matrine (2%), incubados a 27 + 1 °C e UR > 80% por 15 dias. Médias do didmetro das
colonias crescidas em meio BDAL seguidas com asterisco (*) diferem
significativamente da média das colonias crescidas em meio BDAL acrescido de

matrine (2%) no mesmo dia.
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Figura 14. Média diaria (+ erro padrdo) do didmetro (mm) de coldnias de Isaria
javanica cultivados em meio BDAL suplementado ou ndo com alcaloide vegetal
matrine (2%), incubados a 27 £ 1 °C e UR > 80% por 15 dias. Médias do didmetro das
colonias crescidas em meio BDAL seguidas com asterisco (*) diferem
significativamente da média das colonias crescidas em meio BDAL acrescido de

matrine (2%) no mesmo dia.
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6.6 Acdo conjunta de fungos entomopatogénicos associados a alcaloide vegetal

No experimento com o isolado de M. anisopliae s.s. (IP 119), foi verificado
ETL de 93,65%, e 71,77,24%, no grupo tratado com a maior concentracdo de matrine
(1%) e no grupo tratado apenas com conidios (107), respectivamente. Entretanto, quando
o tratamento foi realizado utilizando a associagdo do alcaloide e conidios, ambos com as
mesmas concentracdes, a ETL foi de 97,14%. Para a menor concentragdo utilizando
somente matrine a ETL foi de 36,56%, quando associada ao fungo a ETL foi de 41,33%.
Nos grupos tratados somente com alcaloide, com concentragdes inferiores a 10 mg/mL
ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos. Para a associagao
fungo e alcaloide, apenas o grupo utilizando a menor concentracéo de alcaloide (0,01%
+ IP 119) e o grupo controle apresentaram diferenca significativa quando comparado aos
outros tratamentos da associagao (F1,22) = 6,5263; P < 0,05) (Tabela 7).

Para os testes utilizando o isolado de B. bassiana (CG 307) a ETL da maior
concentracdo de matrine foi de 93,65%, enquanto no tratamento utilizando apenas
conidios, a ETL foi de 19,13%. Com a associacao desses dois tratamentos, a ETL obtida
foi de 91,48%. Quando comparada a menor concentracdo de matrine, que apresentou ETL
de 36,56%, com a associagéo do alcaloide com fungo na mesma concentracao, a ETL foi
de 32,84%. A eficacia dos grupos tratados com alcaloide ou associacdo de conidios e
alcaloide, nas concentracBes superiores a 0,1 mg/mL, apresentaram diferenca
significativa quando comparados ao tratamento utilizando apenas conidios e grupo
controle (F1, 22 = 13,8115; P < 0,05) (Tabela 8).

Para os testes com I. javanica (CG 1285), a maior concentracdo de matrine
(10 mg/mL) apresentou eficacia do tratamento larval de 93,65% e o tratamento utilizando
apenas conidios 49,60%. Em relacdo a associacdo conidios com alcaloide na maior
concentracdo, a eficacia foi de 98,77%. Diferenca significativa foi encontrada em todos
os tratamentos (somente alcaloide, somente fungo e associacdo fungo com alcaloide)
quando comparados ao grupo controle (Fq1, 22) = 12.2725; P < 0,05)(Tabela 9).
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Tabela 7. Média (z erro padrao) de mortalidade de larvas, das pupas recuperadas e eficacia do tratamento larval (terceiro instar) de
Musca domestica tratadas indiretamente com diferentes concentragdes de alcaloide vegetal matrine (1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 mg/mL), ou
conidios (1 x 107 conidios/mL) de IP 119 (Metarhizium anisopliae s.s), ou associacdo de conidios com matrine, em condicOes de

laboratorio (27 £ 1 °C e UR > 80%).

