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RESUMO

MONTEIRO-SOBRINHO, Américo de Castro. Avaliacdo da eficacia de nematoides
entomopatogénicos submetidos a diferentes pressdes de pulverizacdo sobre larvas de
Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae) em subprodutos da industria
sucroalcooleira. 2024. 55p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinérias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Stomoxys calcitrans é um diptero hematéfago capaz de parasitar diversas especies animais.
Devido a resisténcia das pragas aos pesticidas quimicos, somada & demanda mundial por
alimentos livres destas substancias, diferentes organismos vém sendo pesquisados com o
objetivo de verificar suas possiveis aplicacbes no controle de parasitas de importancia
econbmica. Neste contexto, diversos agentes surgem como alternativas para 0 uso no controle
de pragas, entre esses estdo os nematoides entomopatogénicos (NEPs). O presente estudo
objetivou determinar sob quais pressdes de pulverizacdo os NEPs mantém sua capacidade de
infectar e matar larvas de S. calcitrans em subprodutos da industria sucroalcooleira. Grupos
de dez larvas foram depositados em recipientes contendo duas folhas de papel de filtro e
diferentes subprodutos. Utilizou-se 0s juvenis infectantes (JIs) de Heterorhabditis
bacteriophora HP88, H. baujardi LPP7 e H. indica LPP30, submetidos as pressdes de 60, 70
e 80 psi. O volume total foi de quatro mL de agua destilada por tratamento e quatro mL de
vinhoto 50%, a concentracdo utilizada foi de 200 Jls/larva. O grupo controle teve a mesma
concentracdo de JIs, porém sem ter passado pelo sistema de pressdo. Houve um grupo
controle sem NEPs. Os experimentos foram mantidos em 271 °C e 70£10% UR, com seis
repeticdes. Foi feito um experimento em condi¢des ambientais, pulverizando (60 psi) os NEPs
em recipientes plasticos contendo palha de cana e 20 larvas da mosca, cada, com trés
repeticdes. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de
homocedasticidade de Bartlett. Aplicou-se a analise de variancia, seguido dos testes de Tukey
e Dunnett (p<0,05). No experimento 1, ndo houve efeito significativo entre NEPS e pressoes,
havendo efeito isolado apenas para os NEPs, com mortalidade média foi de 84,6%. Em torta
de filtro, H. bacteriophora e H. indica ndo foram afetadas pelas pressbes. Em bagaco, as
pressdes avaliadas ndo apresentaram variacdes entre si. Em palha, H. bacteriophora até 70 psi
causou mortalidade em niveis superiores a 88%. No experimento 5 (em vinhoto), foi
observado que as pressfes ndo causaram variacdes na mortalidade larvar, com média de
87,1%. Em torta de filtro independentemente da pressdo utilizada, H. bacteriophora (82,5%)
causou a maior mortalidade das larvas da mosca. Em bagaco, os NEPs e as pressfes ndo
influenciaram a mortalidade das larvas. Em palha, para H. bacteriophora, a utilizagdo de 80
psi provocou reducdo da infectividade deste NEP, todavia, até 70 psi, esta espécie causou a
mortalidade das larvas da mosca em niveis superiores a 86%. Em condicdes ambientais, ndo
houve diferenca entre H. bacteriophora (33,3%) e o grupo controle (38,3%). J& H. indica e H.
baujardi LPP7, causaram taxas de mortalide de 81,7-73,3%, respectivamente. Conclui-se que
0s NEPs H. bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 sdo capazes de
infectar e matar as larvas da mosca-dos-estabulos nos variados subprodutos de cana-de-
acucar, quando submetidos a pressbes de pulverizagdo distintas, em laboratorio. Em
condi¢Bes ambientais, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 sdo eficazes contra larvas da
mosca-dos-estabulos, enquanto H. bacteriophora HP88 nédo apresenta semelhante eficacia.

Palavras-chave: Controle Bioldgico, Mosca-dos-estabulos, Heterorhabditis.



ABSTRACT

MONTEIRO-SOBRINHO, Américo de Castro. Evaluation of the efficacy of
entomopathogenic nematodes submitted to different sprinkling pressures on Stomoxys
calcitrans (Linnaeus, 1758) larvae (Diptera: Muscidae) in sugarcane by-products. 2024.
55p. Thesis (Doctorare in Veterinary Science). Institute of Veterinary Medicine, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Stomoxys calcitrans is a hematophagous dipteran capable of parasitizing several animal
species. Due to the resistance of pests to chemical pesticides, added to the global demand for
foods free of these substances, different organisms have been researched with the aim of
verifying their possible applications in the control of parasites of economic importance. In this
context, several agents emerge as alternatives for use in pest control, including
entomopathogenic nematodes (EPNs). The present study aimed to determine under what
sprinling pressures EPNs maintain their ability to infect and kill S. calcitrans larvae in by-
products of the sugar and alcohol industry. Groups of ten larvae were deposited in containers
containing two sheets of filter paper and different by-products. The infective juveniles (1Js) of
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. baujardi LPP7 and H. indica LPP30 were used,
subjected to pressures of 60, 70 and 80 psi. The total volume was four mL of distilled water
per treatment and four mL of 50% vinasse, the concentration used was 200 1Js/larva. The
control group had the same concentration of 1Js, but without having passed through the
pressure system. There was a control group without EPNs. The experiments were maintained
at 27+1 °C and 70+10% RH, with six replications. An experiment was carried out under
environmental conditions, spraying (60 psi) the EPNs in plastic containers containing
sugarcane straw and 20 fly larvae, each, with three replications. The data were subjected to
the Shapiro-Wilk normality and Bartlett homoscedasticity tests. Analysis of variance was
applied, followed by the Tukey and Dunnett tests (p<0.05). In experiment 1, there was no
significant effect between EPNs and pressures, with an isolated effect only for EPNs, with an
average mortality of 84.6%. In filter cake, H. bacteriophora and H. indica were not affected
by pressure. In bagasse, the pressures evaluated did not vary between each other. In straw, H.
bacteriophora up to 70 psi caused mortality at levels greater than 88%. In experiment 5 (in
vinasse), it was observed that pressure did not cause variations in larval mortality. In filter
cake, regardless of the pressure used, H. bacteriophora (82.5%) caused the highest mortality
of fly larvae. In bagasse, EPNs and pressures did not show variations on larval mortality. In
straw, for H. bacteriophora, the use of 80 psi caused a reduction in the infectivity of this
EPN, however, up to 70 psi, this species caused mortality of fly larvae at levels greater than
86%. Under environmental conditions, there was no difference between H. bacteriophora
(33.3%) and the control group (38.3%). H. indica and H. baujardi LPP7 caused mortality
rates of 81.7 and 73.3%, respectively. It is concluded that the EPNs H. bacteriophora HP88,
H. indica LPP30 and H. baujardi LPP7 are capable of infecting and killing stable fly larvae in
various sugarcane by-products, when subjected to diferente sprinkling pressures, in the
laboratory. Under environmental conditions, H. indica LPP30 and H. baujardi LPP7 are
effective against stable fly larvae, while H. bacteriophora HP88 does not show similar
efficacy.

Keywords: Biological Control, Stable fly, Heterorhabditis.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Analise de variancia (ANOVA) para a mortalidade de larvas de Stomoxys
calcitrans infectadas por Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H.
baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressdes de pulverizagdo em agua............cccccevevruennee 26

Tabela 2. Analise de variancia (ANOVA) para a mortalidade de larvas de Stomoxys
calcitrans infectadas por Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H.
baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressdes de pulverizagcdo em vinhoto a 50%............. 31



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fases do ciclo biolégico de Stomoxys calcitrans: ovos, larvas, pupa e adulto........... 4
Figura 2. Ciclo biolégico dos nematoides entomopatogeNniCOoS. ........c.erverererererieiereriereeeneen, 13
Figura 3. Col6nia de Stomoxys calcitrans. Gaiola com adultos, absorventes com sangue para
alimentacéo e tecido de algod&do umedecido Para POSTUIA.........ccvrerieierierienenie s 16
Figura 4. Ovos de Stomoxys calcitrans em tecido preto e absorventes...........cccooevvvrervnnnnne 18
Figura 5. Colonia de nematoides entomopatoOgENICOS..........ccuuvrviveiriirieisesreese e 18
Figura 6. Bomba hidraulica com man6émetro e controlador de pressao..........cccccvevverveereennenn, 19
Figura 7. Passagem dos nematoides entomopatogénicos pelo sistema de pressao.................. 20
Figura 8. Nematoides entomopatogénicos concentrando em tubos Falcon..............ccccceevnen. 20
Figura 9. Ensaio bioldgico para avaliacdo da mortalidade de larvas de Stomoxys calcitrans
por nematoides eNtOMOPALOGENICOS. ......ccuviueiieiiee e erie s e ste et ste e ste e e re e s e enaeaneesres 21
Figura 10. Becker contendo vinhaca sendo aquecida em banho-maria............cccceveeeeiveiinennnne 22
Figura 11. Armadilha de emergéncia com coletor pIastiCO...........ccccccvvvieieeii i, 23
Figura 12. Bandejas plasticas contendo solo e palha de cana...........ccccoceovieiiienncienceeen, 24

Figura 13. Armadilhas de emergéncia sobre bandejas plasticas contendo solo, palha de cana e
larvas de Stomoxys calcitrans expostas a nematoides entomopatogénicos pulverizados em
17414 10 (0 PSSR 24

Figura 14. Armadilha de White (1927) com larvas mortas da mosca-dos-estabulos apds a
infeccdo por nematoides entoMOPALOGENICOS. .....ccvivvieiieerieiie e et 26

Figura 15. Nematoides entomopatogénicos adultos no interior da larva da mosca-dos-
BSTADUIOS. ...ttt bbbttt bt st renreere s 27

Figura 16. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans por Heterorhabditis bacteriophora
HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressées de pulverizacao,
LTI o VT OSSR UP PSPPI 28

Figura 17. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em torta de filtro por Heterorhabditis
bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressoes
de PUIVENIZAGAD, BIM AQUA........ecveieieiierieieie ettt st reeneenes 29

Figura 18. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em bagaco de cana-de-aglcar por
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a
diferentes pressdes de pulverizagio, M AQUA..........cccoverierierereieiesieee e 30

Figura 19. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em palha de cana-de-aglcar por
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a
diferentes pressdes de pulverizagao, EM AQUAL.........cerveeruerieereeieseese e sre e se e sre e 31



Figura 20. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans por Heterorhabditis bacteriophora
HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressdes de pulverizacéo,
EM VINNOTO 8 50U0....veeueeieie ettt sttt ettt e be s e saeesbeene e be et e e neesreeneeeneennes 32

Figura 21. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em torta de filtro por Heterorhabditis
bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressdes
de pulverizagdo, em VINNOLO @ 5090.........ccoiiiiiiiieieiee e 33

Figura 22. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em bagaco de cana-de-aglcar por
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a
diferentes pressodes de pulverizacdo, em vinhoto @ 50%0..........ccccvvriieiiniinnene e 33

Figura 23. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em palha de cana-de-aglcar por
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a
diferentes pressodes de pulverizacdo, em vinhoto @ 50%0..........ccccvvieriieieiiinnise e, 34

Figura 24. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em palha de cana-de-aglcar por
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a
pressdo de pulverizacdo de 60 psi, em vinhoto a 50% em condi¢des ambientais...........c......... 35



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ..ottt 1
2. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt ee e 4
2.1. Classificacio e Biologia de Stomoxys CalCItrans.............coviieieieienesc e 4
2.2. Prejuizos Econdmicos Devido a Stomoxys CaICItrans...........couevreinnieiinecnsesees 6
2.3. Surtos de Stomoxys calcitrans e Sua Rela¢do com a Indastria Sucroalcooleira........... 8
2.4. Ataques de Stomoxys calcitrans 8 HUMANOS. ...........ociririiiiiiiiieeee e 9
2.5. Criagdo de Stomoxys calcitrans em Laboratorio...........cc.ccocevveveveneveiiecece e 9
2.6. Medidas de Controle de Stomoxys CalCItrans...........cccccviieiiereiieieese e 10
2.7. Nematoides ENtOMOPALOGENICOS ........ccvevieiieieeiieeieiteesie e steeste e steeste e sreesre e e sreeee s 12
2.8. Objetivos de Desenvolvimento SUStENTAVEL.............ccooveiieii i 15
3. MATERIAL E METODOS...... .ottt ettt ettt 16
3.1. Localizago doS EXPEFIMENTOS........ccviiiiieiieiie ettt sraene s 16
3.2. Manutencao da Colbnia de Stomoxys calcitrans Para Obtencéo de Larvas............... 16
3.3. Manutengéo da Coldnia de Nematoides ENntomopatogénicos............ccovrvrerveeeiennn, 18
3.4. Quantificacédo das Suspensfes com Nematoides Entomopatogénicos..............cc.cue..... 19
3.5. Sistema de Pressurizacéo e Coleta dos Nematoides Entomopatogénicos................... 19
3.6. Experimentos com Nematoides Entomopatogénicos em Agua...........cccc.cceveeveenenee. 21
3.6.1. Experimento 1: em agua, sem subprodutos de cana-de-acucar................ccccueeveennen. 21
3.6.2. Experimentos 2 a 4: em agua, com subprodutos de cana-de-acucar........................ 21
3.7. Experimentos com Nematoides Entomopatogénicos em Vinhoto.............cc.ccocevenee. 22
3.7.1. Experimento 5: em vinhoto sem outros subprodutos de cana-de-agucar................ 22
3.7.2. Experimentos 6 a 8: em vinhoto, com suprodutos de cana-de-agucar..................... 22

3.7.3. Experimento 9: pulverizacdo de nematoides entomopatogénicos (diluidos em
vinhoto) sobre larvas de Stomoxys calcitrans em bandejas plasticas mantidas no meio

o1 0] 01T 1 (=TSPTSRO PP 23
3.8. Armadilnas de WRITE............oooiiiiii e 25
3.9. Desenho experimental @ An&lise estatiStiCa...........coovvvviiiieierieieie e 25
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.......cooiiiereimirisessessssesassssssssssssssssasssasssssssssssssssens 26

4.1 EXPEriMENtOS MM AQUAL.........oevveieeiieeeeseeeeetessee sttt se sttt en st sen st enees 26



4.2 Experimentos utilizando VINNoto & 50 Q0............coviiiiiiiiiiei e 30

5. CONCLUSODES. ...ttt ettt ettt et et et et et es et e e et et eeeeeeeeeeeseeeteeeeeseeeeaneeeens 39
6. CONSIDERACOES FINAIS.......oooieeeeeeeeeseeeteeeeee et 39
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oooeteteeeeee et ee ettt ene e 40

8. ANEXOS. ... o 54



1 INTRODUCAO

Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) ¢ um diptero hematéfago conhecido como “mosca-
dos-estabulos™, capaz de parasitar diversas espécies animais, tais como: bovinos, equideos,
ovinos, caprinos, suinos, cdes, gatos (BISHOPP, 1913), podendo também se alimentar em
animais silvestres (FOSBROOKE, 1963), aves (GONCALVES; VEIGA, 1998) e até mesmo
seres humanos (KING; LENERT, 1936; HANSENS, 1951; BARROS et al., 2010;
BITTENCOURT, 2012). Sua presenca foi detectada no Brasil no século XVI, quando os
indigenas a chamavam de "muruanja” (BARROS et al., 2023). De acordo com relatos da época,
essas moscas costumavam “comer” as orelhas de cdes (SOUZA, 1851; PAPAVERO; COURI,
2012).

