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RESUMO

ATIVIDADE DE Pleurotus ostreatus, Pleurotus florida E Pleurotus djamor EM LARVAS
E ADULTOS DE Lucilia cuprina

AUTORA: Eduarda Maria Trentin Santi
ORIENTADORA: Silvia Gonzalez Monteiro

Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae), € de distribuicdo mundial e possui grande
importancia como vetor de doencas para humanos e animais, sendo que em ovinos pode
resultar na perda de 14, reducdo da qualidade da Ia e morte. O uso de inseticidas é a forma
mais aplicada para o controle desses dipteros, no entanto, com a crescente resisténcia do
inseto aos diversos principios ativos utilizados, esses tratamentos estao se tornando ineficazes
e 0 impacto pelo uso excessivo desses produtos pode implicar em perdas na saude humana,
animal e desequilibrio ambiental. Diante do exposto apresentado, estudos tém sido realizados
com produtos naturais de origem vegetal, de algas e fungos no controle desses insetos. Os
cogumelos do género Pleurotus estdo distribuidos em uma ampla variedade de cores, e
espécies que apresentam compostos bioativos potencialmente medicinais, com acdo
antiparasitaria. Devido ao potencial do uso de fungos no controle de patégenos objetivou-se,
neste estudo, verificar a acdo do género Pleurotus, um cogumelo comestivel, no controle da
mosca Lucilia cuprina. Os efeitos de extratos aquosos (EA) dos fungos Pleurotus ostreatus,
Pleurotus djamor e Pleurotus florida foram avaliados em larvas e adultos de Lucilia cuprina.
Nos testes de imersdo de larvas, o EA de P. florida foi o Gnico que apresentou atividade
larvicida contra L. cuprina, com EC50 de 11,42 mg/ml. No ensaio com moscas, onde foi
realizada a técnica de borrifamento contendo 1ml de cada solucdo do extrato em 30 insetos
adultos por concentragdo, todos os EA apresentaram atividade adulticida em todas as
concentracdes, sendo que P. ostreatus apresentou os melhores resultados, com mortalidade
entre 75,86 a 100%. As analises quimicas dos extratos aquosos indicaram a presenca de acido
tridecandico, acido tetradecandico, &cido linolelaidico, &cido 9,15 octadecadiénico e acido
oxalico no EA de P. ostreatus, de acido tridecandico, acido linolelaidico, acido undecandico,
acido tetradecanoico, acido oxalico em P. djamor. Nossos resultados demonstraram um
importante efeito larvicida de P. florida e adulticida de todos os extratos aquosos, com
destagque para P. ostreatus. No entanto, mais investigacGes sdo necessarias para estabelecer a
atividade de Pleurotus sobre L. cuprina.

Palavras-chave: Controle alternativo. Adulticida. Larvicida. Cogumelo. Diptera.
Calliphoridae.



ABSTRACT

Pleurotus ostreatus, Pleurotus florida AND Pleurotus djamor ACTIVITY ON Lucilia
cuprina LARVAE AND ADULTS

AUTHORA: Eduarda Maria Trentin Santi
ADVISOR: Silvia Gonzalez Monteiro

Lucilia cuprina, Diptera, Calliphoridae, has great importance due to being a disease vector for
humans and animals, having global distribution and its infestation in sheep can result in loss
and reduction of wool quality and death. The use on pesticides is the way to control these
diptera, however, with the growing insect resistance to several of the active principles used,
these treatments are becoming ineffective and the impact of excessive use of these products
can cause loss to human and animal health and environmental imbalance. In light of this,
studies have been performed using natural products from plants, algae and fungi in the control
of these insects. The mushrooms of the Pleurotus genus are available in a wide variety of
colors and species that present potentially medicinal bio-active compounds, with anti-parasitic
action. Due to the potential of using fungi in pathogen control, this study aimed to verify the
action of the Pleurotus genus, an edible mushroom, in the control of the Lucilia cuprina fly.
The effects of aqueous extracts (AE) of the Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamor and
Pleurotus florida fungi were evaluated in Lucilia cuprina larvae and adults. In the larvae
immersion tests, the P. florida AE was the only one that presented larvicide activity against L.
cuprina, with EC50 of 11.42 mg/ml. In the assay with flies, where the spraying technique was
applied with 1ml of each extract solution in 30 adult insects, all AE presented adulticide
activity in all concentrations, P. ostreatus presenting the best results, with mortality between
75.86 and 100%. The chemical analysis of the aqueous extracts indicated the presence of
tridecanoic acid, tetradecanoic acid, linolenic acid, 9,15 octadecadienoic acid and oxalic acid
in the P. ostreatus AE, the presence of tridecanoic acid, linolenic acid, undecanoic acid,
tetradecanoic acid and oxalic acid in the P. djamor AE and, in P. florida, none of these
compounds was found. Our results showed an important larvicide effect of P. florida and
adulticide effect of all aqueous extracts, highlighting P. ostreatus. However, more research is
needed to establish the activity of Pleurotus on L. cuprina.

