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Chrysomya albiceps (Wiedemann) ¢ um impor-
tante vetor de doengas de animais ¢ humanos, e também
causador de miiases secundarias. Avaliou-se a patogenici-
dade de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (URM
3447), in vitro, sobre ovos, larvas e adultos em condi¢des
de laboratorio climatizado sob a temperatura de 28 = 1 °C.
Foram feitas suspensdes de conidios (104, 10%, 10, 107 e
10% conidios.mL™"), para analise dos pardmetros bioldgicos.
No bioensaio com ovos, o percentual de eclosdo variou de
84,81% a 97,22%. No bioensaio com larvas, o periodo de

RESUMO

pré-pupa variou de 1 a 1,04 ¢ de pupa, de 5,00 a 5,09 dias;
o percentual de emergéncia de adultos a partir de larvas
tratadas variou de 30,88% a 80,82%. No bioensaio com
adultos, a longevidade para machos e fémeas foi de 4,51 a
6,77 ¢ 10,19 a 14,67 dias, respectivamente; a mortalidade
acumulada no 7° dia variou de 47,50 % a 81,20% para ma-
chos e de 23,70 % a 55,00% dias para fémeas; o periodo de
postura variou de 10 a 17,75 dias e o percentual de larvas
eclodidas a partir de fémeas infectadas variou de 71,39%
a91,25%.

PALAVRAS-CHAVES: Fungo entomopatogénico, parametros biologicos, patogenicidade.

ABSTRACT

SUSCEPTIBILITY OF Chrysomya albiceps TO Beauveria bassiana IN LABORATORY CONDITION

Chrysomya albiceps (Wiedemann) is an important
vector of animal and diseases as well as causer of
secondary myiasis. In order to minimize the effect of the
problems caused by C. albiceps, the pathogenicity of the
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (URM 3447),
in vitro, over eggs, larvae and adults in acclimatized
laboratorial conditions under the temperature of 28 + 1
°C was evaluated. Suspensions of conidia (10, 10°, 108,
107 and 10* conidia.mL"') were done, for the analysis of
the biological parameters. In the bioassay with eggs, the
percentage of eclosion varied from 84.81 to 97.22%. In

the bioassay with larvae, pre-pupa period varied from 1 to
1.04 and of pupa, from 5 to 5.09 days; the percentage of
adult emergency from treated larvae varied from 30.88 to
80.82%. As to the bioassay with adults, the longevity for
male and female was of 4.51 to 6.77 and 10.19 to 14.67
days, respectively; the accumulated mortality death on the
7" day varied from 47.50 to 81.20% for males and of 23.70
to 55.00% for females; the period of posture varied from
10 tol17.75 days and the percentage of larvae appeared
from females infected varied from 71.39 to 91.25%.

KEY WORDS: Biological parameters, entomopathogenic fungus, pathogenicity.
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INTRODUCAO

Chrysomya albiceps (Wiedemann) ¢ um
diptero que se manifesta, do ponto de vista so-
cioecondmico, como vetor potencial de micror-
ganismos patogénicos, sendo considerado por
alguns autores um dos mais severos vetores de
bactérias, protozoarios e helmintos (AVANCINI,
1986). Trata-se de espécie relacionada a dissemi-
nacdo do carbunculo, por Bacillus anthracis, na
Africa do Sul. Staphylococcus sp, E. coli, Proteus
sp, Providencia sp, Citrobacter sp e Klebsiella sp
foram encontradas em C. albiceps (PARALUP-
PI, 1996). Atua como veiculadora de Dermatobia
hominis (Linnaeus Jr.), veiculando um maior nu-
mero de ovos do que espécies ditas de pequeno
porte (GOMES et al., 1998).

Como patogeno, pode causar miiases em
animais de produgdo, acarretando perdas eco-
nomicas significativas (ZUMPT, 1965; ERZIN-
CLIOGLU & WHITCOMBE, 1983; AMIN et
al., 1998), sendo ainda espécie com potencial em
analise de entomologia forense médica e veteri-
naria.

A ocorréncia de populagdes de C. albiceps
resistentes a inseticidas, associada a inumeras
doengas, resulta na necessidade de se desenvol-
ver novas alternativas de controle desse inseto.
Assim, o controle biologico oferece alternativas
para muitos problemas na medicina sanitaria e
veterindria, tornando-se parte fundamental nos
programas de manejo integrado de pragas. Para
tanto, ¢ necessario reduzir a densidade popula-
cional das moscas e favorecer o aumento da po-
pulacdo de seus inimigos naturais, minimizando,
dessa forma, o desequilibrio ecologico com im-
plicagdes na saude publica.