No Brasil, os nomes atribuidos a esse inseto variam dependendo da regido e de sua
associacdo com as diferentes cadeias produtivas. Ela pode ser chamada de mosca-da-cana,
mosca-da-palha-do-café, mosca-da-vinhaca, mosca-do-bagaco, mosca-do-inhame e mosca-do-
gado, entre outros termos (BARROS et al., 2023). Além disso, recebe nomes de origem
indigena, como bernanha, beruanha, beronha, bironha, biruanha, buruanha, meruanha, murianha,
murinhanha e muruanha (MICHAELIS, 2022; BARROS et al., 2023). E provavel que essas
palavras sejam oriundas da palavra "mberu &a", que em tupi significa "mosca com dente"
(CARVALHO, 1987).

A mosca-dos-estabulos possui distribuicdo cosmopolita (BISHOPP, 1913), com aumento
populacional nos periodos mais quentes do ano (BITTENCOURT, 1998). A sazonalidade de S.
calcitrans apresenta dois picos anuais em paises tropicais e subtropicais, sendo esses
relacionados aos periodos mais quentes e imidos, ainda que a mosca ocorra durante 0 ano todo
(MULLENS; MEYER, 1987). Dominghetti (2017), no planalto central, relatou maior
abundancia do inseto entre 0s meses de abril/maio e dezembro, com temperaturas variando entre
18,6 e 26,8°C, que € o periodo em que ocorre a safra da cana-de-agucar.

De acordo com Guimaraes (1983), as larvas utilizam matéria organica como fonte de
alimentacdo e desenvolvimento, sendo suas fases imaturas capazes de utilizar diferentes
substratos, destacando-se fezes de diversos animais (GUIMARAES, 1983; BRUNO et al., 1993)
somados a restos de alimentacdo animal como silagem e capim (SKODA et al., 1991). Algas
(SIMMONS, 1944), restos culturais de abacaxi e mamdo (HERRERO et al., 1989), casca e palha
de café (BITTENCOURT, 1998) também podem servir como fontes de matéria organica para o
desenvolvimento das formas imaturas deste diptero. As larvas se aprofundam no substrato em
busca de protecdo contra os fatores abidticos e bidticos, por isso esta fase é critica em termos de
sobrevivéncia. Ja o estadio pupal € o estagio imaturo de maior seguranca para o inseto (MELLO,
1989).

O parasitismo desta mosca € considerado um empecilho a pecuaria mundial, pois este
inseto possui a picada dolorosa, 0 que leva ao estresse dos animais, fazendo com que se
alimentem de forma inadequada, balancando constantemente cabeca e pescogo, com
movimentacdo cutanea constante mesmo quando o parasitismo é moderado (STEELMAN, 1987,
BITTENCOURT, 1998; CAMPBELL et al., 1987). Segundo Wieman et al. (1992), estas reacoes
podem causar perdas correspondentes a 71,5% no ganho de peso em bovinos.

Por serem hemat6fagos, machos e fémeas podem ocasionar severa espoliagdo sanguinea
(STORK, 1979), além de serem vetores de diversos patdgenos, tais como protozoarios, fungos,
bactérias, rickétsias e virus (CASTRO et al., 2008; CASTRO et al., 2011; GREENBERG, 1971,



PRULLAGE et al., 1993; WEIBLEN, 1998; SCHOFIELD; TORR, 2002; BALDACCHINO et
al., 2013; HASPESLAGH et al., 2018), atuando ainda como vetor forético dos ovos de
Dermatobia hominis (Linnaeus Jr, 1781) (MOYA BORJA, 1982). LesbGes cutaneas
macroscopicas (BITTENCOURT, 1998) e microscopicas (CHAGAS et al., 2011) podem ser
verificadas na pele dos animais parasitados, principalmente nos animais magros, devido a menor
camada de gordura subcutanea desses (PHILPOOT; EZEH, 1978). Todos estes fatores levam a
perdas econémicas consideraveis, com estimativas de 2,221 bilhdes de dolares (TAYLOR, 2012)
nos Estados Unidos, e 335,5 milhdes de dolares ao ano no Brasil (GRISI et al., 2014). Cabe
destacar que estes valores sdo subestimados, pois ndo levam em consideracdo os recentes surtos
deste inseto principalmente nas regides Centro-Oeste e Sudeste brasileiras (DOMINGHETTI et
al., 2015; DOMINGHETTI, 2017; GOMES et al., 2018; SOUZA et al., 2021).

Os surtos recentes de S. calcitrans no Brasil estdo intimamente relacionados com a
expansdo da agroindlstria da cana-de-acUcar, pois a fertirrigacdo dos canaviais com vinhoto
(também chamado de vinhaca, restilo e garapdo), e outros subprodutos da cana mantém a
umidade e favorece a fermentacdo da matéria organica depositada sobre o solo. Esta atividade
também atrai e estimula a postura da mosca-dos-estabulos (CORREA et al., 2013), porque o
grande volume de matéria organica torna o ambiente ideal para a postura das fémeas e
desenvolvimento dos estagios imaturos desse inseto. Destes subprodutos, as moscas adultas
emergem e voam até as propriedades vizinhas, atacando animais e humanos (BITTENCOURT,
2012; CORREA et al., 2013, GUIMARAES, 1983).

O uso frequente e inadequado dos inseticidas quimicos no controle parasitario tem
reduzido a eficacia destas substancias, principalmente os da classe piretroide; e essa realidade
tem sido evidenciada no aparecimento de individuos resistentes nas diferentes populacdes de
moscas, especialmente na mosca-domeéstica (Musca domestica), mosca-dos-chifres (Haematobia
irritans) e na mosca dos estabulos (SODERLUND; KNIPPLE, 2003; BARROS et al., 2019).
Assim, demandando novos métodos para o controle destas pragas (DAVIDSON; SWEENEY,
1983).

Devido a resisténcia das pragas aos pesticidas quimicos, somada a demanda mundial por
alimentos livres destas substancias, diferentes organismos vém sendo pesquisados nos ultimos
anos com o objetivo de verificar suas possiveis aplicacbes no controle de parasitos de
importancia econémica, seja no controle biolégico ou no controle integrado (quimico e
biologico) (DAVIDSON; SWEENEY, 1983; MORAES et al., 2008; MONTEIRO et al., 2014a;
MONTEIRO-SOBRINHO et al., 2023). Neste contexto, o controle biolégico se apresenta como
uma alternativa promissora, porque minimiza o acumulo de residuos quimicos nos produtos
agropecuarios, além de diminuir a resisténcia das pragas aos compostos quimicos (ALVES,
1998). Diversos agentes surgem como alternativas para 0 uso no controle bioldgico de pragas,
entre esses estdo fungos, bactérias, virus e nematoides entomopatogénicos (NEPs). Os NEPs
possuem alta viruléncia e especificidade relativa para artropodes; sdo moveis, podem ser
cultivados in vitro e detém grande potencial reprodutivo. Os NEPs possuem a capacidade de
infectar e matar inimeras espécies de artropodes, como por exemplo dipteros e ixodideos
(NEVES, 1999; GREWAL et al., 2001; HAZIR et al., 2003; DOLINSKI, 2006; MONTEIRO et
al., 2014a; ARCHANA et al., 2017; ARRIAGA; CORTEZ-MADRIGAL, 2018, MONTEIRO
SOBRINHO et al., 2023).

A patogenicidade dos NEPs advém do fato desses organismos carrearem consigo
bactérias simbiontes, dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus que vivem no interior do



intestino dos nematoides Steinernema e Heterorhabditis, respectivamente. Estas bactérias
causam septicemia e morte dos hospedeiros (GEORGIS; MANWEILER, 1994; BURNELL,;
STOCK, 2000).

Os NEPs possuem diferentes tipos de estratégias para localizar seus hospedeiros, além de
serem compativeis com a maioria dos pesticidas quimicos, entretanto, algumas bases podem
levar a perda de infectividade destes organismos, por isso, quando usados em sistemas integrados
de controle de pragas, é preciso ter conhecimento sobre a compatibilidade do NEP com o
pesticida em questdo, sempre buscando o NEP mais virulento para o artrépode a ser controlado
(ALVES, 1998; GREWAL et al., 2001; KOPPENHOFER; GREWAL, 2005). As bactérias
simbiontes fazem a producéo de toxinas, liberando também substancias que séo capazes de inibir
0 crescimento de microrganismos indesejados no hospedeiro parasitado (KAYA; GAUGLER,
1993).

Estes nematoides necessitam de uma fina camada liquida para sua locomog¢éo no solo,
logo, séo ineficientes em ambientes com solos secos. J& em locais muito Umidos, a sua
movimentacdo fica comprometida pelo excesso de agua, além da baixa disponibilidade de
oxigénio (ROHDE et al., 2010). Eles conseguem se adaptar a sistemas de irrigacdo que
mantenham niveis 6timos de umidade no solo (GRIFFIN et al., 2005; SHAPIRO-ILAN et al.,
2006). Estes nematoides podem tolerar temperaturas similares as de seus locais de origem,
podendo completar seu ciclo normalmente (MOLYNEUX, 1986), porém, algumas espécies, por
apresentarem ampla distribuicdo geografica, sdo mais tolerantes a grandes variagdes de
temperatura (GREWAL et al., 1994; HOMINICK, 2002).

Os NEPs e seus hospedeiros sdo incapazes de desenvolver uma relagdo hospedeiro-
parasito bem adaptada devido a rapida morte do hospedeiro apds a infeccdo; esta morte rapida
permite aos NEPs explorarem uma diversidade de hospedeiros que inclui praticamente todas as
ordens de insetos (KAYA; GAUGLER, 1993), podendo superar a maioria dos fungos
entomopatogénicos em eficacia, pois durante periodos de condicBes adversas, varios NEPs
possuem a capacidade de realizar muda para uma forma de resisténcia de longa duracdo que néo
se alimenta (DOLAN et al., 2002). Os fatores apresentados acima mostram o0 quanto sdo
promissores estes organismos para o controle da mosca-dos-estabulos.

O presente estudo objetivou: avaliar in vitro a influéncia das pressbes de
pulverizacdo/aspersdo da &gua e vinhoto 50% na viabilidade e infectividade de NEPs a larvas de
S. calcitrans; avaliar o efeito da infeccdo de Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. baujardi
LPP7 e H. indica LPP30 submetidos a diferentes pressdes de pulverizacdo sobre larvas de S.
calcitrans em subprodutos da inddstria sucroalcooleira (vinhoto, torta de filtro, bagaco e palha de
cana-de-acgucar).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacéo e Biologia de Stomoxys calcitrans

Stomoxys calcitrans pertence ao Filo Arthropoda, Classe Insecta; Ordem Diptera,
Subordem Brachycera, Infraordem Muscomorpha, subseccdo Calyptratae, familia Muscidae e
subfamilia Stomoxydinae (GUIMARAES et al., 2001). A duracdo de seu ciclo de vida (Figura 1)
esta diretamente relacionada as caracteristicas ambientais e climaticas da regido, podendo variar
de 12 a 43 dias (VARGAS-CHACON; SOLORZANO, 2016), porém alguns autores relataram
que o ciclo completo da mosca-dos-estabulos dura entre 20 e 30 dias (GUIMARAES, 1984;
MATTOS-JUNIOR, 1986; MELLO, 1989).

Figura 1. Fases do ciclo bioldgico de Stomoxys calcitrans: ovos, larvas, pupa e
adulto.

A incubacgdo dos ovos leva em média quatro dias (MELLO, 1989). As larvas da mosca
utilizam matéria organica vegetal em decomposicdo para o seu desenvolvimento, o que leva
entre seis a 30 dias em temperaturas que variam de 21 a 26 °C, apés este periodo, as larvas
procuram lugares menos Umidos no substrato para evoluirem para o préximo estagio, o de pupa,
com duracdo entre cinco a dez dias (MELLO, 1989). De acordo com Neves e Faria (1988), as
pupas sdo encontradas principalmente em uma faixa de cinco centimetros de profundidade, pois
apo6s a emergéncia de adultos, a sua chegada a superficie é dificultada em profundidades
superiores a dez centimetros. E possivel observar que o estagio larval é o mais sensivel & acio de
agentes externos, como luz, umidade, ressecamento, e inimigos naturais (GUIMARAES, 1983).



Apols a emergéncia dos adultos, este inseto pode viver por até um més, causando a
espoliagdo sanguinea dos animais, porque as fémeas de S. calcitrans necessitam de sangue para
que ocorra o desenvolvimento e maturacdo de seus ovarios (FOIL; HOGSETTE, 1994). O
sangue de suinos é o mais favoravel a este processo, seguido do sangue bovino, ovino e equino
(MELLO; GARCIA, 1983). Este inseto pode ingerir até trés vezes sua massa corporal em sangue
(PARR, 1962).

A maturacdo ovariana leva em média nove dias para ocorrer, em que cada fémea pode
por até 100 ovos durante o periodo de oviposicdo (MELLO, 1989). Em condic¢Ges naturais, este
diptero possui picos populacionais durante a primavera e verao, pois nessas estacdes ocorre um
aumento de temperatura/umidade, favorecendo a proliferagéo deste parasito (BITTENCOURT,
MOYA-BORJA, 2000). Entretanto, ha relatos de picos populacionais deste inseto durante os
meses mais frios do ano, devido ao grande volume de matéria orgénica gerada pela agroindustria
da cana-de-acucar (DOMINGHETT]I, 2017).