Keywords: Alternative control. Adulticide. Larvicide. Mushroom. Diptera. Calliphoridae.
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1 INTRODUGCAO

Na Saude Unica, o filo Arthropoda tem uma grande importancia por possuir diversos
vetores de uma variedade de doencas para humanos e animais. Artropodes hematdfagos séo
0s vetores mais importante em termos de salde publica, sendo eles: mosquitos, carrapatos,
mosquitos-pdlvora, etc., que podem transmitir malaria, dengue hemorrégica, filariose,
tripanossomiase, leishmaniose e entre outras doencas (WHO, 2010; NIH, 2010). Além disso
outros artropodes que vivem em material organico ou em decomposi¢do, como as baratas,
besouros e moscas, podendo ser vetores mecanicos de amebiase, célera, giardia, toxoplasmose
e outras doengas infecciosas (GRACZYK et al., 2005; SHARMA e SHARMA, 2001; WHO,
2010; CDC, 2010; CFSPH, 2010). Nesse caso se encontra a ordem Diptera, subordem
Muscomorpha, constituida por vérias familias, entre elas, a Calliphoridae, alvo deste estudo
(ADENUSI e ADEWOGA, 2013).

Lucilia cuprina, espécie pertencente a familia Calliphoridae, possui distribuicéo
mundial e sua infestacdo em ovinos pode resultar em impactos significativos na salde e bem
estar animal, causando perda de 1a, reducdo da qualidade da 1& e morte. (CAPINERA, 2008)
Mais de 150 milhdes de euros sdo estimados pela perda da produtividade, perdas reais de
producdo e custo de tratamento preventivo. Ja ha relatos de desenvolvimento de resisténcia a
maioria dos produtos quimicos como diazinon, diflubenzuron, butacarb e deltamethrin
utilizados para eliminar o inseto (PHILLIPS, 2009; LEVOT, 2012; TRAYLOR et al., 2017).

O uso de inseticidas convencionais é a forma de controle desses dipteros, no entanto,
esses tratamentos estabelecidos estdo se tornando ineficazes devido a crescente resisténcia aos
inseticidas, além do impacto pelo uso excessivo desses produtos que pode implicar na salde
humana, animal e ambiental (ISMAN et al., 2011). Outro problema é o dificil controle das
moscas pois geralmente ha centenas de animais em um rebanho e trata-los individualmente é
demorado e oneroso. Diante das implicacGes citadas, estudos tém sido realizados com
produtos naturais de origem vegetal, de algas e fungos no controle (UMPIERREZ et al,
2011).

O controle alternativo tem como objetivo mitigar a resisténcia dos dipteros a
inseticidas, pelo emprego de maiores concentragcdes ou quantidade do composto, na questdo
de recuperar 0 aumento e a eficacia da frequéncia de aplicacdo e substituicdo do produto,
assim como, os impactos ambientais causados pelo uso de produtos quimicos. (BARRETO,
2005; PRUSTY et al., 2015; RODRIGUES et al., 2013). Os patdgenos naturais, como 0s
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fungos, sdo indcuos a0 homem e a outros animais, ndo causam disturbios ou prejuizos
ambientais, evitam a resisténcia parasitaria por impedir a selecdo de populacGes resistentes,
sdo de facil aplicacdo e apresentam um custo relativamente baixo (MACHADO et al., 2016).
Diversos fungos sdo fontes para o desenvolvimento de novos medicamentos antiparasitarios,
com acdo sobre ectoparasitos como Aedes aegypti, Culex sitiens, Anocentor nitens
(CHAIPHONGPACHARA et al., 2018; MONTEIRO et al., 2003).