O controle de moscas foi analisado em va-
rios trabalhos que citam a utilizagdo de fungos
(KAAYA, 1989; BARSON et al., 1994; ZAKI,
1998). KAAYA & OKECH (1990) verificaram
a transmissao horizontal de Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin e Metarhizium anisopliae
(Metsch) Sorok em Glossina morsitans morsi-
tans (Westwood) ¢ observaram a mortalidade
de 90 % a 100 % duas semanas pos-inoculagao.
BARSON et al. (1994) testaram seis espécies de
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fungos entomopatogénicos, entre estes B. bassia-
na e M. anisopliae contra Musca domestica (Lin-
naeus). Obtiveram bons resultados e sugeriram
que esses fungos foram eficientes no controle de
pupas (40%), provocando micoses em cadaveres,
em larvas e pupas do inseto.

Diante dos bons resultados alcangados por
B. bassiana em outras espécies de moscas, este
trabalho teve por objetivo estudar a patogenici-
dade deste fungo as diferentes fases de desenvol-
vimento de C. albiceps.

MATERIAL E METODOS

Linhagem fungica

B. bassiana (CL)) foi obtida da colegéo de
cultura da Micoteca (URM), nimero de acesso
3447, do Departamento de Micologia da Univer-
sidade Federal de Pernambuco (UFPE), isolado
de Castnia licus (Drury), em Pernambuco, em
1990.

Obtencao e manutengdo da colonia de C. albiceps

O estoque de C. albiceps para a producgao
de ovos, larvas e adultos foi composto a partir
de exemplares nativos coletados no Campus da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, com
auxilio de rede entomolodgica. Trinta casais fo-
ram agrupados em gaiolas de madeira (35 cm x
35 cm x 35 cm). As gaiolas revestidas com tela
de nailon nas laterais e na parte superior conti-
nham uma abertura frontal (9,0 cm de didmetro)
vedada com tecido de algodao. Os adultos foram
alimentados com solu¢do de mel a 50 % e carne
bovina em inicio de putrefacio, acondicionadas
em placa de Petri. A carne permaneceu disponi-
vel até o quinto dia pds-emergéncia, tendo sido
reintroduzida a partir do 11° dia para estimular
a postura. As massas de ovos eram coletadas e
transferidas para placas de Petri (9,0 cm de dia-
metro x 2,0cm de altura) forradas com papel de
filtro, umedecido com agua destilada (1,0 mL).
Apos a eclosdo, as larvas foram retiradas, com
auxilio de um pincel fino (n° zero), e inocula-
das em dieta a base de carne bovina em inicio
de putrefacdo utilizando-se 100 larvas/200g.
Transferiram-se as larvas maduras, apos aban-



Susceptibilidade de Chrysomya albiceps a Beauveria bassiana em condigdes de laboratdrio 773

dono da dieta, para recipientes (10 cm altura x
5 cm de didmetro) contendo vermiculita. Apos
a emergéncia, os adultos foram sexados e agru-
pados para infec¢do. A alimentacdo consistiu de
solucdo de mel a 50% e carne bovina em inicio
de putrefacdo, acondicionadas em placas de Petri
de 9,0 cm de diametro x 1,0 cm de altura, forrada
com tela de nailon (QUEIROZ & MILWARD-
DE-AZEVEDO, 1991).

Inoculo de B. bassiana

Sacos de polipropileno contendo 100 g de
arroz, previamente autoclavados, foram inocu-
lados com 10 mL da suspensdo de 10® coni-
dios.mL"" do fungo, com doze dias de crescimen-
to em Batata-Dextrose-Agar — BDA (Oxoid).
Apos a inoculagdo, realizou-se a homogeneiza-
¢ao do arroz contido nos sacos ¢ incubados em
BOD a 28 + 1 °C, para o crescimento do fungo e
obtencao das concentracoes estudadas.

Quantificagdo do indculo

Homogeneizou-se um grama de arroz con-
tendo o fungo em 100 mL de 4gua destilada com
“Tween” 80 (0,05% v/v). Apds agitagdo, a sus-
pensao foi quantificada com auxilio de camara de
Neiibauer, através de uma area de 0,0025 mm?, que
proporciona um volume de 2,5 x107 mL. A média
de cinco areas contadas foi multiplicada por um
fator fixo (n x 4 x 10°), o que determinou o nime-
ro de conidios existentes na suspensdo. Utilizando
essa metodologia, preparou-se uma suspensao na
contagem de 10® conidios/mL do isolado. A partir
desta, fizeram-se dilui¢cdes sucessivas até se obter
as concentragdes 107, 10°, 10° ¢ 10* conidios.mL"!
(MORAES & ALVES, 1998).