O ciclo biologico da mosca-dos-estabulos esta diretamente associado a matéria organica
vegetal em decomposicio (HOGSETTE et al., 1987; CORREA et al., 2013; COOK et al., 2018).
As fezes de animais ndo se apresentam como um bom substrato para o desenvolvimento dos
estagios imaturos de S. calcitrans, todavia, a mistura de dejetos de animais (fezes e urina) com
sobras de alimentos fornecidos aos animais (como feno e silagem), acaba criando um ambiente
favoravel para o desenvolvimento da mosca (HOGSETTE et al., 1987; BROCE et al., 2005),
permitindo assim a manutencdo de populacdes destas moscas nas propriedades, o que pode
ocasionalmente levar a futuros surtos.

Segundo Thomas et al. (1996), em sistemas de criacdo baseados em confinamento, a
producdo e a falha do manejo de residuos organicos podem criar ambiente favoravel para o
desenvolvimento e proliferacio da mosca-dos-estdbulos. Contudo, ha relatos do
desenvolvimento deste diptero em fezes de varios animais, tais como equinos, ovinos, bovinos e
até mesmo aves (misturadas com capim Umido e fermentando) (GUIMARAES, 1984;
MATTOS-JUNIOR, 1986; BRUNO et al., 1993; BITTENCOURT, 1998; COOK et al., 1999).
De acordo com Cook et al. (1999), a cama de frango quando utilizada como fertilizante em
plantacbes de hortalicas, leva a criacdo de um ambiente favordvel para o desenvolvimento
populacional da mosca-dos-estabulos, produzindo em média dois milhGes de moscas por hectare,
uma vez que 0s compostos produzidos atraem e estimulam a postura deste inseto
(SUTHERLAND, 1978a; TANGTRAKULWANICH et al., 2015; COOK et al., 2018).

A alfafa, grdos embaixo de cochos, pilhas de grama cortada, vinhoto de usinas de acucar,
esterco bovino acumulado préximo aos currais e residuos de cervejaria também servem como
meio de desenvolvimento dos estagios imaturos da mosca-dos-estabulos (GUIMARAES, 1983;
BADINI et al.,, 2003). Apenas as fezes de animais ndo formam o ambiente ideal para o
desenvolvimento da mosca, pois quando as larvas estdo em grande densidade populacional, a
escassez de nutrientes ira provocar alteracbes morfologicas nas moscas adultas, alterando
tamanho e forma de algumas estruturas, como asas (BALEBA et al., 2019).

Em condic¢Oes naturais, a sazonalidade de S. calcitrans no Brasil apresenta um ou dois
picos populacionais anuais durante a estacdo chuvosa, periodo de maior abundancia da mosca no
pais (RODRIGUEZ-BATISTA et al., 2005; BITTENCOURT, 2012), entretanto, além dos picos
populacionais naturais, a ocorréncia de grandes infestagdes desta mosca tem sido relatada em
diferentes épocas do ano, afetando de forma incisiva a agropecuaria brasileira (BARROS et al.,
2010; DOMINGHETTI et al., 2015; SOUZA et al., 2021). Estas explosfes populacionais da
mosca-dos-estabulos sdo denominadas “surtos”, pois ocorre uma massiva producdo de insetos
em residuos e/ou subprodutos organicos oriundos de atividades agroindustriais ou agropecuarias.



Essas explosdes populacionais relacionadas a subprodutos agroindustriais também foram
observadas em outros paises, como Costa Rica (SOLORZANO et al., 2015), Colémbia (MORA
et al., 1997) e Austrdlia (COOK et al., 1999), onde centenas de moscas foram observadas
atacando os animais, e milhares puderam ser capturadas diariamente em armadilhas, podendo
esta situacdo persistir por meses (SOLORZANO, 2014, DOMINGHETTI, 2017; SOUZA et al.,
2021).

Os picos populacionais que ocorrem de forma natural, apresentam menor duracao,
abrangéncia e intensidade, com menos de 30 moscas observadas por animal (RODRIGUEZ-
BATISTA et al., 2005; ZIMMER et al., 2010). A acdo da mosca durante os surtos, tem obrigado
pecuaristas a realizar alteracdes de manejo do gado, aléem de transportar os animais para areas
livres desse inseto. Esses fatores tém levado muitas pessoas ao abandono da atividade pecuéria,
além de fomentar uma intensa e calorosa discussao entre pecuaristas e industria sucroalcooleira
(BITTENCOURT, 2012).

Stomoxys calcitrans tem preferéncia em parasitar principalmente as extremidades dos
membros anteriores, pois esta regido possui boa disponibilidade de vasos sanguineos
superficiais, além disso, € uma localidade de dificil acesso para cauda e boca, e sem tremor
cutaneo, dificultando assim a defesa dos animais (BITTENCOURT; MOYA BORJA, 2002). A
mosca-dos-estabulos costuma atacar os animais em dois periodos principais: pela manha antes
das dez horas (LORN et al., 2020), e ao entardecer, evitando assim 0s picos de temperatura
durante o dia (CARRERA, 1991; HERRERO et al., 1989), entre esses dois periodos citados
acima, é possivel encontrar as moscas em mourdes de cerca, muros ou paredes de instalaces ou
pousadas em locais frescos e com sombra (MATTOS-JUNIOR, 1986; CARRERA, 1991).

2.2 Prejuizos Econdmicos Devido a Stomoxys calcitrans

No Brasil, as perdas econdémicas causadas por S. calcitrans a pecuéria brasileira foram
estimadas em US$ 335 milhGes (GRISI et al., 2014), sem levar em consideragdo 0s recentes
surtos da mosca (SOUZA et al., 2021). Segundo Gomes et al. (2018), os prejuizos diretos e
indiretos causados por surtos da mosca-dos-estabulos a 90 propriedades pecuarias dentro de um
raio de 30 km de uma usina de cana com surto da mosca, podem ser de R$ 3,5 milhdes anuais.
Nos Estados Unidos, as perdas anuais causadas por esta mosca atingem o montante de US$ 2,2
bilhdes (TAYLOR et al., 2012). Todos estes valores séo estimativas, uma vez que a variedade de
ambientes propicios ao desenvolvimento deste artropode e a diversidade de problemas causados
fazem com que as perdas econémicas decorrentes de seu parasitismo sejam dificeis de se
estimar, logo, ha a possibilidade de que tais valores estejam na verdade subestimados.

Segundo Bruce e Decker (1958), o parasitismo deste diptero leva a perdas de até 20% na
producdo animal; j& Campbell et al. (1987), relataram que a presenca de 35 moscas parasitando o
membro de um bovino é suficiente para causar perdas de 12% na conversao alimentar e de 20%
no ganho de peso; o estudo supracitado também afirmou que bovinos parasitados por até duas
moscas por membro anterior, ou oito moscas em todo o corpo, ndo tem queda de producdo. Ja
Dougherty et al. (1993) relataram reducdo de 28,68% no ganho de peso de bovinos parasitados
pela mosca-dos-estabulos. Campbell et al. (1977) observaram que animais ndo parasitados por S.
calcitrans tiveram ganho de peso diario variando de 90 g a 200 g a mais que animais acometidos
por 50 e 100 moscas, respectivamente, durante um periodo de 100 dias.

Os animais parasitados pela mosca-dos-estdbulos  apresentam  alteracGes
comportamentais, tais como movimentacdo de cabeca, orelhas, cauda e outras partes do corpo, o
que leva a um maior consumo de energia que afeta o ganho de peso. Quando hé infestacéo



intensa, como mecanismo de defesa, os animais se aglomeram, levando ao aumento da
temperatura corporal dos animais e uma queda no pastejo desses (WIEMAN et al., 1992). Além
da inquietude, hd também queda na producdo leiteira do rebanho (BITTENCOURT, 1998).
Segundo Mullens et al. (2006), o parasitismo de S. calcitrans leva a diminuigédo da ingestdo de
alimentos, emagrecimento e queda da imunidade.

Stomoxys calcitrans pode se infectar, carrear e transmitir diferentes microrganismos
causadores de doencas como protozoarios, bactérias, fungos e virus aos animais
(BALDACCHINO et al.,, 2013; PHILPOOT; EZEH, 1978; FOIL et al., 1983; TARRY;
CARROLL, 1988; RODRIGUEZ et al., 2014; KAHANA-SUTIN et al., 2017; OLESEN et al.,
2018; SOHIER et al., 2019). Como a picada da mosca é dolorosa, os animais tendem a fazer
movimentos de defesa, fazendo com que a alimentacao desses insetos seja interrompida, isso ira
favorecer ainda mais a transmissdo mecéanica e a consequente disseminagdo de patégenos para
um numero maior de animais (BALDACCHINO et al., 2013; BITTENCOURT, 1998), pois as
moscas irdo parasitar outros individuos. A mosca-dos-estabulos age como hospedeira
intermediaria de Habronema majus e é responsavel pela transmissdo mecanica de agentes que
desenvolvem infeccdes septicémicas (SOULSBY, 1987).

De acordo com Moya-Borja (1982), S. calcitrans pode veicular ovos da mosca-do-berne
(Dermatobia hominis) tanto a campo, como em condicdes laboratoriais; ja Foil et al. (1983)
relataram a capacidade desse diptero em carrear o virus da anemia infecciosa equina em poneis.
Ha relatos da mosca-dos-estabulos transmitindo mecanicamente diferentes espécies de
Trypanosoma no continente africano, tanto para animais quanto para humanos (SOULSBY,
1987); ja no Brasil, Heller et al. (2024) relataram que apesar do potencial para a transmissao de
Trypanosoma vivax (Ziemann, 1905) a bovinos, S. calcitrans ndo se mostrou um bom vetor para
este protozoario. Em animais de companhia, a picada da mosca-dos-estabulos causa
principalmente lesbes nas orelhas e extremidades do focinho, podendo levar a reacOes de
hipersensibilidade que podem evoluir para dermatites e furunculose eosinofilica (WHITE;
BOURDEAU, 1995). Chagas et al. (2011) relataram alteracdes histopatoldgicas, hematoldgicos
e alteracBes comportamentais em coelhos devido a acéo deste inseto.

A mosca-dos-estabulos tem estreita relacdo com os casos de mastite bovina. Stork (1979)
isolou Corynebacterium pyogenes de moscas coletadas de rebanho leiteiro, e apds medidas de
reducdo e controle deste diptero, os casos de mastite diminuiram significativamente. J& Badini et
al. (2004) avaliaram a capacidade desse inseto em carrear bactérias causadoras de mastite; o0s
autores observaram que Staphylococcus aureus foi identificado em 41,65% das amostras de leite
de vacas positivas para mastite clinica ou subclinica, enquanto que 50% dos isolados
encontrados nas moscas pertenciam a mesma especie de bactéria.

Moraes et al. (2004) observaram a presenca de Klebsiella oxytoca, Escherichia coli e S.
aureus em amostras de leite de vacas positivas para mastite, e em macerado de moscas
capturadas em propriedades rurais. Os estudos supracitados foram realizados em localidades
onde ocorria pecuaria leiteira e olericultura, deste modo, resultando em concentrag¢fes de animais
e 0 consequente acimulo de cama de frango, que favorece o desenvolvimento das fases imaturas
da mosca (COOK et al., 1999).

Adultos de S. calcitrans possuem alta capacidade de dispersdo, Lempereur et al. (2018)
relataram distancia de voo de 300 metros para a mosca-dos-estabulos, valores consideravelmente
inferiores aos relatados por Taylor et al. (2010), que observaram que moscas parasitando um
rebanho bovino nas planicies do Nebrasca (EUA) podem percorrer um raio de até cinco



quildmetros; este alcance de voo depende de alguns fatores, como: a topografia da regido e a
intensidade dos ventos. J& Bailey et al. (1973) observaram que este diptero foi capaz de percorrer
29 quilémetros em um dia. Hogsette e Ruff (1985) discorreram que as distancias percorridas pela
mosca-dos-estabulos podem ser de até 225 quildmetros.

2.3 Surtos de Stomoxys calcitrans e Sua Relacdo com a Industria Sucroalcooleira

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2023), a safra
2022/23 de cana-de-acucar encerrou-se com uma producdo estimada em 610,1 milhGes de
toneladas em mais de 8,3 milhdes de hectares cultivados, utilizados para produzir 37,04 milhdes
de toneladas de acucar e 27,37 bilhGes de litros de etanol. Deste montante resultaram
aproximadamente 480 bilhdes de litros de vinhoto, 26 milhdes de toneladas de torta de filtro e
1,2 milh&o de toneladas de cinzas.

De acordo com Fuess et al. (2017), a vinhaca contém alta concentracdo de minerais, e
quando despejada em ambientes aquaticos, provoca a proliferacdo de algas microscépicas que se
localizam na superficie, criando uma camada espessa, e bloqueando a entrada de luz, assim, 0s
organismos clorofilados localizados nas camadas mais profundas sdo impedidos de realizarem
fotossintese, ocasionando sua morte, a proliferacdo de bactérias decompositoras e 0 aumento do
consumo de oxigénio por esses organismos, processo denominado eutrofizacdo (FUESS et al.,
2017). A reducdo da concentracdo de oxigénio resulta na mortandade de organismos aerobios
como os peixes, e, por fim, na auséncia de oxigénio, a decomposi¢do da matéria organica torna-
se anaerobia, resultando em gases toxicos como o gas sulfidrico (ZANCHETT; OLIVEIRA-
FILHO, 2013).

Visando o equilibrio ecoldgico nos corpos hidricos, no Brasil, foi criada a Portaria/ GM
323 de novembro de 1978, proibindo o despejo de vinhaca em colecfes de &gua, passando a
vinhaca a ser aplicada in natura no proprio canavial, em um processo denominado
“fertirrigacao” (BARROS et al., 2023; SOUZA et al., 2021).

No ano de 1997 o Brasil tornou-se signatario do Protocolo de Quioto, que visava a
diminuicdo da emissdo de gases causadores do efeito estufa, devido a isso, o Brasil passou a
adotar medidas mais rigidas contra a emissdo de gases poluentes, resultando no Decreto N°
2.661 de julho de 1998, que proibia o uso de fogo em préaticas agropastoris e florestais; com isso
o0 despalhamento da cana-de-agucar por fogo passou a ndo ser mais feito, resultando em grande
deposicao da palha de cana pos colheita sobre grandes extensdes dos canaviais fertirrigados com
vinhaca e demais substratos, levando assim a predisposicdo da ocorréncia de surtos de S.
calcitrans no Brasil (DOMINGHETTI et al., 2015; BARROS et al., 2023).