Os cogumelos do género Pleurotus sdo extensamente distribuidas com uma ampla
variedade de cores, como marrom (P. ostreatus), salmdo (P. djamor) e branco (P. florida)
(KIRK et al., 2011; GUZMAN, 2000). Além de seu aroma, textura e valor nutricional,
apresentam compostos bioativos potencialmente medicinais, como, por exemplo, o B-glucanas
e antioxidantes que assim conferem aos fungos propriedades imunomodulatdrias,
anticancerigenas, antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e pr6 apoptética (BAO,
2011; BHATTARAI et al., 2012).

Devido ao potencial do uso de fungos no controle de patégenos objetivou-se neste
estudo verificar a acdo do género Pleurotus, um cogumelo comestivel, no controle da mosca

L. cuprina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lucilia cuprina

Os dipteros da familia Calliphoridae pelo seu papel como decompositores de matéria
organica, vetores mecanicos de patdgenos e, causadores de miiases sdo insetos de importancia
ecologica, veterindria e medico sanitaria (HANSKI, 1987). Muitas espécies de moscas sdo
portadoras de microrganismos patogénicos, 0s quais estdo associados com mais de 65 doencas
dos seres humanos e animais. Essa capacidade em transmitirem patdgenos esta intimamente
relacionada com a adaptagéo desses insetos em viverem associados com habita¢cbes humanas,
0 que caracteriza a sua natureza sinantropica (CHAIWONG et al., 2014). O habito dos insetos
de se alimentarem em matéria organica, lixo, excrementos humanos e outros materiais em
decomposicdo e de deslocarem-se entre estes habitats até os alimentos e superficies de
preparacdo de alimentos facilita a transmissdo de patdgenos para 0 homem e animais
(NGOEN-KLAN et al., 2011).

L. cuprina (Wiedemann, 1830) é uma mosca-varejeira cosmopolita, possui corpo
metélico, podendo ser encontrada nas cores cobre, verde ou azul, como mostra na figura 1. A
mesma apresenta ocelos, arista bipectinada, aparelho bucal lambedor e auséncia de listras
negras no mesonoto. As larvas apresentam estigmas respiratérios em forma de dedos, 0s quais

convergem para um botdo espiracular e o peritrema é fechado (figura 2) (MONTEIRO, 2017).

Figura 1. Lucilia cuprina, fémea, vista dorsal

Fonte: Sivell, O. (2020)
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Figura 2. Estigma respirat6rios em forma de dedos, 0s quais convergem para um botdo espiracular e peritrema

fechado

Fonte: do autor (2021)

O ciclo biologico dura aproximadamente 10 dias e a longevidade é de 60 dias (120
dias em laboratério). Ap6s a postura em matéria organica em decomposicdo, as larvas
eclodem em 1 a 3 dias e completam seu desenvolvimento larval (L1, L2 e L3) em 2 a 20 dias,
dependendo da temperatura, umidade e alimento disponivel. As larvas L3 maduras deixam a
matéria organica para pupar no solo, e assim o periodo de pupacdo é de 3 a 7 dias no verao e
pode ser de meses no inverno (figura 3) (MONTEIRO, 2017). Esta mosca € encontrada
comumente em lixo urbano, frutos caidos e néctar de flores, podendo ainda ser encontrada em

carcagas de rato, sobre fezes humanas e lixdes abertos (LINHARES, 1981).

Figura 3. Ciclo biol6gico de L. cuprina — ovo, larva, pupa e adultos

Deposition of eggs

in the fleece 1st Larval Stage.
No mouthparts
;ﬂ& CLiK breaks

the cycle here,

. before damage
Average life cycle occurs
2-4 weeks

“ 2nd and 3rd Larval
Stages. Mouthparts very
active and feed constantly.

Pupation

Fly emergence
after 2 weeks
warm weather

Fonte: https://www.crookwellvet.com.au/AnimalCare/Sheep/FlyStrike.aspx (2021)



15

Além disso, a L. cuprina causa miiases em ovinos (figura 4), principalmente na
Australia, onde 0s casos sdo mais graves, sendo responsavel por mais de 90% dos ataques
com moscas. O problema comeca quando ocorre a podriddo do velo que resulta em
inflamacdo e secrecdo da pele irritada pelo excesso de umidade na I, logo esse local sera
repleto de bactérias, e assim sendo atraente para as moscas fazerem postura. O problema é
agravado pela presenca de urina, fezes, suor ou outras secrecOes, e essas condi¢cbes pode
resultar na morte de animais ou na alta despesa de tratamentos para prevencdo desse ataque
causado por moscas (CAPINERA, 2008).