Mortalidade das pupas  Eficécia do tratamento

Tratamento Concentracédo Mortalidade larval recuperadas (MPR%) larval (ETL%)
indireto (mg/mL ou conidios/mL) (ML%)
Controle - 2,35+1,18° 15,07 + 3,95 14,36 + 7,33°
1% 10 88,47 + 2,672 44 + 11 93,65 + 2,122
0,5% 5 64,57 £ 9,79% 72,22 + 20,03 93,48 + 4,272
0,1% 50,28 + 9% 53,74 + 25,542 79,76 + 8,90%
0,05% 0,5 29,13 + 0,96 52,01 + 15,42 76,88 + 11,39
0,01% 0,1 11,90 + 6,16° 27,99 + 1,60% 36,56 + 4,76
IP 119 107 15,93 + 10,85 62,28 + 17,32% 71,77 £ 9%
1% + IP 119 10 + 107 82,38 + 112 69,44 + 12,11% 97,14 +0,28°
0,5% + IP 119 5+ 107 52,62 + 21,9% 93,52 + 3,34P 95,94 + 2,59
0,1% + IP 119 1+ 107 63,69 + 11,83 42,93 + 17,94% 83,04 + 5,25%
0,05% + IP 119 0,5 + 107 35,63 + 16 38,09 + 13,40%° 65,86 + 15,91%°
0,01% + IP 119 0,1 + 107 26,30 + 15,07 40,65 + 18,3 41,33 + 21,58

(%ETL) = ML + [(1 -ML) x MPR]

Meédias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).
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Tabela 8. Média (£ erro padrdo) de mortalidade de larvas, das pupas recuperadas e eficacia do tratamento larval (terceiro instar) de
Musca domestica tratadas indiretamente com diferentes concentragdes de alcaloide vegetal matrine (1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 mg/mL),
ou conidios (1 x 107 conidios/mL) de CG 307 (Beauveria bassiana), ou associacdo de conidios com matrine, em condigGes de

laboratério (27 £ 1 °C e UR > 80%)).

Mortalidade das pupas  Eficacia do tratamento

Tratamento Concentracéo Mortalidade larval recuperadas (MPR%) larval (ETL%)
indireto (mg/mL ou conidios/mL) (ML%)

Controle - 2,35+1,12° 15,07 £ 3,952 14,36 £ 7,332

1% 10 86,25 + 1,13% 44 + 112 93,65 +2,12°

0,5% 5 64,57 +9,79% 72,22 + 20,03 93,48 + 4,27

0,1% 1 50,28 + 93 53,74 + 25,54 79,76 + 8,90

0,05% 0,5 29,13 + 0,96 52,01 + 15,422 76,88 + 11,39°

0,01% 0,1 11,90 + 6,16% 27,99 + 1,602 36,56 + 4,762

CG 307 10’ 5,20 + 1,22° 14,66 + 7,89 19,63 + 7,412

1% + CG 307 10 + 107 72,65 + 12,95% 66,67 + 9,622 91,48 + 4,34
0,5% + CG 307 5+ 107 42,33 £ 7,91 65,43 + 19,28? 90,99 + 9°
0,1% + CG 307 1+ 107 36,23 + 8,39"° 56,85 + 7,29 71,70 + 8°

0,05% + CG 307 0,5 + 10’ 40,95 + 10,12°¢ 61,11 + 13,862 67,92 + 3,76°

0,01% + CG 307 0,1 + 107 31,11 + 14,89¢ 51,79 + 17,86° 32,84 + 17,65

(%ETL) =ML + [(1 -ML) x MPR]
Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).



Tabela 9. Média (x erro padrdao) de mortalidade de larvas, das pupas recuperadas e eficacia do tratamento larval (terceiro instar)

de Musca domestica tratadas indiretamente com diferentes concentragdes de alcaloide vegetal (1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 mg/mL),

isolado fungico CG 1285 (Isaria javanica) previamente selecionado, e associa¢do de conidios com produto, em condi¢des de

laboratorio (27 £ 1 °C e UR > 80%).