Dentre os subprodutos de cana-de-agUcar, a palha com vinhaca e a torta de filtro s&o os
com maior potencial de causar explosdes populacionais da mosca-dos-estabulos, sendo a torta de
filtro o substrato com a maior producdo de moscas por metro quadrado (55,8 moscas/m?);
felizmente, a torta é produzida em menor quantidade quando comparada com a palha com
vinhaca, que produz 24,2 moscas/m2, fazendo com que esses dois Ultimos sejam 0s mais
importantes na dinamica dos surtos devido a grande extensio das areas fertirrigadas (CORREA
etal., 2013).

Os surtos associados a atividades agricolas no Brasil tiveram seus primeiros relatos na
década de 1970 (NAKANO et al., 1973). A partir de entdo, a expansdo da agroindustria da cana
e as mudancas em seu manejo devido a motivos econdmicos, produtivos e ambientais, fizeram



com que houvesse grande producdo de subprodutos ricos em matéria organica, 0 que, por sua
vez, tém levado a ocorréncia de superpopulacdes desta mosca no pais, pois substratos como
palha e bagaco de cana, torta de filtro e vinhoto, criam um ambiente ideal para o
desenvolvimento dos estagios imaturos deste inseto (BARROS et al., 2010; CORREA et al.,
2013; BARROS et al., 2023).

Apesar de ndo afetar diretamente a produtividade das lavouras de cana-de-agucar, este
diptero é capaz de se desenvolver amplamente nestas localidades, tendo em vista que 0 método
utilizado para a fertirrigacdo dos canaviais (asperséo do vinhoto) acaba favorecendo a criacéo de
areas adequadas ao desenvolvimento da mosca durante todo periodo de safra (SOUZA et al.,
2021; REIS e SILVA et al., 2013; BITTENCOURT, 2012). Barros et al. (2010) associaram as
explosBes populacionais de S. calcitrans, no estado do Mato Grosso do Sul, com a irrigacao dos
canaviais com vinhaga.

De acordo com Guimardes (1983) e Buralli et al. (1987), a aménia liberada na
fermentacdo da vinhaga tem efeito atrativo e estimula a postura destes muscideos; ja Souza et al.
(2021) relataram a captura, por armadilhas de emergéncia, de milhares de espécimes de S.
calcitrans atraidos nas primeiras horas apos a aplicacdo da vinhaga no canavial, o que perdurou
por alguns dias, confirmando que o processo de fertirrigacdo com vinhaca é fator atrativo a
mosca-dos-estabulos. Este poder atrativo e estimulante da vinhaga € um sério problema, levando
em consideracdo que ocorrera um grande nimero de individuos ovipondo (SOUZA et al., 2021),
podendo acarretar surtos da mosca-dos-estabulos, e como estes insetos tém grande capacidade de
dispersdo, podendo viajar por dezenas de quilébmetros (HOGSETTE; RUFF, 1985), tendem a
atacar 0s animais e humanos nas propriedades pecuarias vizinhas aos canaviais
(BITTENCOURT, 2012).

Outros compostos como fendis, alcoois, aldeidos e &cidos carboxilicos também podem ter
efeito atrativo para a mosca-dos-estabulos (JELVEZ SERRA et al., 2017). Os surtos de S.
calcitrans, devido aos subprodutos da cana, deixaram de ser um problema focal, estendendo-se a
medida que a industria da cana se expande no Brasil (DOMINGHETTI et al., 2015).

2.4 Ataques de Stomoxys calcitrans a Humanos

Seres humanos também podem ser parasitados pela mosca-dos-estabulos, mesmo nao
sendo o seu alvo preferencial, isso ocorre principalmente em &reas proximas a surtos
relacionados a matéria organica vegetal em decomposi¢do, como por exemplo em praias (KING;
LENERT, 1936) e parques (HANSENS, 1951), demonstrando que este inseto pode se
desenvolver em diferentes regides desde que haja ambiente favoravel. No Brasil, devido a
producdo massiva de substratos da agroinddstria de agucar e etanol, S. calcitrans encontrou um
ambiente favoravel para sua massiva proliferacdo, favorecendo a ocorréncia de surtos que
acometem também a populagdo humana (BARROS et al., 2010).

2.5 Criagao de Stomoxys calcitrans em Laboratorio

A criacdo e manutencdo de colbnias de S. calcitrans em laboratdrio é sem ddvida uma
importante atividade, pois permite a realizacdo de diversos ensaios biolégicos visando entender
melhor a biologia e o controle deste inseto (MELLO, 1989; MORAES, 2007; MOURA, 2015).

Os estudos abordando aspectos significativos relacionados a criagdo da mosca-dos-
estabulos em laboratério sdo escassos quando comparados com outros artropodes de interesse
veterinario, logo, a criacdo deste diptero em ambiente de laboratorio apresenta desafios
substanciais, tais como informag6es detalhadas e disponiveis sobre métodos de criacéo, tipos de



gaiolas, procedimentos para manutencdo da higiene das instalacdes, fornecimento de sangue,
manipulacdo de larvas recém-eclodidas e estratégias para evitar contaminacdo por fungos e
acaros (JONES, 1966; WATSON et al., 1995; MACEDO, 2001; SKOVGARD; STEENBERG,
2002).

A producdo em larga escala deste diptero, em laboratorio, necessita de amplo
conhecimento sobre a biologia deste inseto (BAILEY et al.,1973). Lysyk (1998) relatou que o
desenvolvimento dos estagios imaturos dessa mosca sofre influéncia da variacéo de temperatura;
e a postura dos adultos depende de temperaturas ideais para que ocorra. Gilles et al. (2005)
observaram que em temperaturas variando entre 20 e 25 °C, os estagios imaturos da mosca se
desenvolvem de forma eficiente, porém quando em temperaturas extremas (abaixo de 15 e acima
de 35° C) ocorre elevada mortalidade.

Parr (1962) relatou que em condi¢Oes laboratoriais, em temperatura de 26,7°C (80°F) e
umidade relativa de 80%, as larvas da mosca-dos-estabulos podem eclodir apds 24 horas de
incubacdo e o periodo de pupa dura apenas dois dias. A temperatura de armazenamento para as
dietas de desenvolvimento larvar deve ser em média 26,7°C, ja a temperatura ideal para a
manutencdo de estigios imaturos e adultos deve ser de 24°C, e umidade relativa variando de
30% a 50%, com fotoperiodo de 12/12 horas na sala de criacdo (BAILEY et al.,1973; FLOREZ-
CUADROS et al., 2019).

Segundo Foil e Hogsette (1994), S. calcitrans depende do sangue de vertebrados para sua
sobrevivéncia e reproducdo, realizando repasto sanguineo sobre o hospedeiro em relativamente
pouco tempo. O oferecimento de sangue de bovinos, equinos ou suinos as moscas, resulta em
melhores resultados de postura do que quando alimentadas com sangue ovino, de cobaia ou de
ratos (JONES, 1966); com um maior volume de ovos produzidos quando alimentadas com
sangue de herbivoros ao invés de carnivoros ou onivoros. J& quando se usa sangue de galinha, a
postura torna-se quase nula (SUTHERLAND, 1978b).

Parr (1962), relatou resultados satisfatorios quando ofereceu as moscas, duas vezes ao
dia, sangue bovino em almofadas de algoddo, com a colonia sendo mantida em 26,6 °C e 60-
70% de umidade relativa, observando um elevado nimero de ovos produzidos por fémea, com
alta eclodibilidade (quase 80%). Mello (1989) observou que a oferta de sangue bovino aquecido
em banho maria (37 °C), duas vezes ao dia, foi suficiente para um étimo desempenho da colénia
de S. calcitrans.

Moraes (1990) relatou bons resultados na criagdo de S. calcitrans quando utilizou dieta
nutritiva com componentes semelhantes aos utilizados por Christmas (1970). O referido meio de
desenvolvimento larvar foi adaptado por Macedo (2001) e consiste de cana-de-agucar, farelo de
trigo, farinha de carne e bicarbonato de sédio. Ja Barros et al. (2014) também adaptaram a dieta
de Christmas (1970), composta por cana-de-actcar (330 g), farelo de soja (125 g), farinha de
carne (40 g), bicarbonato de sddio (5 g) e agua destilada (125 mL), esse meio de desevolvimento
resultou em elevadas taxas de eclosdo (86,3%-89,6%), pupacdo (87,4%-90,3%) e emergéncia
(84,3%-88,2%).

2.6 Medidas de Controle de Stomoxys calcitrans

As estratégias de controle deste diptero devem ser muito bem elaboradas, pois S.
calcitrans possui um comportamento bioldgico bastante versatil, com variados locais para o
desenvolvimento de seus estagios imaturos (ODA; ARANTES, 2010).
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O manejo adequado de matéria organica, seja na industria ou nas fazendas, é essencial
para que outras medidas de controle da mosca-dos-estdbulos sejam eficientes, porém isso
demanda tempo e treinamento dos colaboradores, o que muitas das vezes nao é feito, levando a
falhas neste processo (BITTENCOURT, 2012; NAKANO et al., 1973).

Stomoxys calcitrans ndo permanece por muito tempo sobre o corpo dos animais, logo, a
aplicacdo de inseticidas quimicos sobre o animal pode ndo ser a melhor das opg¢des. Para
explorar ao maximo o potencial dessas substancias sobre este diptero, o recomendado é utiliza-
las nos locais onde ocorre o desenvolvimento das fases imaturas da mosca (LYSYK et al,
2010), entretanto, S. calcitrans ja apresenta resisténcia a pelo menos uma base quimica
(BARROS et al., 2019).

No Brasil, a agroindustria da cana-de-acgucar é responsavel pela producéo de toneladas de
subprodutos ricos em matéria organica, que podem ser utilizados como fonte de
desenvolvimento da mosca-dos-estabulos. Em casos de ameacas de surtos desse diptero, uma
alternativa de controle emergencial é a queima profilatica da palhada, pois a queima é
regulamentada e autorizada, quando justificada, pelo 6rgdo do Sistema Nacional do Meio
Ambiente (BRASIL, 1998).

Koller et al. (2009) descreveram uma série de medidas a serem tomadas para evitar surtos
de S. calcitrans em propriedades pecuérias e usinas sucroalcooleiras, tais como: manter a higiene
das instalacdes, principalmente naquelas propriedades com sistema de confinamento ou leiterias;
remocdo e destino adequado (espalhamento ou compostagem) dos residuos alimentares de
animais, bem como de dejetos e matéria organica acumulados; revolver o material de
compostagem completamente duas vezes por semana e evitar 0 empogamento da dgua da chuva
préximo a locais com matéria organica; avaliar a eficicia dos diferentes principios ativos
inseticidas utilizados no combate as moscas adultas antes de sua aplicagdo; usar, quando
necessario, inseticidas que sabidamente funcionam, na dose correta e com origem reconhecida e
registro para uso em animais; procurar a assisténcia técnica, sempre, e, especialmente, quando
for percebido que os produtos de controle ndo estdo fazendo o efeito; realizar o controle quimico,
guando necessario, apenas nos dias previamente programados, de forma coordenada; distribuicdo
fracionada do vinhoto em duas etapas com intervalo entre aplicagdes, suficiente para que seja
rapidamente absorvida pelo solo; realizar, se possivel, o trato cultural de incorporacdo da palha
de cana pds-colheita ao solo ap6s a primeira aplicacdo de vinhaca e se possivel, ndo distribuir
qguando o solo ainda estiver encharcado com agua de chuvas. Dominghetti (2017) utilizou com
sucesso variados tipos de armadilhas para a captura e monitoramento da mosca-dos-estabulos.

O uso de agentes bioldgicos também € uma alternativa no controle de S. calcitrans,
havendo varios estudos sob condi¢Bes controladas em laboratorio. Ratcliffe et al. (2002)
observaram resultados promissores na utilizacdo de himenopteros parasitoides no controle de
estagios imaturos de S. calcitrans. Ja Moraes et al. (2015) relataram que o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana ndo foi eficaz no controle de estagios imaturos da mosca-
dos-estabulos. Monteiro-Sobrinho et al. (2016) e Leal et al. (2017) utilizaram nematoides
entomopatogénicos do género Heterorhabditis para o controle de S. calcitrans, em que estes
organismos foram capazes de causar altas taxas de mortalidade larvar.

Os NEPs sdo seres bastante resistentes e virulentos, pois mesmo apos serem submetidos a
temperaturas acima de 30 °C e utilizados juntamente com vinhoto, foram capazes de causar
mortalidade larvar de S. calcitrans acima de 90%, além de conseguirem procurar e matar as
larvas da mosca em diferentes substratos oriundos da atividade sucroalcooleira (MONTEIRO-
SOBRINHO et al., 2023).

Também foi observada a predacdo de larvas de S. calcitrans por aves em uma usina
sucroalcooleira no interior do Estado de S&o Paulo (ODA; ARANTES, 2010). Possivelmente o
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uso destes agentes bioldgicos a campo diminuird o impacto no ambiente e a dependéncia por
produtos quimicos, diminuindo assim a populagdo de moscas resistentes e abrandando os surtos
deste diptero no Brasil.

2.7 Nematoides Entomopatogénicos

Existem varios relatos na literatura que demonstram o potencial de nematoides
entomopatogénicos para o controle de diferentes pragas da agropecuaria, principalmente sobre
aqueles organismos que tenham pelo menos um estagio de desenvolvimento no solo
(DOLINSKI, 2006; DOLINSKI & MOINO JR, 2006). A producdo de nematoides em escala
industrial ja e feita por empresas nos EUA, Europa, Cuba, Japé&o e Israel.

No Brasil, trés produtos a base de NEPS ja sdo registrados. Recentemente a empresa
Koopert do Brasil Holding S.A. comecgou a comercializar um produto a base de NEPs da espécie
Steinernema carpocapsae, com indicacdo para 0 uso no controle de pragas da agricultura. Dentre
as pragas esta o bicudo da cana-de-acUcar, Sphenophorus levis Laurie 1978 (Coleoptera
Curculionidae). Isto abre uma grande possibilidade para o uso de NEPs no canavial visando o
controle da mosca-dos-estabulos, uma vez que o uso destes organismos nas lavouras de cana nao
é novidade.