Figura 4. Postura de L. cuprina em 1a de ovino

Fonte: Adaptado de Monteiro (2018)

2.2 Controle e resisténcia

Tendo em vista o papel das moscas em transmitir varios agentes patogénicos para
homens e animais, se faz necessario um controle eficaz, principalmente, em locais onde ha
falta de educacdo em salde e saneamento inadequado. Para o controle desses dipteros sdo
utilizadas algumas medidas como a implantacdo adequada de saneamento, e, principalmente,
a realizacdo de aplicacgdes de inseticidas como organofosforados e piretroides (MALIK et al.,
2007). Em caso das lesdes em ovinos, os criadores tem opcdes de aplicar organofosforados
para o controle rapido, mas ndo tendem ser persistentes, ou aplicar os reguladores de
crescimento, mas demoram pra fazer efeito, mas persistem por mais tempo (CAPINERA,
2008).
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Na década de 1960 comegaram as pesquisas de resisténcia, onde detectaram
resisténcia aos organofosforados em moscas adultas (SHANAHAN e HART, 1966) Ja na
década de 70, foi reconhecido que a resisténcia em larvas era de relevancia pratica
(ROXBURGH e SHANAHAN, 1973). Estudos bioquimicos identificaram que o principal
mecanismo de resisténcia como uma ali-esterase alterada (HUGHES e DEVONSHIRE, 1982)
e estudos genéticos descreveu como resisténcia herdada (MCKENZIE e WHITTEN, 1982). A
resisténcia ao organofosforados nao foi igual a eficacia nula do controle, mas foi expressa
como um encurtamento do periodo de protecdo e falha para matar larvas de terceiro instar
(LEVOT, 1995; LEVOT et al., 1999).

Devido a resisténcia, toxicidade e disseminacdo indiscriminada e ampla dos inseticidas
(PRUSTY et al., 2015; RODRIGUES et al., 2013), tém sido estudadas alternativas para o
controle de moscas a partir de produtos naturais e biodegradaveis a fim de minimizar os riscos
ambientais, e uso de controle alternativo com fungos basidiomicetos para contornar a
resisténcia que os dipteros tém desenvolvido aos inseticidas quimicos (SVEDESE et al.,
2012).

2.3 Controle alternativo

O controle alternativo possui uma defini¢do bastante abrangente, e compreende todos
0s métodos que tem como objetivo principal limitar o desenvolvimento de pragas, como
acaros e insetos (FINKLER, 2012) através da utilizacdo de microrganismos naturais capazes
de reduzir parcialmente ou totalmente populacdes de outros organismos na natureza
(GRONVOLD et al., 1996). Por serem naturais, 0s organismos selecionados para uso em
controle ndo causam distdrbios ou prejuizos ambientais, evitam a resisténcia parasitaria pelo
impedimento de selecdo de populagdes resistentes, sdo de facil aplicacdo e apresentam um
custo relativamente baixo (MACHADO et al., 2016).

2.4 Fungos basidiomicetos

Os cogumelos, basidiomicetos, sdo definidos como macro fungos e constituido por um
corpo frutifero (basidiocarpos), conforme mostra a figura 5. A producdo de basidiosporos
(esporos) ocorre em uma estrutura externa chamada basidium. O micélio de basidiomicetos é
formado por hifas septadas, no qual sdo microscopicas (ALEXOPOULOS e MIMS, 1985).

Figura 5. Estrutura descritiva dos constituintes dos fungos basidiomicetos



17

Corpo de
frutificagdo

Laminas com
Basidiosporos

Micélio

Fonte: Adaptado de Santos (2012)

Os cogumelos produzem esporos, porém estes sdo de dificil manuseio para a producgéo
comercial e por isso usa-se “sementes” de cogumelos. O processo todo de produgao é feito
com o isolamento de parte do pileo de um cogumelo em condicBes estéreis em laboratorio.
Apbs a colonizacao pelo micélio, esta é repicada em gréos de cereais devidamente preparados
e 0s grdos, normalmente trigo, milho ou sorgo, sdo entdo envolvidos pelo micélio do
cogumelo. Estes grdos miceliados entdo é inoculado em substratos adequados e previamente
preparados como feno, palhas, etc. Os pacotes contendo o substrato e inoculados com 0s graos
séo entdo transferidos para uma estufa escura e seca até a completa miceliagdo do substrato e
assim ocorre a frutificagcdo dos basidiomas que sdo entdo colhidos (figura 6) (BONONI et al.,
1995). O ciclo de vida dos cogumelos e as etapas de producdo podem ser visualizados na

figura 7.