Mortalidade das pupas

Eficacia do tratamento

Tratamento Concentracao Mortalidade larval recuperadas (MPR%) larval (ETL%)
indireto (mg/mL ou conidios/mL) (ML%)
Controle - 2,35+1,12¢ 15,07 + 3,952 14,36 + 7,334
1% 10 86,25 + 1,13 72,22 + 20,032 93,65 + 2,128
0,5% 5 64,57 £ 9,79% 53,74 + 25,542 93,48 + 4,272
0,1% 1 50,28 + 9°cd 52,01 + 15,422 79,76 + 8,90%
0,05% 0,5 29,13 +0,96% 27,99 + 1,60? 76,88 + 11,39%
0,01% 0,1 11,90 + 6,16° 46,23 + 8,76° 36,56 + 4,76°
CG 1285 107 5,20 £ 3,40° 77,78 £ 22,222 49,60 + 6,49
1% + CG 1285 10 + 107 71,79 + 12,46% 61,48 + 15,472 98,77 £1,23%
0,5% + CG 1285 5+ 10’ 76,78 + 8' 41,51 +1,112 92,77 £ 2,822
0,1% + CG 1285 1+ 107 44,44 + 12 45% 63,12 + 15,212 67,49 £7,2%¢
0,05% + CG 1285 0,5 + 10’ 16,51 + 7,06° 43,55 + 11,918 67,67 £ 15,69%
0,01% + CG 1285 0,1+ 10’ 12,22 £ 9,58° 15,07 £ 3,952 48,27 + 15,12b¢

(%ETL) = ML + [(1 -ML) X MPR]
Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que conidios de Metarhizium spp. quando
cultivados em meio BDAL causaram mortalidade expressiva em larvas de terceiro instar
de M. domestica, sugerindo que os isolados investigados sdo promissores agentes para
controle de larvas deste diptero; em contrapartida, B. bassiana e I. javanica, ndo causaram
0 mesmo efeito. Na literatura é reportada grande variabilidade em viruléncia de fungos
entomopatogénicos para diversos artropodes. Neste sentido, Farooq e Freed, (2016)
investigaram a acao inseticida de conidios de M. anisopliae cultivados em meio BDAL
em larvas de terceiro instar de M. domestica, obtendo alta mortalidade, 15 dias ap6s
tratamento. Barson et al. (1994) comprovaram elevada viruléncia de conidios de M.
anisopliae cultivados em meio SDAL (Sabouraud, Dextrose e Agar acrescido de extrato
de levedura) para larvas de terceiro instar de M. domestica. Fernandes et al. (2013)
também obtiveram resultados semelhantes, reportando a viruléncia de conidios de M.
anisopliae s.s. cultivados em meio MM (Meio Minimo de Cultivo) para larvas de terceiro
instar de M. domestica.

No presente estudo, quando conidios de M. robertsii IP 146 foram produzidos
em meio Adamek sélido, ndo foi verificada sua patogenicidade para larvas de M.
domestica, como havia sido detectada quando conidios foram produzidos em meio
BDAL. Acredita-se que este efeito tenha sido induzido pela variacdo de nutrientes
oferecidos ao fungo durante seu crescimento nos diferentes meios de cultivo. No entanto,
conidios do isolado IP 361 de B. bassiana que ndo apresentou alta viruléncia para larvas
de M. domestica quando produzido em meio BDAL, mantiveram-se pouco virulentos
quando produzidos em meio Adamek. Diversos trabalhos relatam que a composicdo
nutricional do meio de cultura pode ter efeito fundamental na viruléncia, assim como na
viabilidade e produgdo de propégulos (KLEESPIES; ZIMMERMANN, 1994; JACKSON
etal., 1997; ISSALY et al., 2005; MASCARIN; JACKSON, M. A; et al., 2015). Rangel
et al. (2008) apos avaliar a viruléncia de conidios de M. anisopliae cultivados sob
diferentes condic6es de estresse, concluiram que conidios derivados de meios pobres em
nutrientes apresentaram aumento considerdvel de viruléncia. O mesmo efeito foi
observado por Ibrahim et al. (2002) e Shah et al. (2005). Apesar da variacéo de viruléncia
do isolado IP 146 produzidos em meio BDAL e Adamek, estudos posteriores devem
confirmar se a referida variacdo pode ser atribuida a variacdo de nutrientes presente em