Os nematoides entomopatogénicos pertencem a ordem Rhabditida (Nematoda:
Secernentea), e estdo divididos entre as familias Steinernematidae (géneros Steinernema e
Neosteinernema) e Heterorhabditidae, formada apenas pelo género Heterorhabditis (MOLINA-
OCHOA et al., 2009).

Em seu ciclo biolégico (Figura 2), os NEPs possuem as fases de ovo, larva ou juvenil (J1,
J2,J3 e J4) e adultos de sexos distintos; em espécies pertencentes ao género Heterorhabditis, ha
também uma geracdo de hermafroditas (FERRAZ, 1998; DOLINSKI et al., 2006; DOLINSKI;
MOINO JR., 2006).
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Juvenis infectantes (J3)

Inseto-hospedeiro

Figura 2. Ciclo biolégico dos nematoides entomopatogénicos. Fonte: Dolinski e
Moino Junior (2006).

A fase infectante e de vida livre é denominada juvenil infectante (J1/J3), é durante essa
fase que o nematoide faz a infeccdo do artrépode hospedeiro, localizando-o através de anélise
dos niveis de CO3, detecgdo de produtos de excrecdo e gradientes de temperatura. O NEP entdo
ird adentrar o organismo alvo pelas aberturas naturais (boca, anus e espiraculos respiratérios) ou
por entradas feitas pelo proprio NEP na cuticula do hospedeiro, através da utilizacdo de uma
estrutura localizada na por¢ao anterior do JI conhecida como ‘“dente-quitinoso”, presente apenas
em individuos do género Heterorhabditis (KAYA; GAUGLER, 1993; DOLINSKI; MOINO JR.,
2006).

No género Steinernema, a primeira geracdo de NEPs adultos apresenta machos e fémeas;
ja no género Heterorhabditis, a primeira geracdo de adultos é exclusivamente de individuos
hermafroditas com morfologia feminina; a partir da segunda geragéo, havera a distin¢do entre
machos e fémeas. A acdo patogénica destes nematoides sobre o hospedeiro estd diretamente
relacionada a bactérias simbiontes que vivem em seu interior, sendo do género Xenorhabdus
(associado a Steinernema) e ou Photorhabdus, em Heterorhabditis spp. (GEORGIS;
MANWEILER, 1994; BURNELL; STOCK, 2000).

Uma vez que os NEPs adentram a hemocele do artrépode alvo, ocorre a liberacdo de
bactérias simbiontes, estas bactérias entdo comecam a se multiplicar e, como resultado desta
atividade, ocorre a producdo de toxinas letais para o hospedeiro parasitado, levando a uma réapida
septicemia e consequente morte do artropode (FERRAZ, 1998; HAZIR et al., 2003). As
substancias oriundas do metabolismo das bactérias também levam a inibicdo do desenvolvimento
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de outros microrganismos no artrépode colonizado (KAYA; GAUGLER, 1993), potencializando
a infeccdo e a viruléncia dos NEPs e bactérias.

Quando se exaurem 0s nutrientes no artropode parasitado, os JIs fazem o armazenamento
das bacterias simbiontes em seus intestinos, além de reterem a cuticula do segundo estadio larvar
(J2), deste modo, os JIs abandonam o artropode cadaver em busca de um novo hospedeiro;
durante essa fase os NEPs de vida livre ndo se alimentam, podendo suportar as adversidades
ambientais, por isso esta fase € conhecida como a mais resistente (FERRAZ, 1998; DOLINSKI,
2006).

Para localizar os artropodes alvos, os NEPs possuem diferentes estratégias, e podem ser
classificados de acordo com o tipo de comportamento: 1- Cruzadores (cruisers): 0s
representantes deste grupo conseguem ir ativamente atras do alvo, pois possuem a capacidade de
rapidamente analisar o ambiente buscando marcadores quimicos liberados pelos artropodes, estes
organismos sdo capazes de se movimentar de forma intensa; 2- Emboscadores (ambushers):
estas espécies se locomovem pouco no ambiente, logo, para encontrar potenciais hospedeiros é
preciso que estes nematoides facam uma analise mais elaborada do ambiente; apds o artropode
ser localizado, estes NEPs fazem a “nictagdo”, que € um movimento que consiste em erguer o
corpo ¢ “saltar” em diregdo ao alvo (GREWAL et al., 2001); 3- Mistos: s&o os nematoides que
apresentam os dois comportamentos anteriores (cruzador e emboscador), iSso permite que esses
organismos consigam parasitar espécies sedentarias e moveis de artropodes (GREWAL et al.,
2001; HAZIR et al., 2003; DOLINSKI, 2006).

Estudos mostram que os NEPs possuem a capacidade de infectar e matar uma gama de
espécies de artropodes (NEVES et al., 1999; GREWAL et al.,, 2001; HAZIR et al., 2003;
DOLINSKI, 2006; MONTEIRO et al., 2014a, MONTEIRO-SOBRINHO et al., 2023).

O baixo custo da producdo em grande escala desses agentes (em artropodes hospedeiros
ou sistemas artificiais); a capacidade dos NEPs resistirem por longos periodos de
armazenamento (TAYLOR et al., 1998); compatibilidade e facilidade de aplica¢cdo no campo via
sistemas de irrigacdo/pulverizacdo; compatibilidade com a maioria dos pesticidas quimicos; a
inocuidade a outros seres invertebrados e vertebrados e a alta especificidade das linhagem dos
nematoides, prevenindo assim uma mortalidade indiscriminada de artropodes, evitando efeitos
indesejados sobre o ambiente (NEVES et al., 1999; GREWAL et al., 2001; KOPPENHOFER;
GREWAL, 2005; DOLINSKI; MOINO JR., 2006); tornam os NEPs organismos potenciais no
controle de pragas na agricultura e pecuaria, principalmente aquelas que tenham pelo menos um
estagio de desenvolvimento no solo (DOLINSKI, 2006).

A alta incidéncia de radiacdo ultravioleta é nociva aos NEPs, diminuindo a sua
infectividade e viruléncia. Cada espécie de NEP possui uma faixa ideal de temperatura e
umidade, a eficiéncia do nematoide em parasitar o artropode tende a acompanhar as condigdes
climaticas predominantes nas areas de ocorréncia destas espécies (MOLYNEUX, 1986), ou seja,
as espécies nativas de regides de clima temperado, geralmente tendem a ter melhor desempenho
em baixas temperaturas, o mesmo vale para NEPs de climas tropicais (HAZIR et al., 2003;
SHAPIRO-ILAN et al., 2006), por isso € necessario selecionar espécies e linhagens oriundas de
regides de clima parecido com o local/regido onde estes agentes serdo empregados, uma vez fora
destes padrdes, estes agentes perdem muito de suas funcionalidades (GAUGLER; BOUSH,
1978; SHAPIRO-ILAN et al., 2006).

Os NEPs sdo muito afetados em solos com baixa humidade, pois ha a necessidade de uma
camada liquida em nivel adequado para a dispersdo e locomocéo desses organismos, por outro
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lado, em solos muito umidos ocorre a escassez de oxigénio, desse modo dificultando a acéo
desses organismos (ROHDE et al., 2010). E de suma importancia selecionar espécies de NEPs
com patogenicidade direcionada a um artrépode-alvo especifico, evitando assim danos a outras
espeécies que ndo sejam pragas (SHAPIRO-ILAN et al., 2006).

No Brasil, a utilizacdo de NEPs tem sido estudada visando principalmente o controle de
artropodes pragas da agricultura, apresentando elevadas taxas de mortalidade (LEITE et al. 2003;
BUSSOLA et al. 2004; ALVES et al. 2005; MACHADO et al. 2005). Na década passada,
Monteiro et al. (2014b) deram um importante passo para o controle de pragas que acomentem 0s
animais domeésticos, utilizando os NEPs para o controle do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus em formulacdo inseto-cadaver (Galleria mellonella); ja Monteiro-Sobrinho et al.
(2016) e Leal et al. (2017) iniciaram, no Brasil, os estudos de controle de S. calcitrans utilizando
nematoides entomopatogénicos.

2.8 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

Os Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) sdo uma agenda mundial adotada
durante a Cupula das NacGes Unidas sobre o Desenvolvimento Sustentavel em setembro de
2015, em Nova lorque (Estados Unidos da América) composta por 17 objetivos e 169 metas a
serem atingidos até 2030, visando a protecdo do planeta e que as pessoas encontrem a paz e
prosperidade (ONU, 2024). Dentre os ODS, alguns desses podem se relacionar com o0 presente
estudo, sendo demonstrados logo abaixo.

ODS 2: Fome Zero e Agricultura Sustentavel: Erradicar a fome, alcancar a seguranca
alimentar, melhorar a nutricdo e promover a agricultura sustentavel.

O presente trabalho apresentou resultados que poderdo auxiliar no combate a mosca-dos-
estabulos no Brasil, diminuindo assim os impactos causados por este diptero no pais, fazendo
com que 0s prejuizos financeiros ao setor pecuario sejam atenuados, deste modo podendo
influenciar no preco da carne, tornado-a mais acessivel as diferentes camadas sociais. Além
disso, 0 uso de agentes bioldgicos no campo, faz com que o uso de pesticidas quimicos seja
reduzido, melhorando assim a qualidade dos produtos e reduzindo perigos aos atores envolvidos
NO processo.

ODS 9: Induastria, Inovacdo e Infraestrutura: Construir infraestruturas resilientes,
promover a industrializacdo inclusiva e sustentavel e fomentar a inovacéo.

De fato, 0 uso de nematoides entomopatogénicos no combate a mosca-da-vinhaca nos
canaviais seria uma inovacdo tecnologica, podendo futuramente gerar patentes de produtos,
fazendo com que a industria sucroalcooleira seja menos dependente do uso de pesticidas
sintéticos para combater a mosca, que ja possui resisténcia a uma gama destes inseticidas
(BARROS et al., 2019).

ODS 15: Vida Terrestre: Proteger, restaurar e promover 0 uso sustentavel dos
ecossistemas terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas, combater a desertificacdo, travar e
reverter a degradacgéo dos solos e travar a perda da biodiversidade.

O uso de pesticidas quimicos é extremamente deletério ao meio ambiente (ALVES,
1998), causando mortandade indiscriminada aos diferentes organismos ambientais, mesmo
aqueles ndo alvos, logo, buscar medidas alternativas de controle para as pragas que afetam a
agricultura € de suma importancia para manter o equilibrio dos ecossistemas. O uso de
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nematoides entomopatogénicos pode ser mais uma estratégia no controle de pragas da
agropecuaria, pois ndo causam danos ambientais significativos (SHAPIRO-ILAN et al., 2006).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagio dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Dipteros Hematdfagos,
que faz parte do Laboratorio de Controle Microbiano da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), localizado na Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitoldgicas W. O.
Neitz do Instituto de Veterinaria da UFRRJ, onde foram mantidas a colénia de Stomoxys
calcitrans e de nematoides entomopatogénicos, bem como 0s materiais necessarios para o
desenvolvimento do estudo.

O presente estudo estd cadastrado no Sistema de Gestdo de Patriménio Genético e do
conhecimento Tradicional Associado (SisGen) — sob o0 codigo A4F96E2.

3.2 Manutencéo da Coldnia de Stomoxys calcitrans Para Obtencéo de Larvas

Os dipteros adultos foram capturados no campus da UFRRJ, com o a auxilio de rede
entomolodgica, armazenados em gaiolas plasticas para transporte (15x15x20cm), levados ao
laboratério e identificados segundo Furman e Catts (1982). As moscas foram mantidas em
gaiolas plasticas (teladas com Nylon®) de maiores dimensdes (60x40x50cm) e alimentadas com
sangue bovino (Figura 3), O sangue utilizado na dieta das moscas foi proveniente de bovinos
abatidos em matadouro no municipio de Barra Mansa - RJ, ao qual foi adicionado citrato de
sodio a 0,38% (BENIGNO, 1987; WATSON et al., 1995).

O sangue a ser fornecido pela manha era retirado do freezer no dia anterior e armazenado
em refrigerador para que descongelasse lentamente. Apo6s descongelamento, o sangue era
transferido para um becker e aquecido em banho-maria (em torno de 37 °C); simulando a
temperatura corporal do animal parasitado (MELLO, 1989), e fornecido em absorvente feminino
de algoddo as moscas adultas, esse processo era realizado uma vez ao dia, colocando-o sobre a
gaiola e em contato com a tela de Nylon®. A quantidade de sangue era suficiente para evitar
gotejamento (MELLO, 1989; MORAES, 2007; MOURA, 2015). Havia também um tecido de
algodao preto umidificado com &gua na parte superior da gaiola, onde as moscas faziam a
oViposigéo.
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Figura 3. Coldnia de Stomoxys calcitrans. Gaiola com adultos, absorventes
com sangue para alimentacéo e tecido de algodao umedecido para postura.

A coleta de ovos foi realizada diretamente dos absorventes e do tecido preto
estendidos sobre as gaiolas (Figura 4); lavados em &gua corrente e coletados em peneira
granulométrica de 500 MESH. Para a obtencédo de larvas foi utilizado o meio desenvolvido por
Christmas (1970) e adaptado por BARROS et al. (2014), composto por cana-de-agucar (330g),
farelo de trigo (125g), farinha de carne (40g), bicarbonato de sédio (5g) e agua destilada
(125mL). A colbnia das moscas foi mantida em 27+1 °C e 70%-80% de umidade relativa.
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Figura 4. Ovos de Stomoxys calcitrans em tecido preto e absorventes.
3.3 Manutencéo da Coldnia de Nematoides Entomopatogénicos

Os nematoides utilizados tiveram sua manutencdo e multiplicacdo feita através da
multiplicacdo in vivo em Galleria mellonella e/ou Tenebrio molitor (LINDEGREN et al., 1993;
KAYA,; STOCK, 1997) de acordo com a disponibilidade desses. Os juvenis infectantes (JIs)
foram armazenados em camara climatizada do tipo B.O.D. (Eletrolab®, modelo EL 212) a 16 +
1 °C e 70%-80% UR em frascos de cultivo celular de 40mL (Figura 5). Os nematoides utilizados
nos experimentos descritos a seguir ndo foram armazenados em camara climatizada, sendo
capturados diretamente das armadilhas de White (WHITE, 1927) e utilizados imediatamente
apos sua coleta.