Figura 6. Basidiomas de P. ostreatus em substrato com feno Tifton

Fonte: do autor (2021)
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Figura 7. Ciclo de vida dos cogumelos basidiomicetos
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Fonte: https://cogumelosmagicos.org/comunidade/ (2021)

Os fungos basidiomicetos podem produzir uma ampla de compostos que Ssao
constituintes de diversos grupos quimicos e podem ser classificados de acordo com sua
estrutura. Uma diversidade de metabdlitos pode ser sintetizada pelo mesmo fungo,
dependendo das condicBes em que esta sujeito, como por exemplo, substrato, nutrientes,
umidade. Os compostos bioativos de alto valor medicinal, como terpenos, ergosterol,
alcaloides, quinonas, cumarinas, fendlicos, polifendis, lectinas, polissacarideos e compostos
organicos volateis sdo constituintes em cogumelos (ROSECKE E KONIG, 2000; COSTA et
al., 2016; ISLAM et al., 2016; LOJEWSKA et al., 2017; RONCERO-RAMOS et al., 2017,
WANG et al., 2017).

A identificacdo de linhagens fingicas patogénicas para o controle de moscas sdo de
fundamental importancia para estabelecer medidas alternativas de controle de pragas

sinantrépicas potenciais, assim como para conhecer os efeitos dos compostos do fungo sobre

insetos (WRIGHT et al., 2004).

2.5 Pleurotus spp.
Os cogumelos do género Pleurotus spp. pertencem ao Reino Fungi, Classe

Homobasidiomycetes, Ordem Agaricales, Familia Pleurotaceae, sendo que as espécies sdo
distribuidas em uma ampla variedade de cores, como: marrom (P. ostreatus), amarelo (P.
citrinopileatus), salmao (P. djamor), e branco (P. florida). (KIRK et al., 2011; GUZMAN,
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2000). O género Pleurotus deriva da palavra grega pleuré (lateral) + 6tos (orelha), ou seja,
orelha lateral, referindo-se ao crescimento lateral dos basidiomas em relacdo a base do
substrato como mostra na figura 8 (MILES e CHANG, 2004).

Figura 8. Pleurotus ostreatus, um fungo basidiomiceto presente em varias partes do mundo

. ..h,l‘,:. .
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Fonte: Adaptado de Alves (2014)

Além do aroma, textura e valor nutricional, apresenta compostos bioativos
potencialmente medicinais, como, por exemplo, o B-glucanas e antioxidantes que assim
conferem aos fungos as propriedades imunomodulatéria, antiproliferativa, anticancerigena,
antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas (HEYDARI et al., 2006; BAO et al., 2011,
BHATTARAL et al., 2012). A extragdo aquosa utilizando &gua como solvente permite extrair
compostos polares que apresentam propriedades medicinais e farmacéuticas, como observado
para os cogumelos P. sajor-caju, P. florida, P. eryngii (FINIMUNDYA et al. 2012; MAJI et
al., 2012).

Considerando a disseminacdo de doengas em humanos e animais e causas de miiases
em ovinos causadas pelas moscas L. cuprina, além da necessidade de uma maior
sustentabilidade no controle de dipteros sem o0 uso de produtos quimicos para combater a
resisténcia, diminuir o impacto no meio ambiente pela toxicidade e os compostos bioativos
que contem em fungos basidiomicetos com agdo antiparasitarias, foi gerado um trabalho com
0 intuito de avaliar o potencial inseticida de P. ostreatus, P. djamor e P. florida sobre larvas e

adultos de L. cuprina como mostra no manuscrito a seguir.
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3 MANUSCRITO