cada meio de cultivo, como sugerido pelo resultado dos ensaios conduzidos neste estudo.
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Baixa viruléncia de isolados de B. bassiana e I. javanica para larvas de M.
domestica foi encontrada nos testes realizados, corroborando com os resultados
apresentados por Fernandes et al. (2013), onde baixa mortalidade foi relatada em larvas
de terceiro instar tratadas com Beauveria brogniartii, B. bassiana ou Isaria sp. Outros
instares larvais parecem apresentar a mesma tolerancia a infeccdo causada por alguns
isolados de Beauveria; em estudo com larvas de segundo instar, Watson et al. (1994)
relataram o baixo controle das larvas mesmo quando expostas a alta concentracdo
conidial, contudo, também existem estudos relatando a eficacia de B. bassiana sobre
larvas de M. domestica (MISHRA; MALIK, 2012; FAROOQ); FREED, 2016). A grande
variabilidade genética existente entre isolados de B. bassiana s.l., que consequentemente
pode resultar em grandes variagdo em viruléncia, pode ser um dos fatores responsaveis
pelas diferencas de eficacia nos estudos mencionados nesse paragrafo. O fato desses
estudos terem sido realizados com diferentes populacdes de mosca, também pode ter
influenciado a discrepancia de resultados encontrados. Essa teoria pode ser fundamentada
em estudos conduzidos com carrapatos, onde foi evidenciado que diferentes populagdes
de Rhipicephalus microplus possuem graus variados de susceptibilidade a infec¢do por
um mesmo isolado fungico (FERNANDES et al., 2011; PERINOTTO et al., 2012;
WEBSTER et al., 2016).

Até onde sabemos, estudos referentes a utilizacdo de blastosporos para
controle de dipteros, e em especial M. domestica, ndo sdo relatados na literatura. Em
relacdo ao tratamento indireto utilizando papel, ndo foi observada diferenca significativa
quanto a mortalidade das larvas tratadas com conidios ou blastosporos de M. robertsii e
B. bassiana; no entanto, com o tratamento na racao, blastosporos de M. roberstii foram
eficazes, revelando expressiva eficacia contra as larvas. Diferencas na viruléncia entre
conidios e blastosporos para diversos artropodes foram reportadas na literatura. Hartelt et
al. (2007) testaram suspens@es de conidios e blastosporos de M. anisopliae, B. bassiana
e Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) em larvas de Ixodes ricinus,
obtendo menores valores de TLso nos grupos tratados com blastosporos de M. anisopliae.
Outro estudo que corrobora com os achados do presente trabalho foi desenvolvido por
Wassermann et al. (2016), que demonstrou comprovada eficacia de blastosporos de M.
anisopliae para o controle de larvas e ninfas ingurgitadas de I. ricinus em condigdes
laboratoriais e em semi-campo. Alves et al. (2002) demonstraram a viruléncia de conidios

e blastosporos de B. bassiana para Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) e
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Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae), concluindo que blastosporos foram mais
virulentos para esses insetos.

Apesar de ndo serem encontrados relatos na literatura de estudos utilizando
alcaloide matrine para controle de M. domestica, alguns estudos relatam sua eficacia para
controle de diversos outros artrépodes. Zanardi et al. (2016) comprovaram a atividade
inseticida de matrine para Diaphorina citri (Hemiptera), Panonychus citri
(Trombidiformes), Sitophilus zeamais (Coleoptera) e Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera), quatro espécies de importancia agricola. Mao e Henderson, (2007)
verificaram toxicidade de matrine em Coptotermes formosanus (Isoptera). Além de sua
acdo acaricida e inseticida, este alcaloide também vem sendo reportado como eficaz no
controle de nematoides fitopatogénicos. Matsuda et al. (1991) também avaliaram e
comprovaram sua toxicidade para Bursaphelenchus xylophilus (Tylenchida), que é
responsavel pela doenca denominada de murchidao do pinheiro. Matrine, no presente
estudo, mesmo quando aplicado em baixas concentragdes foi eficaz no controle de larvas
de M. domestica. Aliando sua eficacia a presenca de Sophora flavescens em escala
mundial, sua utilizacdo em um programa de Manejo Integrado de Pragas torna-se
extremamente viavel.