Figura 5. Col6nia de nematoides entomopatogénicos.
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3.4 Quantificagéo das Suspensdes com Nematoides Entomopatogénicos

Os juvenis infectantes (JIs) foram quantificados através da contagem de 12 aliquotas de
dez uL, obtidas a partir de suspensdo aquosa de NEPS, retirados das armadilhas e depositados em
garrafa de cultivo celular de 40 mL. Apos a contagem dos JlIs nas 12 aliquotas, descartou-se a
maior e a menor quantidade de NEPs/aliquota, calculando-se a uma média de JIs nas dez
aliquotas restantes, a partir deste calculo, a concentracdo das suspensdes foi ajustada em Jls/mL
(TAYLOR et al.,1998).

3.5 Sistema de Pressurizacgéo e Coleta dos Nematoides Entomopatogénicos

As pressOes utilizadas neste estudo foram semelhantes aquelas geradas pelos sistemas de
pulverizagdo/asperséo utilizados na fertirrigagdo dos canaviais no Brasil e mesmo superiores
(variando entre 58 e 71 psi) (TESTEZLAF, 2017). Para se obter as pressdes desejadas (60, 70 e 80
psi), utilizou-se uma bomba hidraulica (superagri®, 100 psi, 12 volts, 3.0 ampeéres, vazdo de 4
L/min) com controlador de pressdao e um bico de aspersdo. A essa bomba foi acoplado um
mandmetro, para verificacdo das pressdes (Figura 6). Quando as pressdes estipuladas eram
alcancadas, passava-se 0s nematoides por este sistema (Figura 7), esses entdo eram coletados em
um balde pléstico de 10 litros, em seguida a solucdo coletada contendo os NEPs era colocada em
tubos Falcon de 50 mL (Figura 8), visando concentrar estes organismos, porgque o volume de agua
utilizada na bomba era alto. Ap6s a concentragdo, os NEPs foram quantificados novamente e
entdo utilizados nos experimentos a seguir. Apos cada espécie de NEP passar pelo sistema de
pressao, esse foi lavado com agua destilada, evitando assim a mistura de diferentes espécies de
NEPs.

'
&5 Superagn

s1 IAR)
3.0A
55/ Mine

Figura 6. Bomba hidraulica com mandmetro e controlador de pressao.
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Figura 7. Passagem dos nematoides entomopatogénicos pelo sistema de presséo.

Figura 8. Nematoides  entomopatogénicos
concentrando em tubos Falcon.
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3.6 Experimentos com Nematoides Entomopatogénicos em Agua

Os experimentos foram feitos primeiramente em &gua, com o objetivo de avaliar se 0s
NEPs tiveram sua infectividade afetada a medida que a pressdo aumentou, pois, 0 uso de
substratos da cana mais pressoes poderia acarretar em problemas aos NEPs. Uma vez que se viu
que os NEPs aparentemente ndo sofreram com o aumento de pressdo, foram feitos os demais
experimentos envolvendo subprodutos canavieiros.

3.6.1 Experimento 1: em agua, sem subprodutos de cana-de-agucar

Grupos de dez larvas de terceiro instar (oito a dez dias de idade) da mosca-dos-estabulos
foram depositados, com auxilio de pinca entomoldgica, em recipientes plasticos (7,5 x 7,5 x 4
cm), contendo duas folhas de papel de filtro secas (Figura 9). Utilizou-se os JIs de H.
bacteriophora HP88, H. baujardi LPP7 e H. indica LPP30 ja submetidos as pressdes de 60, 70 e
80 psi. Os nematoides foram depositados nos recipientes plasticos contendo as larvas de S.
calcitrans. O volume total foi de quatro mL de agua destilada por tratamento, e a concentracao
de NEPs utilizada foi de 200 JIs/larva (LEAL et al., 2017). O grupo controle teve a mesma
concentracdo de Jls, porém sem ter passado pelo sistema de pressdo (somente pressdo
atmosférica = 14,7psi). Também foi avaliado um grupo controle sem a presenca de NEPs. O
ensaio bioldgico foi observado diariamente durante sete dias. O experimento foi mantido em
27+1 °C e 70%x10% UR, com seis repeticdes.

Figura 9. Ensaio biolégico para avaliacdo da mortalidade de larvas de Stomoxys calcitrans por nematoides
entomopatogénicos.

3.6.2 Experimentos 2 a 4: em agua, com subprodutos de cana-de-agucar

A metodologia utilizada foi a mesma do experimento anterior (item 3.6.1), porém com a
prévia adicdo de diferentes subprodutos do processamento da cana aos recipientes. Utilizou-se
torta de filtro (experimento 2), bagaco de cana (experimento 3) e palha de cana-de-agucar
(experimento 4), na quantidade de trés gramas do substrato por unidade experimental.
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3.7 Experimentos com Nematoides Entomopatogénicos em Vinhoto

A utilizacdo de vinhoto 50% deu-se pelo fato desta concentracdo ser comumente utilizada
na fertirrigagéo dos canaviais brasileiros (MACEDO; CARVALHO, 2007).

3.7.1 Experimento 5: em vinhoto sem outros subprodutos de cana-de-agucar

A metodologia empregada seguiu basicamente a descrita no experimento 1, porém
utilizou-se os JIs de H. bacteriophora HP88, H. baujardi LPP7 e H. indica LPP30 em solucao de
vinhoto (aquecida a 35 °C) (Figura 10) em vez de agua destilada, ja submetidos as pressdes de
60, 70 e 80 psi (em solucéo de vinhoto).

Figura 10. Becker contendo vinhaca sendo aquecida em banho-maria.

3.7.2 Experimentos 6 a 8: em vinhoto, com suprodutos de cana-de-agucar

A metodologia utilizada foi a mesma do experimento 5 (item 3.7.1), porém diferentes
subprodutos de cana foram previamente adicionados aos recipientes. Utilizou-se torta de filtro
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(experimento 6), bagaco de cana (experimento 7) e palha de cana-de-acUcar (experimento 8), na
quantidade de trés gramas de substrato em cada unidade experimental.

3.7.3. Experimento 9: pulverizacdo de nematoides entomopatogénicos (diluidos em vinhoto)
sobre larvas de Stomoxys calcitrans em bandejas plasticas mantidas no meio ambiente

O modelo das armadilhas de emergéncia utilizadas no presente estudo foi cedido pelos
pesquisadores da Embrapa Gado de Corte, Dr. Antonio Thadeu Medeiros de Barros e Dr. Paulo
Henrigque Duarte Cancado (comunicacéo via internet), esse modelo foi baseado no de Corréa et
al. (2013). As armadilhas eram compostas por uma armacdo metalica piramidal (50 x 50 x 50
cm) e revestidas por tecido translucido (tule-fild), no topo da armacdo piramidal tinha um anel
metalico com “gotas de solda” para o encaixe de uma garrafa de plastico de 400 mL (coletor),
para a captura das moscas recém emergidas (Figura 11).

Figura 11. Armadilha de emergéncia com coletor pléastico.

Grupos de 20 larvas de terceiro instar (oito a dez dias de idade) da mosca-dos-estabulos
foram depositados, com auxilio de pinca entomoldgica, em recipientes plasticos (35 x 20 x 10
cm) contendo um quilo de solo autoclavado e 200 g de palha de cana, cada (Figura 12). Em
seguida pulverizou-se 200 Jls/larva (diluidos em 450 mL de vinhoto 50%) sobre as bandejas com
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larvas, entdo foram colocadas armadilhas de emergéncia sobre o0s recipientes para se observar a
possivel emergéncia de adultos da mosca (Figura 13). No grupo controle ndo havia NEPs, apenas
vinhaga. Utilizou-se JIs de H. bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 em
solugéo de vinhoto (aquecida a 35 °C) submetidos a pressdo de 60 psi. O experimento foi
mantido ao ar livre, em condi¢des ambientais, porém em local com sombra; o experimento teve
trés repeticoes e foi observado diariamente durante 15 dias.

Figura 13. Armadilhas de emergéncia sobre bandejas plasticas contendo solo, palha de cana e larvas de
Stomoxys calcitrans expostas a nematoides entomopatogénicos pulverizados em vinhoto.
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3.8 Armadilhas de White

Ap0Gs a morte das larvas (nos experimentos 1 a 8), essas foram colocadas em armadilhas
de White (WHITE, 1927) adaptadas, para que houvesse a confirmacdo da infeccdo pelos NEPs
através da observacdo da presenca do nematoide adulto no interior das larvas da mosca,
provando assim que o ciclo se completou dentro das larvas mortas de S. calcitrans, e que os
NEPs foram os causadores da morte.

3.9 Desenho Experimental e Anélise Estatistica

Em laboratorio

Os experimentos com agua e vinhoto realizados em condicdes de laboratorio (Exp. 1 a 8)
foram randomizados em delineamento inteiramente ao acaso, com tratamentos arranjados em
esquema fatorial (3 x 4) + 1, proveniente da combinacdo entre trés espécies de nematoides
entomopatogénicos (H. bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7), quatro
pressdes (pressdo atmosférica, 60, 70 e 80 psi) e um tratamento adicional (controle — sem NEPS),
com seis repeticoes.

Primeiramente, os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e
de homocedasticidade de Bartlett. Quando observados os pressupostos, aplicou-se a andlise de
variancia (ANOVA), sequido do teste de Tukey (p<0,05) para comparacdo das médias dos
grupos entre si, e o teste de Dunnett (p<0,05) para a comparagdo de cada grupo com 0 grupo
controle. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico R versao
4.0.2 (R CORE TEAM, 2022), e os gréaficos foram confeccionados no software Prism GraphPad
9.5.1.

Em condicBes ambientais

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de
homocedasticidade de Bartlett. Quando observados 0s pressupostos, aplicou-se a analise de
variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey (p<0,05) para comparacdo das médias dos
grupos entre si. As analises estatisticas e os graficos foram realizados com auxilio do programa
estatistico Prism GraphPad 9.5.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Experimentos em Agua

Por meio da analise de variancia (Tabela 1), identificou-se variagdes estatisticas em todos
0s experimentos conduzidos em agua, indicando que, independentemente do substrato utilizado,
0s nematoides entomopatogénicos submetidos a diferentes pressdes impactaram na mortalidade
de S. calcitrans.

Tabela 1 — Andlise de variancia (ANOVA) para a mortalidade de larvas de Stomoxys calcitrans
infectadas por Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7
submetidos a diferentes pressdes de pulverizagdo em agua.

Quadrados médios

Fv GL Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
NEPs (N) 2 495,4" 13926,4™ 1181,4™ 3200,4™
Pressao (P) 3 133,1™ 581,5™ 364,5™ 543,5™
Interacdo N x P 6 330,4" 7857 51,7" 4237
Fatorial x Trat. Adicional 1 16566,5" 25756,5™ 11868,5™ 181157
Residuo 157,7 2211 2141 103,0
CV (%) 18,9 20,0 20,4 17,9

ns, *, ** - efeito ndo significativo, significativo a 5% e significativo a 1% de chance de erro pelo teste F. FV —
fontes de variacdo; GL — graus de liberdade; Exp. 1 — avaliagdo em agua; Exp. 2 — avaliacdo em &gua e torta de
filtro; Exp. 3 — avaliagdo em 4gua e bagaco de cana-de-aglcar; Exp. 4 — avaliagdo em &gua e palha de cana-de-
acucar.

Foi possivel observar a mudanca de coloracdo das larvas da mosca na armadilha de White
(Figura 14), tornando-se escuras devido a acdo das bactérias oriundas dos nematoides
entomopatogénicos (LEAL et al., 2017). Também foi possivel observar a presenca de
nematoides adultos no interior das larvas da mosca (Figura 15).

|

Figura 14. Armadilha de White (1927) com larvas mortas da mosca-dos-
estabulos ap0s a infecgdo por nematoides entomopatogénicos.
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Figura 15. Nematoides entomopatogénicos adultos no interior da larva da mosca-dos-estabulos.

Experimento 1- Experimento em dgua sem a presenca de subprodutos de cana-de-agUcar

Neste experimento ndo houve efeito significativo entre NEPs e pressdes, havendo efeito
isolado apenas para 0s nematoides; independentemente da pressdo utilizada, a mortalidade média
foi de 84,6%. As espécies H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP30 foram as mais virulentas as
larvas de S. calcitrans, apresentando médias de mortalidade superiores a 85%, sendo H.
bacteriophora HP88 estatisticamente igual a H. indica LPP30, entretanto superior a H. baujardi
LPP7. Entre as pressGes as quais os NEPs foram submetidos, embora estatisticamente
semelhantes entre si, essas aparentemente ndo afetaram a viruléncia dos NEPs, uma vez que
todos os grupos formados foram superiores ao tratamento controle (Figura 16).
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Figura 16. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans por Heterorhabditis bacteriophora HP88, H.
indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressdes de pulveriza¢do, em agua.
Meédias seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). * indica diferenca
estatistica do grupo controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Experimentos com NEPs em 4gua e subprodutos de cana-de-acUcar
Experimento 2 - Exposic¢éo das larvas de Stomoxys calcitrans aos NEPs em torta de filtro

Em torta de filtro, as espécies de NEPs e as pressdes avaliadas interagiram entre si. As
espécies H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP30 ndo foram afetadas pelas pressdes as quais
foram submetidas, indicando que o efeito dessas duas espécies de NEPs sobre a mortalidade de
S. calcitrans ndo decai quando submetidas a pressdes de até 80 psi. Esses resultados divergem do
observado em H. baujardi LPP7, que apresentou queda na eficiéncia quando submetido a 60, 70
e 80 psi (Figura 17).

De modo geral, H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP30, quando submetidos a
diferentes pressdes, foram mais eficientes que H. baujardi LPP7, indicando que este NEP é mais
susceptivel as pressBes utilizadas no presente estudo. Porém, em condi¢cBes normais de pressao
(p. atm), os trés NEPs ndo apresentaram diferencas entre si.
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Figura 17. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em torta de filtro por Heterorhabditis
bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressdes
de pulverizagdo, em éagua. Letras mindsculas comparam as pressdes em cada nematoide,
letras maitsculas comparam os nematoides em cada pressdo (p<0,05). * indica diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Experimento 3 - Exposicdo das larvas de Stomoxys calcitrans aos NEPs em bagaco de cana-
de-acgucar

Em bagaco de cana-de-aclcar ndo houve efeito significativo da interacdo entre NEPs e
pressdes, havendo apenas efeito isolado dos nematoides sobre a mortalidade das larvas da mosca,
sendo H. bacteriophora HP88 (81,7%) o mais virulento, enquanto os demais NEPs nao diferiram
entre si. As pressdes avaliadas, com média de 73,1% de mortalidade, ndo apresentaram variagdes
entre si, indicando que as pressdes ndo diminuiram a viruléncia dos NEPs, os quais, ap0s
submetidos a 60, 70 e 80 psi, mantiveram seu efeito nocivo as larvas da mosca, com média de
mortalidade superior a 70% (Figura 18).