3.1 ARTIGO
Artigo submetido a revista “Ciéncia Rural”
Atividade de Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamor e Pleurotus florida sobre larvas
e adultos de Lucilia cuprina
Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamor and Pleurotus florida activity on Lucilia
cuprina larvae and adults
Eduarda Maria Trentin Santi**  Lucas Trevisan Gressler? Marjorie Giacometi?
Igor Magalhdes de Matos'  Daniel Stainkit  Silvia Gonzalez Monteiro?
RESUMO
Lucilia cuprina € vetor de importantes doengas em humanos e animais, causa miiase em

ovinos, dando enorme prejuizo ao setor de ovinocultura. Produtos quimicos sdo usados para 0
controle desses dipteros, no entanto ha relatos de resisténcia, além desses produtos causar
toxicidade ao meio ambiente, humanos e animais e assim controles alternativos séo estudados
para diminuir esses impactos. Pleurotus spp. sdo fungos basidiomicetos e apresentam
compostos bioativos com a¢des medicinais. Devido ao potencial do uso de fungos no controle
de dipteros, objetivou-se nesse estudo verificar a acdo de P. florida, P. ostreatus e P. djamor
no controle de larvas e adultos de L. cuprina. Os efeitos de extratos aquosos (EA) dos fungos
P. ostreatus, P. djamor e P. florida foram avaliados em larvas e adultos de L. cuprina. O EA
de P. florida foi o Unico que apresentou atividade larvicida contra L. cuprina, com EC50 de

11,42 mg/ml. No ensaio com estagios adultos foram utilizados 30 insetos por concentracéo e

*Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Departamento de Microbiologia e
Parasitologia, CEP 97105-900, Santa Mana, RS, Brasil. E-mail: eduardasanti@gmail com.
Autor para correspondéncia.

2Universidade de Cruz Alta (UNICRUZ), Cruz Alta, RS, Brasil.

3Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Departamento de Microbiologia e Parasitologia.
Pelotas, RS, Brasil.
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utilizado a técnica de borrifamento contendo 1mL de cada solucdo. Todos os EA
apresentaram atividade adulticida em todas as concentragdes, sendo que P. ostreatus
apresentou os melhores resultados, com mortalidade de adultos entre 75,86 a 100%. Nossos
resultados demonstraram um importante efeito larvicida de P. florida e adulticida de todos os
EAs, com destaque para P. ostreatus. No entanto, mais investigacdes sdo necessarias para
estabelecer a atividade de Pleurotus sobre L. cuprina.

Palavras-chave: controle alternativo, adulticida, larvicida, Pleurotus, Lucilia cuprina.

ABSTRACT

Lucilia cuprina is a vector of important diseases in humans and animals, it causes myiasis in
sheep, causing huge losses in the sheep farming sector. Chemical products are used to control
these diptera, however, there are reports of resistance, in addition to these products causing
toxicity in the environment, humans and animals, and thus, alternative control methods are
studied to decrease this impact. Pleutorus spp. are basidiomycete fungi and present bioactive
compounds with medicinal action. Due to the potential of using fungi for diptera control, the
aim of this study was to verify the action of P. florida, P. ostreatus and P. djamor in the
control of L. cuprina larvae and adults. The effects of aqueous extracts (AE) of P. ostreatus,
P. djamor and P. florida fungi were evaluated in L. cuprina larvae and adults. The P. florida
AE was the only one that present larvicide activity against L. cuprina, with EC50 of 11.46%.
In the assay with adult stages, 10 insects were used per concentration and the spraying
technique was used with 1ml of each solution. All AE presented adulticide activity in all
concentrations, P. ostreatus presenting the best results, with mortality between 75.86 and
100%. Our results showed an important larvicide effect of P. florida and adulticide effect of
all aqueous extracts, highlighting P. ostreatus. However, more research is needed to establish

the activity of Pleurotus on L. cuprina.
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Key words: alternative control, adulticide, larvicide, Pleurotus, Lucilia cuprina.

INTRODUCAO

Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830) (Diptera: Calliphoridae), possui papel como
decompositora de matéria organica, sendo encontrada comumente em frutos caidos, néctar de
flores, lixo urbano, fezes humanas e lix6es abertos (LINHARES, 1981), onde colocam seus
0VO0S que na sequéncia passam pelas fases de larva 1 (L1), larva 2 (L2), larva 3 (L3) e pupas
de onde emergem as moscas adultas macho ou fémea. (MONTEIRO, 2017) Esses ambientes
estdo associados as habitacdes humanas, sendo esses insetos potenciais vetores de patdgenos e
transmissores de doengas para 0 homem e animais (HANSKI, 1987).