Bioensaios

Realizaram-se os bioensaios para avaliar a
patogenicidade de B. bassiana (CL)) as diversas
fases do ciclo biologico da mosca C. albiceps,
em sala climatizada a 28 +1°C e umidade relati-
va a 60 £ 10%.

Infecgao in vitro de ovos de C. albiceps
O bioensaio com ovos foi constituido de um
grupo-controle com agua destilada com “Tween”

80 (0,05% v/v) e cinco tratamentos nas concen-
tracdoes 10%, 107, 10° 10° e 10*conidios.mL.
Para cada concentracdo testada, utilizaram-se
quatro repeticdes e cada repeti¢do consistia num
tubo com 20 mg de ovos. Imergiram-se 0s ovos
em 3 mL de cada suspensdo durante trés minu-
tos; apos esse periodo, o excesso da suspensdo
foi desprezado, seguido da secagem dos ovos em
papel-filtro previamente autoclavado e colocados
em placa de Petri, para observacdo da eclosdo das
larvas.

Infeccdo in vitro de larvas de C. albiceps

Procedeu-se ao bioensaio com um grupo-
controle contendo 4gua destilada com “Tween”
80 (0,05% v/v) e cinco tratamentos nas concen-
tragdes de 108, 107, 10%, 105¢ 10* conidios.mL"'.
Para cada concentragcdo testada, realizaram-se
quatro repeticdes com trinta larvas em terceiro
instar. As larvas foram individualizadas em tubos
de ensaio contendo 3 mL de cada suspensdo du-
rante trés minutos. Em seguida, inverteram-se os
tubos para o escoamento do excesso da suspen-
s30. As larvas foram mantidas em tubos de ensaio
para observagdo didria dos seguintes parametros
biologicos: periodo de pré-pupa, estdgio pupal,
ritmo de emergéncia e percentual de emergéncia
de machos e de fémeas.

Infecgdo in vitro de adultos de C. albiceps

O bioensaio foi constituido de um grupo-
controle com agua destilada com “Tween” 80
(0,05% v/v) e cinco tratamentos nas concentra-
¢oes 108, 107, 10°, 10°e 10* conidios.mL"'. Para
cada concentragado testada, procedeu-se a quatro
repeticdes ¢ cada uma com vinte machos e vin-
te fémeas com um dia de emergéncia. Imobili-
zaram-se 0s espécimes a temperatura de -2 °C,
manipulados com auxilio de uma pinga ¢ uma
microsseringa Hamilton, que foi utilizada para
a aplicagdo de 10 pL de cada suspensdo sobre
0 protdrax. Apds o tratamento, colocaram-se as
moscas em gaiolas teladas de madeiras (35 cm x
35 cm x 35 cm), revestidas nos lados e no topo
com tela de naylon e apresentando uma abertura
frontal de 9 cm de didmetro, vedada com tecido
de algodao. Para a eclosao das larvas, as posturas
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foram coletadas diariamente e transferidas para
placas de Petri com papel-filtro autoclavado e
umedecidas com agua destilada. Quantificaram-
se as larvas com auxilio de estereomicroscopio,
a fim de se estabelecer o percentual de eclosdo a
partir de fémeas infectadas. O periodo de postura
foi estabelecido pela diferenca entre o primeiro e
ultimo dia de postura das fémeas infectadas. Ana-
lisaram-se os parametros biologicos longevidade
e mortalidade acumulada de machos e fémeas a
partir das primeiras 24 horas pds-inoculacao.

Reisolamento do fungo de C. albiceps

Lavaram-se os ovos ndo-eclodidos, uma
parcela das larvas mortas e os adultos mortos em
solucdo de hipoclorito de sodio a 4 %, alcool a
70 % e agua deionizada, por trés minutos. Apos
cada lavagem, eles foram secos em papel-filtro
autoclavado e incubados em BOD a 28 + 1°C
e 80% de umidade relativa, para observacao da
conidiogénese dos fungos. Semeou-se o fungo
reisolado em BDA para analise do crescimento
micelial (ALVES, 1998).