29



K T
o 2%//
t 111
;‘é 18 ____%__%mé_%--Controle(8,3%)

oe]
o

p.atm 60 70
Pressdo (psi)

Figura 18. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em bagaco de cana-de-agUcar por
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a
diferentes pressdes de pulverizacdo, em 4gua. Médias seguidas de mesma letra sdo iguais
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). * indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Experimento 4 - Exposic¢do das larvas de Stomoxys calcitrans aos NEPs em palha de cana-
de-acgucar

Em palha de cana-de-aclcar, os fatores testados interagiram entre si. Para H.
bacteriophora HP88, a utilizacdo de 80 psi provocou ligeira reducdo da viruléncia, causando
mortalidade larvar de S. calcitrans de 71,7%, no entanto, até 70 psi, essa espécie causou a
mortalidade das larvas da mosca em niveis superiores a 88%. Nas espécies H. indica LPP30 e H.
baujardi LPP7, a aplicacdo das pressdes (60,70 e 80 psi) causou a reducdo na mortalidade das
larvas, mesmo que os valores finais sejam significativamente mais altos comparados a
mortalidade observada no grupo controle (4,1%) (Figura 19).

De modo geral, H. bacteriophora HP88 foi 0 mais eficiente quando associado a todas as
pressdes avaliadas.
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Figura 19. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em palha de cana-de-agUcar por
Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos
a diferentes pressdes de pulverizacdo, em agua. Letras mindsculas comparam as
pressdes em cada nematoide, letras maiusculas comparam 0s nematoides em cada
pressdo (p<0,05). * indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle pelo teste
de Dunnett (p<0,05).

4.2 Experimentos Utilizando Vinhoto a 50 %

Por meio da andlise de variancia (Tabela 2), identificou-se efeito significativo da
interacdo entre NEPs e pressdes apenas no experimento 8. Os efeitos isolados foram
identificados nos experimentos 5 (NEPS) e 6 (NEPs e press@es). Ja no experimento 7, os fatores
avaliados ndo causaram variacao na mortalidade das larvas da mosca, exceto quanto a interacdo
entre os grupos em fatorial e o tratamento controle (Fatorial x Trat. Adicional), que também
ocorreu nos demais experimentos.

Tabela 2 — Analise de variancia (ANOVA) para a mortalidade de larvas de Stomoxys calcitrans
infectadas por Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7
submetidos a diferentes pressdes de asperdo em vinhoto a 50%.

FV GL Quadrados médios

Exp.5 Exp. 6 Exp. 7 Exp. 8
NEPs (N) 2 4616,7" 2712,5™ 418,1™ 1059, 7
Pressio (P) 3 105,1" 493,9" 271,8"™ 335,2™
Interacdo N x P 6 87,0™ 99,5" 310,7™ 172,77
Fatorial x Trat. Adicional 1 28116,4™ 27462,5™ 27030,9™ 25651,7"
Residuo 65 104,1 91,8 198,5 57,2
CV (%) 12,6 14,4 21,3 10,2

ns, ** - efeito ndo significativo e significativo a 1% de chance de erro pelo teste F, respectivamente. FV — fontes de
variacdo; GL — graus de liberdade; Exp. 5 — avaliagdo em vinhoto; Exp. 6 — avaliacdo em vinhoto e torta de filtro;
Exp. 7 — avaliagdo em vinhoto e bagaco de cana-de-agUcar; Exp. 8 — avaliacdo em vinhoto e palha de cana-de-
acucar.
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Experimento 5 - Experimento em vinhoto sem a presenca dos demais subprodutos de cana-
de-acUcar

Foi observado que as pressdes avaliadas, com média de 87,1%, ndo causaram variagoes
na mortalidade larvar, indicando que a viruléncia dos NEPs néo foi afetada quando esses foram
submetidos a diferentes pressfes. Todos os tratamentos tiveram médias de mortalidade
superiores ao grupo controle sem NEPs (15,0%), sendo H. bacteriophora HP88 estatisticamente
igual a H. indica LPP30, com médias de mortalidade superiores a 90%, e ambos superiores a H.
baujardi LPP7 (70,4%) (Figura 20).
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Figura 20. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans por Heterorhabditis bacteriophora HP88,
H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes press6es de pulverizac¢do, em vinhoto
a 50%. Médias seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). * indica
diferenca estatistica em relacéo ao grupo controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Experimentos com NEPs em vinhoto a 50% e subprodutos de cana-de-acucar
Experimento 6 - Exposic¢éo das larvas de Stomoxys calcitrans aos NEPs em torta de filtro

Em torta de filtro foi observado efeito isolado para os nematoides e para as pressoes
utilizadas. Assim, independentemente da pressdo, o nematoide H. bacteriophora HP88 (82,5%)
causou a maior mortalidade das larvas da mosca-dos-estabulos, seguido de H. indica LPP30
(72,5%) e de H. baujardi LPP7 (61,5%). Entre as pressdes testadas, a viruléncia dos NEPs foi
inferior a 70 e a 80 psi, quando comparadas a pressdo atmosférica (79,4%). A 60 psi, a
mortalidade das larvas (71,7%) apresentou comportamento similar as demais pressfes. Todos 0s
tratamentos testados apresentaram médias de mortalidade superiores ao apresentado no grupo
controle sem NEPs (1,7%) (Figura 21).
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Figura 21. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em torta de filtro por Heterorhabditis
bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes
pressBes de pulverizacdo, em vinhoto a 50%. Médias seguidas de mesma letra sdo iguais
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). * indica diferenga estatistica em relacdo ao grupo
controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Experimento 7 - Exposicéo das larvas de Stomoxys calcitrans aos NEPs em bagaco de cana-

de-acgucar

Em bagaco de cana, com média geral de 71,5%, os NEPs e as pressfes avaliados nao
apresentaram variacdes sobre a mortalidade das larvas de S. calcitrans, embora todas as
combinagbes entre NEP e pressdo tenham sido significativamente superiores ao tratamento

controle (1,7%) (Figura 22).
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Figura 22. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em bagaco de cana-de-
acucar por Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi
LPP7 submetidos a diferentes pressdes de pulverizacdo, em vinhoto a 50%. *
indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle pelo teste de Dunnett

(p<0,05).
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Experimento 8 - Exposicdo das larvas de Stomoxys calcitrans aos NEPs em palha de cana-
de-acUcar

Em palha de cana-de-agUcar, os fatores testados (NEPs e pressdes) interagiram entre si.
Para H. bacteriophora HP88, a utilizacdo de 80 psi causou reducdo da viruléncia deste NEP,
todavia, até 70 psi, essa espécie causou a mortalidade das larvas da mosca em niveis superiores a
86%. Na espécie H. indica LPP30 ndo houve diminui¢do da mortalidade larvar a medida que as
pressdes foram aumentando, uma vez que as taxas de mortalidade s&o estatisticamente iguais
entre si para todas as pressdes. Ja para H. baujardi LPP7, a aplicacdo das pressdes (60,70 e 80
psi) ndo afetou o desempenho deste nematoide, causando mortalidade das larvas igual ou
superior a 70% (Figura 23). A mortalidade observada com H. bacteriophora HP88 foi igual a H.
indica LPP30 em todas as pressdes utilizados, porém quando comparou-se H. bacteriophora
HP88 a H. baujardi LPP7, foi observado que H. bacteriophora foi superior a H. baujardi em
todas as pressdes, exceto em 80 psi, em que ambos foram estatisticamente iguais. O NEP H.
indica LPP30 foi superior a H. baujardi LPP30 nas pressdes atmosférica (Patm) e 70 psi,
entretando iguais em 60 e 80 psi. Todos os grupos tratados foram superiores ao grupo controle
sem NEPs (11,7%).
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- - Controle (11,7%)
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HP88 LPP30 LPP7

Figura 23. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em palha de cana-de-agUcar por Heterorhabditis
bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 submetidos a diferentes pressbes de
pulverizacdo, em vinhoto a 50%. Letras mindsculas comparam as pressfes em cada nematoide, letras
maiUsculas comparam os nematoides em cada presséo (p<0,05). * indica diferenca estatistica em relagdo
ao grupo controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Experimento 9 - Pulverizacdo de NEPs (diluidos em vinhoto a 50%) sobre larvas de S.
calcitrans em bandejas plasticas contendo palha de cana-de-agucar

Em condi¢Ges ambientais, quando pulverizados com vinhaga a 60 psi sobre bandejas
contendo larvas da mosca-dos-estabulos em palha de cana, o NEP H. bacteriophora HP88
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apresentou taxa de mortalidade de 33,3%, ndo havendo diferenca estatistica para grupo controle
(38,3%). J& os NEPs H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 causaram taxas de mortalide de 81,7%
e 73,3%, respectivamente; sendo ambos superiores a H. bacteriophora HP88 e ao grupo
controle, porém iguais entre si nessas condi¢des (Figura 24).

‘/-c\ —

S 1007 g, s

2 1 oM, = 1783 81,7 a

S p-valor,e, < 0.0001 T  733a
S 80

S ]

S 60-

o 1

o 1 383p 3330

"3 40—_ T T

=

< -

= 20-

8 -

‘5 -

s oL ,

Controle HP88 LPP30 LPP7

Figura 24. Mortalidade larvar de Stomoxys calcitrans em palha de cana-
de-agucar por Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H.
baujardi LPP7 submetidos a pressdo de pulverizacdo de 60 psi, em
vinhoto a 50% em condic¢des ambientais. Médias seguidas de mesma letra
sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os nematoides entomopatogénicos tém se mostrado eficazes contra variadas familias de
dipteros de importancia econémica e sanitaria. Cardoso et al. (2015) relataram altas taxas de
mortalidade larvar de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) quando expostas a Heterorhabditis
indica LPP35, H. indica LPP1 e H. baujardi LPP31. Minas (2008) descreveu taxas de
mortalidade larvar de Ceratitis capitata (Diptera: Thephritidae) superiores a 80% quando as
larvas desta mosca foram expostas a H. baujardi LPP7. Aatif et al. (2019), utilizaram NEPs para
o0 controle de larvas de terceiro instar de Bactrocera dorsalis (Diptera: Thephritidae), os autores
observaram mortalidade de 69,42% quando as larvas foram expostas a H. bacteriophora.

Bream et al. (2018) em estudo sobre agdo de H. bacteriophora sobre larvas de Musca
domestica (Diptera: Muscidae), observaram mortalidade larvar de 100%, demonstrando grande
potencial desta espécie de NEP frente as larvas da mosca doméstica. Mahmoud et al. (2007),
utilizaram Steinernema feltiae para o controle de larvas de terceiro instar de S. calcitrans, 0s
autores observaram mortalidade larvar variando de 16,6% a 25%, na concentragdo de 200
NEPs/larva.
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Leal et al. (2017) relataram que os NEPs H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7, na
concentracdo de 200 NEPs/larva, causaram mortalidade de 96,7% e 93,3%, respectivamente, as
larvas de S. calcitrans. Os referidos autores usaram NEPs diluidos em agua destilada, tal qual os
experimentos 1 a 4 do presente estudo, onde foi possivel observar que no experimento 1, a
mortalidade causada por H. bacteriophora HP88 foi de 87,9%, enquanto que H. indica LPP30 e
H. baujardi LPP7 apresentaram taxas de mortalidade de 85,4% e 80,4%, respectivamente
(Figura 16).

As taxas de mortalidade apresentadas pelos NEPs no estudo de Leal et al. (2017) foram
superiores aos encontrados no presente estudo, porém o que pode ter impactado na acdo dos
NEPs, no presente estudo, é a presenca de subprodutos de cana, pois no estudo de Leal et al.
(2017) ndo houve a adicao de nenhum subproduto oriundo da industria sucroalcooleira, além dos
NEPs nédo terem sido submetidos a um sistema de presséo.

No estudo de Monteiro-Sobrinho et al. (2021), foi observado que os NEPs H.
bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7 causaram mortalidade larvar de 91,7% e 35,0%,
respectivamente, quando as larvas da mosca-dos-estabulos foram expostas por até 48 horas a
esses agentes; esses resultados sdo proximos aos encontrados para H. bacteriophora HP88 no
presente estudo (87,9%), porém, bastante inferiores para H. baujardi LPP7 (80,4%) (Figura 16),
talvez isso tenha ocorrido porque o NEP H. baujardi LPP7 necessite de mais tempo para causar
taxas mais elevadas de mortalidade, sendo 48 horas insuficientes para esse nematoide expressar
todo o seu potencial larvicida.

Monteiro-Sobrinho et al. (2016) observaram que em torta de filtro, em agua, o NEP H.
bactoriophora HP88 (200 NEPs/larva) foi capaz de causar mortalidade de 83,3% das larvas de S.
calcitrans, porém sem ter passado por um sistema de pressdo, esse resultado € proximo aos
encontrados no presente estudo (experimento 2), onde a mortalidade larvar variou de 88% a
100% (Figura 17), mesmo nas pressdes mais altas, indicando que independente do aumento de
pressdo, 0 nematoide H. bactoriophora HP88 foi capaz de causar a morte das larvas da mosca
em niveis consideraveis. Estes achados estdo de acordo com os encontrados por Monteiro-
Sobrinho et al. (2023), onde 0 NEP em questdo causou 83% de mortalidade as larvas de S.
calcitrans de oito dias de idade em torta de filtro.

H. indica LPP30 apresentou comportamento parecido com o observado para H.
bactoriophora HP88 no presente estudo, enquanto H. baujardi LPP7 causou taxas de
mortalidade inferiores aquela observada por Monteiro-Sobrinho et al. (2016), variando de 40,0%
a 78,3% (Figura 17), com diminuigdo de sua viruléncia a medida que a pressao aumentou,
demonstrando que nessas condi¢cdes H. baujardi LPP7 € menos virulento que os demais NEPs
utilizados.