Além disso, podem causar miiase em ovinos, sendo que as duas formas mais comum
de infestacdo sdo na regido em torno do anus e perineo e na regido do corpo (pescoco, paleta,
dorso ou cernelha). A forma de miiase na regido do anus e perineo pode ser causado pela I&
suja de urina e/ou fezes, tornando um problema crénico em ovelhas infectadas com vermes
gastrointestinais ou ma nutricdo (MORLEY et al., 1976). A outra forma de miiase na regido
corpo € um problema intermitente, determinado pelo clima (alta umidade), geralmente
associado ao desenvolvimento de doencas endémicas como a podridao de 1a ou dermatofilose
(SEDDON et al., 1931; GHERADI et al., 1983), causando grande impacto a ovinocultura em
paises como Australia (TELLAM & BOWLES, 1997), Africa do Sul (JAMES, 1947) e Nova
Zelandia (HEATH & BISHOP, 2006), causando prejuizos de 173 milhdes de ddlares por ano
(LANE et al., 2015).

Pela natureza sinantropica das moscas, se faz necessario um controle eficaz,
principalmente em locais onde h& falta de educacdo em saude e saneamento basico. Para o
controle desses dipteros sdo utilizadas medidas como a implantacdo adequada de saneamento,

e, principalmente, a realizacdo de aplicagfes de inseticidas quimicos como, por exemplo,
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organofosforados e piretroides (MALIK et al., 2007), os quais podem ser toxicos para animais
de producdo e companhia, além de colocar em risco a salde humana pela deposicdo de
residuos em produtos alimenticios de origem animal (MAFFEI et al., 2009; MELO et al.,
2002).

O uso de métodos de controle alternativos tem como objetivo mitigar a resisténcia
das moscas a inseticidas, causado pela dependéncia excessiva e controle desordenado
(BENELLI, 2015), assim como, diminuir os impactos ambientais causados pelo uso de
produtos quimicos (PRUSTY et al., 2015; RODRIGUES et al., 2013). Alternativas para o
controle de moscas a partir de produtos naturais (metabolitos secundarios) e biodegradaveis
tem sido avaliada, além do controle dos extratos de fungos com atividade a partir de seus
compostos, como 0s géneros Ganoderma spp. (ADAMS et al., 2010), Lentinus spp.
(RUKACHAISIRIKUL et al, 2005) e Pleurotus spp. (RAMOS-LIGONIO et al., 2012).

Os cogumelos do género Pleurotus pertencem ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota,
sendo que as espécies sdo cosmopolitas, com uma ampla variedade de cores, como marrom
(P. ostreatus), salmao (P. djamor) e branco (P. florida) (GUZMAN, 2000; KIRK et al.,
2011). Além de seu aroma, textura e valor nutricional, apresentam compostos com atividades
biol6gicas, como terpenos, esterdides, compostos fendlicos e alcaldides (HASNAT et al.,
2013; HASNAT et al., 2015; BABY et al., 2015; PAGANO e ROSA, 2015).

Além disso, sdo fontes para o desenvolvimento de novos medicamentos
antiparasitarios, no qual ja contem relatos na literatura, dentre eles, acdo sobre ectoparasitos
como Aedes aegypti (CHAIPHONGPACHARA et al, 2018), Culex sitiens
(CHAIPHONGPACHARA e LAOJUN, 2018), Anocentor nitens (MONTEIRO et al., 2003),
além de protozoarios do género Plasmodium spp. (OLUBA et al., 2017), Trypanosoma spp.
(ALEXANDRE et al., 2017) e Leishmania spp. (RAMEZANI et al., 2017), e helmintos como

Schistosoma spp. (CHEN et al., 2007) e Haemonchus contortus (MAGALHAES, et al.,
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2020). No entanto ainda € limitado o numero de pesquisas publicadas associando fungos
basidiomicetos como agentes antiparasitarios (LENZI et al., 2018).

Considerando o papel das moscas L. cuprina na disseminacdo de doengas em
humanos e animais, além da necessidade de uma maior sustentabilidade no controle de
dipteros sem o uso de produtos quimicos, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial

inseticida de trés espécies o género Pleurotus sobre larvas e adultos de L. cuprina.

MATERIAIS E METODOS
Obtencéo do Pleurotus spp.