Analise estatistica

Empregou-se, como técnica estatistica, o
teste F (ANOVA) na comparagao entre os reiso-
lados para cada tratamento. Ressalta-se que, na
existéncia de diferenca significante entre os rei-
solados, efetuaram-se testes de comparagdes pa-
readas de Tukey e, para a verificagdo da hipotese
de igualdade de variancias, o teste F de Levene.
Considerou-se o percentual de 5 %, como nivel
de significancia (ZAR, 1999). O software utili-
zado para obtengdo dos testes estatisticos foi o
SPSS (Statistical Package for the Social Scien-
ces) na versao 11.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apds a infec¢do dos
ovos de C. albiceps por B. bassiana demonstra-
ram que o percentual médio de eclosdo de larvas
observado (84,81 a 97,22%) foi inversamente
proporcional a concentragdo utilizada com di-
ferenca estatistica significativa entre o grupo-
controle e todas as concentragdes. A variacao da
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viruléncia ocorre, provavelmente, em virtude da
auséncia de especificidade do patogeno em rela-
¢do ao hospedeiro, conforme descrito por MA-
GALHAES et al. (2000). Ainda segundo RA-
MOS et al. (2000), a menor susceptibilidade dos
ovos pode estar relacionada as barreiras fisicas
do préprio corio, que impede a colonizagdo do
embrido, mas nao evita a mortalidade nos esta-
gios posteriores.

O periodo médio do estagio de pré-pupa de
C. albiceps a partir de larvas L, infectadas foi de
1,0 e de pupa foi de 5,0 dias sem diferenca signi-
ficativa entre o grupo-controle e as concentragoes
utilizadas (Tabela 1). A agdo do fungo na fase de
pré-pupa ndo ocorreu, provavelmente, pela agdo
da saliva das larvas nesse estagio na germinagao
de conidios, conforme verificado por GAMBINO
(1993), quando estudou a acdo da saliva de larvas
de Vespula vulgaris (Linnaeus). BERNARDI et
al. (2006), ao utilizarem o isolado CG240, obser-
vou que este ndo apresentou efeito sobre o desen-
volvimento de pupas de M. domestica.

O percentual médio de emergéncia de adul-
tos a partir de L, infectadas variou de 30,88 % a
80,82 % e diminuiu a medida que aumentou a
concentragdo de B. bassiana. Ja na andlise das
concentragdes entre si, observou-se que a con-
centragdo 10*diferiu da 10%; nas demais, ndo se
observou diferenga estatistica, conforme mostra
a Tabela 1. Os resultados concordam com os in-
dices de BARSON et al. (1994), que relataram a
auséncia de emergéncia de M. domestica, quando
investigaram a patogenicidade de B. bassiana so-
bre essa mosca.

Os dados referentes a mortalidade acumula-
da, no sétimo dia, demonstraram que o percentu-
al de fémeas (23,7% a 55,0%) e machos (47,5%
a 81,2%) aumentou proporcionalmente a concen-
tracdo utilizada, com maior média observada na
concentra¢ao 10% conidios.mL' (Tabela 2). Em
relacdo aos machos, foi observada diferenca sig-
nificativa em todas as concentragdes, com exce-
¢ao dos resultados alcancados na concentracao
10%. Ja em relagdo as fémeas, os resultados da
concentragdo 10®diferiram dos resultados das de-
mais concentragdes e do grupo-controle. No 14°
dia, o percentual de machos (100%) mostrou-se
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igual para todas as concentragdes utilizadas. Ja o
percentual de fémeas (52,5%) foi igual em todas
as concentragoes, com excecdo da concentracao
107(62,5%) e 10 (73,5%) conidios.mL"!. Quanto
a analise estatistica, demonstrou-se diferenca no
percentual de machos em todas as concentragdes
utilizadas em relagdo ao controle; ja com relagdo

as fémeas, o resultado alcangado na concentra-
¢do 108 diferiu dos resultados da concentragdo
107 e do controle. No entanto, VICENTINI et al.
(2001), quando verificaram a a¢do de B. bassiana
em ninfas de B. tabaci, obtiveram alta mortalida-
de com o aumento das concentragdes no 14° dia.