Monteiro-Sobrinho et al. (2023) relataram que H. baujardi LPP7 causou mortalidade de
80% das larvas (quatro dias de idade) da mosca-dos-estabulos, demonstrando que quanto mais
jovem a larva, mais susceptivel ela é a agdo dos NEPs, uma vez que H. baujardi LPP7 causou
mortalidade de apenas 53% das larvas com oito dias de idade, mesmo sem esse NEP ter passado
por um sistema de presséo. Mesmo que H. baujardi LPP7, em torta de filtro, ndo cause taxas de
mortalidade larvar superiores aquelas causadas por H. bactoriophora HP88 e H. indica LPP30,
ainda assim esses resultados sdo superiores aos apresentados em outros estudos visando o
controle biolégico de larvas da mosca-dos-estabulos (MORAES et al., 2008; ALVES et al.,
2012).

Em bagaco de cana-de-acucar, Monteiro-Sobrinho et al. (2023) relataram que H.
bacteriophora HP88 (500 NEPs/larva) causou mortalidade de aproximadamente 90% das larvas
da mosca-dos-estabulos, sendo mais virulento que H. baujardi LPP7 (60%) na mesma
concentragdo de NEPs; estes resultados estédo de acordo com os encontrados no presente estudo
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(experimento 3), onde H. bacteriophora HP88 (81,7%) foi mais virulento que H. indica LPP30
(61,7%) e H. baujardi LPP7 (75,8%), sendo ambos estatisticamente iguais entre si (Figura 18).
No experimento 3, as pressdes ndo tiveram efeito nocivo sobre os NEPS, mesmo nas mais altas.

Em palha de cana-de-agucar (em agua) (experimento 4), todas as espécies de nematoides
testadas causaram taxas de mortalidade larvar superiores a 60%, sendo que em 60 psi, H.
bacteriophora HP88 alcancou taxa de mortalidade de 98,3% (Figura 19), demonstrando que 0s
NEPs sdo capazes de infectar e matar as larvas da mosca no substrato mais importante (junto ao
vinhoto) na dindmica dos surtos da mosca-dos-estabulos associados a inddstria sucroalcooleira
(CORREA et al., 2013).

Os estudos envolvendo a relagdo entre nematoides entomopatogénicos, vinhaga e mosca
ainda sdo escassos na literatura cientifica. Monteiro-Sobrinho et al (2023) observaram que o0s
NEPs H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7 foram resistentes a diferentes concentragoes
de vinhaca (50% e 100%), sendo o H. bacteriophora HP88 superior ao H. baujardi LPP7 em
ambas as concentragOes, causando morte de mais de 96% das larvas de S. calcitrans. Esses
resultados estdo de acordo com o presente estudo (experimento 5), onde H. bacteriophora HP88,
em vinhoto diluido a 50%, causou mortalidade de 96,3% das larvas da mosca-dos-estabulos,
independente da pressdo utilizada, enquanto o H. baujardi LPP7 causou mortalidade larvar de
70,4% (Figura 20), valor praticamente idéntico ao encontrado para 0 mesmo NEP (70%) no
referido estudo. Faz-se necessario salientar que no estudo de Monteiro-Sobrinho et al. (2023), os
NEPs ndo foram submetidos a um sistema de pressdo, e mesmo assim os resultados do presente
estudo foram semelhantes aos encontrados pelos autores supracitados, demonstrando que,
aparentemente, os NEPs sdo compativeis com o sistema de fertirrigagdo por
aspersdo/pulverizacdo utilizado nos canaviais.

Em torta de filtro e vinhaca (experimento 6), os resultados encontrados foram deveras
promissores, uma vez que todos os NEPs causaram taxas de mortalidade larvar superiores a 60%
em todas as pressdes utilizadas, sendo H. bacteriophora HP88 (82,5%) e H. indica LPP30
(72,5%) os mais virulentos, com o H. baujardi LPP7 sendo inferior a ambos, porém causando
mortalidade de mais de 60% das larvas da mosca-dos-estabulos, independente da pressao
utilizada (Figura 21). Assim, compreende-se que futuramente as estratégias de controle para S.
calcitrans em torta de filtro poderdo também utilizar os NEPS, uma vez que se mostraram
eficientes neste substrato que possui grande importancia na dindmica de explosdes populacionais
da mosca (CORREA et al., 2013).

De acordo com Corréa et al. (2013), o bagacgo de cana é o substrato com menor potencial
para o desenvolvimento de estagios imaturos da mosca-dos-estabulos. Antes considerado um
subproduto que trazia problemas, seu atual aproveitamento abrange racdo animal, fertilizantes,
materia-prima para industria quimica e co-geracao de energia, uma de suas principais aplicacdes
(SILVA et al., 2010), tornando-o0 menos importante nos surtos de S. calcitrans. Entretanto, este
substrato ndo deve ser considerado indcuo, uma vez que a disposi¢do do bagaco excedente forma
pilhas ao ar livre, favorecendo assim a fermentacéo e a decomposic¢ao desse material e atraindo
adultos de S. calcitrans, tornando-se necessario estudar a acdo dos NEPs sobre larvas da mosca
neste subproduto. No presente estudo (experimento 7) foi possivel observar que H.
bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7, em bagago, ndo diferiram
estatisticamente entre si, causando mortalidade larvar média de 71,5%, independente da pressao
utilizada (Figura 22).

Ao contrario do bagago de cana, a interagcdo entre palha com vinhaca € capaz de gerar
grande quantidade de moscas (CORREA et al., 2013; SOUZA et al., 2021), somente produzindo
menos moscas por m2 que a torta de filtro, todavia, a area recoberta por palha com vinhaca €
consideravelmente superior & area com torta de filtro, fazendo com que palha e vinhaca sejam 0s
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principais subprodutos na dindmica de explosfes populacionais de S. calcitrans nos canaviais
brasileiros (CORREA et al., 2013). Neste cenario, os NEPs tém se mostrado capazes de resistir a
diferentes concentracdes de vinhaca (in vitro), causando mortalidade consideravel contra larvas
da mosca-dos-estabulos (MONTEIRO-SOBRINHO et al., 2023). No presente estudo
(experimento 8) foi possivel observar que em palha de cana com vinhoto, os NEPs foram
capazes de suportar tanto a vinhaca a 50% quanto as diferentes pressdes de pulverizacdo
testadas, causando mortalidade larvar de S. calcitrans em niveis superiores a 85% para H.
bacteriophora HP88, 80% para H indica LPP30 e 70% para H. baujardi LPP7 (Figura 23).
Assim, os NEPs foram capazes de infectar e matar larvas da mosca-dos-estabulos nos
subprodutos mais importantes associados a indUstria sucroalcooleira (CORREA et al., 2013), nas
pressdes comumente utilizadas na fertirrigacdo dos canaviais (TESTEZLAF, 2017).

Lara et al. (2008a) submetaram H. baujardi LPP7 a um sistema de irrigagdo por
microaspersdo com 20-35 psi, tendo sido observado que além de o NEP resistir as pressdes
utilizadas, esses organismos foram capazes de causar 85% de mortalidade larvar em Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae). Ja no presente estudo, com S. calcitrans, a mesma espécie
de NEP utilizada por Lara et al. (2008a) foi capaz de causar taxas de mortalidade superiores a
60% em praticamente todos os ensaios bioldgicos. A maior mortalidade causada a G. mellonella
que a S. calcitrans talvez se deva ao fato de que G. mellonella seja consideravelmente mais
susceptivel a acdo dos NEPs do que a mosca-dos-estabulos, uma vez que é costumeiramente
utilizada na manutencdo in vivo de col6nias de NEPs (LINDEGREN et al., 1993). Além disso, as
pressdes utilizadas no presente estudo sdo bastante superiores as usadas por Lara et al. (2008a);
entretanto, Lara et al. (2008b), observaram que H. baujardi LPP7 foi capaz de tolerar pressdes de
até 340 psi, bastante superior as utilizadas no presente estudo.

Fife et al. (2003) relataram que H. bacteriophora pode suportar pressfes de até 290 psi,
todavia, esses autores observaram que a viabilidade de H. bacteriophora decresceu a medida que
a pressdo aumentou para limites além de 180 psi. Segundo Grewal (2002), os NEPs, de forma
geral, ndo devem ser submetidos a pressdes superiores a 300 psi. Desta forma, é provavel que
NEPs submetidos a pressdes tdo altas ndo causariam taxas de mortalidade consideraveis em S.
calcitrans, principalmente H. baujardi LPP7, que se mostrou sensivel ao aumento de pressdo em
alguns ensaios bioldgicos no presente estudo.

A pressdo de pulverizacao escolhida para ser utilizada no experimento 9 foi a de 60 psi,
pois em condicdes laboratoriais (Experimento 8), os NEPs quando submetidos a esta pressao nao
apresentaram queda em sua eficacia (figura 23). Quando os NEPs foram testados em condices
ambientais (Experimento 9) foi observado que a viruléncia de H. bacteriophora HP88 decaiu
consideravelmente, causando as larvas de S. calcitrans taxa de mortalidade de 33,3% (Figura
24). Este resultado € bastante inferior aos encontrados em condigdes laboratoriais no presente
estudo, o que talvez tenha ocorrido devido a grande variacdo de temperatura e umidade durante
0s 15 dias em que ocorreu o experimento em questdo (11 a 26 de janeiro de 2024), onde as
temperaturas na cidade de Seropédica-RJ chegaram a picos de aproximadamente 40 °C (INMET,
2024) (Anexo A), e umidade relativa variando em torno de 60 a 95%, com minimas de
aproximadamente 35% (INMET, 2024) (Anexo B).

Os fatores citados acima podem ter afetado negativamente a agcdo de H. bacteriophora
HP88, pois este NEP aparentemente ndo suportou as altas temperaturas e a variacdo de umidade
encontradas durante o verdo na regido da Baixada Fluminense do Estado no Rio de Janeiro,
sendo a temperatura provavelmente o mais importante e impactante fator, uma vez que o
experimento 9 continha vinhaga, mantendo assim a umidade necesséria para 0s nematoides.
Monteiro-Sobrinho et al. (2023) relataram que H. bacteriophora HP88 em temperaturas variando
de 16 a 35 °C, em vinhoto a 50% (em laboratorio), foi capaz de causar mortalidade média de
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97,8% das larvas da mosca-dos-estabulos. Isso talvez tenha explicacdo na origem deste
nematoide, oriundo do Estado de Nova Jersey, nos Estados Unidos da América (ALVES et al.,
2009), regido de clima temperado, mostrando que este agente é mais efetivo em temperaturas
Iguais ou inferiores a 35 °C.

De fato, a principal limitacdo para a implementacdo de programas de controle utilizando
NEPs em regides tropicais, é a sensibilidade destes organismos as elevadas temperaturas destas
regides, alterando a mobilidade, sobrevivéncia, desenvolvimento, reproducdo e capacidade de
infeccdo destes organismos (DUNPHY; WEBSTER, 1986). De acordo com Mukuka et al.
(2009) e Ulu e Susurluk (2013), H. bacteriophora pode ser severamente danificado em
temperaturas préximas ou superiores a 40 °C. Por isso € importante pesquisar e utilizar espécies
de NEPs nativas, ja que sdo adaptadas as condicdes climaticas do local (DOLINSKI; MOINO-Jr,
2006).

Ao contrario de H. bacteriophora HP88, os NEPs H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7,
sdo nativos do territdrio brasileiro, sendo H. indica LPP30 oriundo de Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro (MINAS, 2012); enquanto que H. baujardi LPP7 é nativo da floresta amazénica,
tendo sido isolado em Monte Negro, Rondonia (DOLINSKI et al., 2008).

H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 causaram altas taxas de mortalidade as larvas de S.
calcitrans, quando em condi¢des ambientais (Figura 24). Estes nematoides apresentaram taxas
de mortalidade proximas as encontradas nos ensaios bioldgicos em laboratério no presente
estudo, mostrando que estas espécies aparentemente ndo sofreram com as altas temperaturas e a
variacdo de umidade que acometeram o Estado do Rio de Janeiro em janeiro de 2024. Estas
temperaturas sdo bastante semelhantes as encontradas durante o verdo na regido Centro-Oeste do
Brasil (MARCUZZO et al., 2012), onde surtos da mosca-dos-estabulos vém ocorrendo com
frequéncia nas Ultimas décadas (BARROS et al., 2023), demonstrando que futuramente H. indica
LPP30 e H. baujardi LPP7 poderdo ser empregados em programas de controle de S. calcitrans,
mesmo durante os periodos mais quentes do ano.

5 CONCLUSOES

Conclui-se que os NEPs H. bacteriophora HP88, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7
sdo capazes de infectar e matar as larvas da mosca-dos-estabulos nos variados subprodutos de
cana-de-agucar, quando submetidos a pressdes de pulverizacdo distintas, em laboratorio.

Em condi¢BGes ambientais, H. indica LPP30 e H. baujardi LPP7 sdo eficazes contra larvas
da mosca-dos-estabulos, enquanto H. bacteriophora HP88 ndo apresenta semelhante eficacia.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os nematoides demonstraram resisténcia as pressoes de pulverizacdo utilizadas, matando
as larvas da mosca-dos-estabulos mesmo quando submetidos a maior presséo (80 psi) avaliada
neste estudo. Ou seja, 0s NEPs suportaram e se mantiveram infectantes nas pressoes utilizadas
na fertirrigacdo dos canaviais no Brasil, tanto apenas em agua como na presenca de diferentes
subprodutos de cana-de-agucar, podendo a sua utilizagdo no campo ser uma opcao interessante.
Entretanto, antes de utiliza-los diretamente no canavial, visando o controle da mosca, é preciso
avaliar como os NEPs secomportardo frente aos fatores abidticos que podem causar efeitos
negativos na viruléncia destes agentes. Enfim, os nematoides entomopatogénicos se mostraram
eficazes contra larvas de S. calcitrans, e futuramente podem ser utilizados em programas de
controle bioloégico ou integrado da mosca-dos-estabulos, ajudando assim a diminuir 0s
problemas econdmicos, sanitarios e sociais oriundos da acao deste artropode.
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Anexo A. Grafico de temperaturas da cidade de Seropédica durante o més de janeiro de 2024.
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Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (2024).
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Anexo B. Gréafico de umidades da cidade de Seropédica durante o més de janeiro de 2024
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Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (2024).
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