A associagédo de produtos de origem vegetal com fungos entomopatogénicos
pode melhorar a eficacia do controle bioldgico de artropodes-pragas e, além disso, reduzir
custos e impactos ambientais quando comparado ao uso exclusivo de inseticidas
quimicos. No presente estudo, matrine ndo reduziu a viabilidade dos conidios de
Metarhizium spp., B. bassiana e I. javanica quando estes foram cultivados em meio
BDAL suplementado com o alcaloide, independente do tempo de exposicdo avaliado.
Outro parametro bioldgico avaliado no presente trabalho demonstrou que os isolados
testados de Metarhizium spp. e B. bassiana, com excecdo do CG 138, tiveram seu
crescimento radial afetado pelo matrine; em contra partida, os isolados de I. javanica néo
apresentaram alteracdo do tamanho das colonias em funcéo da presenca ou auséncia de
matrine no meio de cultivo. Resultados semelhantes foram encontrados por Marques et
al. (2004) em seu estudo com M. anisopliae, B. bassiana e I. farinosa (=Paecylomices
farinosus) cultivados em meio de cultura BDA suplementado com 6leo de Azadirachta
indica, obtendo altos indices de germinacdo em todas concentracfes testadas, e reducao
do didmetro das coldnias, corroborando com os achados de Hirose et al. (2001) e Mertz

et al. (2010) em seus trabalhos.
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Percentuais elevados de mortalidade larval foram observados em todas as
concentrag0es, tanto nos tratamentos utilizando somente matrine quanto naqueles onde
matrine foi associado a conidios. Este fato pode estar relacionado com a auséncia da
deteccdo de efeito conjunto de matrine e fungos, visto que a menor concentracdo de
matrine testada foi capaz de controlar 50% da populacdo de insetos, e em concentra¢des
altas, percentuais elevados foram encontrados no primeiro tempo de avaliagcdo. Esses
achados sugerem gque matrine ocasiona rapida mortalidade nas larvas, consequentemente,
impossibilitando os fungos entomopatogénicos de iniciar seu processo de penetracao,
visto que antes do fungo iniciar este processo, as larvas ja encontram-se mortas. Diversos
autores relatam neste processo a formacdo de apressorios na cuticula 48 horas ap6s a
infeccdo experimental (BITTENCOURT et al., 1999; GARCIA et al., 2004; ARRUDA
et al., 2005). No ponto de vista do uso associado de conidios com matrine, no controle
bioldgico de artropodes-pragas, estes resultados sdo importantes, pois sinaliza a
possibilidade da associacgao entre matrine e fungos entomopatogénicos para o controle de
larvas. Apesar de matrine reduzir o crescimento micelial de alguns isolados, ainda assim
houve formacdo de coldnias. Estudos complementares poderdo comprovar o efeito do
matrine para propagulos fangicos, e determinar o real efeito da combinacdo de matrine e

fungos entomopatogénicos para o controle de M. domestica.
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8 CONCLUSOES

As conclus6es do presente trabalho foram:

1.

Os resultados obtidos nos testes de triagem demonstram o elevado potencial de
Metarhizium spp. em controlar larvas de terceiro instar de M. domestica.
Blastosporos de IP 146 quando aplicados em ragdo foram eficazes para o controle
de larvas de segundo instar de M. domestica.

Independente da forma de tratamento, direto ou indireto, o alcaloide vegetal
matrine na concentracdo igual ou superior a 10 mg/mL foi eficaz para controle de
larvas de M. domestica.

Independente do tempo de exposi¢do do fungo ao alcaloide, a viabilidade dos
conidios néo foi afetada.

Os isolados de Metarhizium spp. e Beauveria bassiana, com excesséo do isolado
CG 138, cultivados em meio suplementado com matrine apresentaram menor
crescimento radial quando comparados aqueles cultivados em meio BDAL. Os
isolados de Isaria javanica ndo apresentaram diferenca significativa.

Para o controle de larvas de terceiro instar, a associacdo de diferentes
concentracdes de alcaloide vegetal matrine com fungos entomopatogénicos néo

apresentaram efeito sinérgico, adicional ou antagénico.
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