TABELA 1. Periodo de pré-pupa, estagio pupal e emergéncia de adultos a partir de larvas L, de Chrysomya albiceps

infectadas com Beauveria bassiana

Periodo do estagio de pré-

Percentual de emergéncia de

Tratamento pupa (dia) Periodo do estagio pupal (dia) adultos (%)
Controle 1,0 £0,0° 5,0 +0,0° 93,3+4,7°
10* 1,0 +0,0° 5,0+0,0? 80,8 +1,6°

10° 1,0 +0,0° 5,0 +0,0? 61,6 +42°

106 1,0 +0,0° 5,0 +0,0? 49,9 + 2,6

107 1,0 +0,0° 5,0 +0,0* 45,7+ 10,5¢

108 1,0 +0,0° 5,0 +0,0* 30,8 +£3,2¢

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 2. Mortalidade acumulada de machos e fémeas tratados com diferentes concentra¢des de Beauveria bassiana

Morte acumulativa (%)

Tratamento Machos Fémeas
7° dia 14° dia 7° dia 14° dia
Controle 43,7 +2,5¢ 92,5+2,8° 15,0 +4,0¢ 48,7 +2,5¢
10 47,5 +2,8 100 + 0# 23,7 + 4,7 52,5 +2,8°
10° 63,7 +2,5" 100 + 02 26,2 4+ 7,5¢ 52,5 +2,8°
106 65,0 +4,0° 100 + 0? 28,75 + 6,2b 52,5+2,8°
107 67,5+2,8° 100 + 07 37,5+ 5,0° 62,5+ 2,8°
108 81,2+4,7° 100 + 0? 55,0 +4,0° 73,5+2,52

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos para o parametro bio-
logico longevidade, para machos (4,5 a 6,7 dias) e
fémeas (10,1 a 14,6 dias), foram inversamente pro-
porcionais a concentracao utilizada (Tabela 3), com
diferenca estatisticamente significativa em todas as

concentragoes. A maior longevidade das fémeas em
relagdo aos machos provavelmente ocorreu em vir-
tude de o sistema de defesa humoral de machos ser
mais susceptivel, apresentando uma resposta imune
deficiente (KAAYA & DARIJI, 1988).

TABELA 3. Longevidade de machos e fémeas tratados com diferentes concentra¢des de Beauveria bassiana

Longevidade (%)

Tratamento Machos Fémeas
Controle 7,7 +0,02 15,7 £ 0,02
10* 6,7 +0,0° 14,6 +0,0°
10° 5,9 +0,0° 14,1 +0,1%
10¢ 5,74 0,04 13,7+ 0,1°
107 5,3+0,0° 12,24+ 0,54
108 4,51 +0,1f 10,1 +0,3¢

Mcédias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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A primeira postura ocorreu no 6° dia e a ul-
tima ocorreu até o 27° dia, de acordo com a con-
centracdo utilizada. O periodo médio de postura
indicou variagoes (10 a 17,7 dias) e foi inversa-
mente proporcional ao aumento da concentragdo
utilizada. Ressalta-se que o menor periodo mé-
dio foi obtido para a concentragdo 10% (Tabela 4),

com diferenca estatistica nas concentragdes 109,
107 ¢ 10® em relagdo ao grupo-controle. Os da-
dos concordam com os resultados descritos por
SANTOS et al. (2002), embora tenham trabalha-
do com Paecilomyces lilacinus (Thom) contra
Boophilus microplus (Canestrini).

TABELA 4. Periodo de postura e eclosdo de larvas L, de Chrysomya albiceps a partir de fémeas infectadas por Beauveria

bassiana
Postura Percentual de eclosao de
Tratamento . o . larvas a partir de fémeas
Intervalo (dias) Média + DP (dias) infectadas (%)

Controle 07 -27 18,0+ 1,42 97,2+0,5°

104 06 —24 177J_r17 91,2 +£6,5"

10 07 —24 16,7 +2,7%® 84,7 + 8,9

10° 06 —22 14 0 + 0 0be 79,4 £5,0%

107 06 —21 107i0 5¢d 75,4 £52%

10 06 —20 10,0 + 0,0d 71,3 +5,0¢

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O percentual de eclosdo de larvas a partir de
fémeas infectadas diminuiu de acordo com o au-
mento da concentracdo e varioude 71,3% a 91,2%
(Tabela 4). O menor percentual foi observado na
concentragdo 108 conidios.mL™!, com diferenca es-
tatistica significativa nas concentragdes 10°, 107
103, em relagdo ao controle. KAAYA & OKECH
(1990) estudaram o percentual de eclosao de lar-
vas a partir de fémeas infectadas de G. morsitans
morsitans por B. bassiana e os dados obtidos por
esses autores sao confirmados neste trabalho.

CONCLUSAO

Os resultados observados com a utilizagao
B. bassiana sobre C. albiceps demonstram que o
fungo tem um bom potencial, justificando o seu
emprego. Mas outros estudos devem ser realiza-
dos, quando estd em vista a utilizagdo dessa es-
pécie em programas de controle biologico de C.
albiceps.
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