Os frutos de P. florida, P. djamor e P. ostreatus foram adquiridas comercialmente,
sendo entdo semeados em frascos com meio de cultura Agar Batata Dextrose (ABD) (Sigma-
Aldrich) e colocados em vidro lacrado com filme de policloreto de vinila (PVC), por 10 dias,
em local escuro e temperatura constante de 24°C (x 1) e umidade de 60% (LOPES et al.,
2015). Apo6s a colonizacdo no ABD pelo micélio, pequenos fragmentos de 1x1cm?2 foram
retirados do meio e introduzidos em sacos de polietileno com grédos de milho umedecidos e
autoclavados, onde permaneceram 20 dias no escuro a temperatura ambiente (24°C + 1). Apds
20 dias, os grdos foram transferidos para sacos de feno Tifton (Cynodon spp.) previamente
autoclavados, e mantidos em ambiente escuro a uma temperatura de 24°C até o inicio da
frutificacdo. Apds a colheita dos cogumelos foram desidratados a 50°C por 24 horas para

secagem e posteriormente preparacdo do extrato aquoso.

Obtencéo do extrato aquoso
A preparacdo do extrato aquoso foi usada pelo método de decocgdo. Os cogumelos
desidratados foram triturados por 15 min em um processador juntamente com agua destilada,

na propor¢do de 1:25 (1 g de cogumelo para 25 ml de agua destilada) até que tornasse uma
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solugdo homogénea. Em seguida, a solucdo foi colocada em banho-maria por uma hora sob
agitacdo constante a temperatura de 40°C. Apds a agitacdo, o contetdo foi filtrado em funil de
vidro forrado com gaze e armazenado em potes de 70 ml e alocados no freezer a -20°C para

conservacao (VIEIRA et al., 2017; ABDULLA et al., 2011).

Obtencé&o da coldnia de Lucilia cuprina

Para a formacdo de colonia de L. cuprina foram capturadas moscas a partir de
armadilhas iscadas com figado de bovino em decomposicdo. Posteriormente, as moscas foram
identificadas segundo a chave de classificagdo de MELLO (1961) e CARVALHO e RIBEIRO
(2000). Os espécimes machos e fémeas identificados como L. cuprina foram transferidas para
gaiolas (30x30x30), com temperatura de 22 +2°C e umidade de 60 £10% e alimentadas com
mel e &gua diariamente e alocadas na sala de criacdo do biotério do Laboratério de
Parasitologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria. Para obtengdo de larvas,
placas de petri contendo 15 gramas de figado em decomposicao foram colocadas nas gaiolas.
Apo6s a postura e eclosdo das larvas, as mesmas foram alimentadas com racdo Umida de
cordeiro (Pedigree®) até a fase de larva 3 (L3), utilizada posteriormente nos ensaios
experimentais. Algumas larvas foram mantidas nas gaiolas para pupacao e eclosao dos adultos

que foram utilizados neste estudo.

Teste de atividade larvicida

O teste foi realizado conforme metodologia pré-estabelecida por BOSLY (2013) com
modificagfes. No ensaio utilizou-se 1 ml de solugéo dos extratos de Pleurotus em diferentes
concentragdes (0,5, 1, 2, 4, 10 e 20 mg/ml para P. ostreatus e P. djamor, e foi acrescentado
concentragdes de 30 e 40 mg/ml para P. florida, pois necessitava de mais dados para o calculo

da curva de concentracdo dose-resposta) em triplicata. Alem de um grupo controle positivo
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usando Fipronil 10% e um grupo controle negativo com &gua destilada. As larvas L3
provenientes da colonia de manutencdo foram separadas, lavadas com &gua corrente para
retirada de detritos, como areia. Em seguida, foram coletadas 10 larvas por concentragéo e
colocadas em tubo Falcon de 15 ml contendo as solucGes previamente preparadas. Apds cinco
minutos de contato com o extrato aquoso, as larvas foram retiradas dos tubos e colocadas
sobre papel filtro para secar e alocadas dentro das gaiolas em ambiente com temperatura e
umidade controladas (22 + 2°C e 60 + 5% UR). Realizou-se avaliacdo diaria por 15 dias para
a analise da mortalidade de larvas ou pupas, e a emergéncia de adultos, no qual nos primeiros
11 dias foi coletado duas larvas ou pupas por pote para avaliacdo objetiva, observando a
viabilidade, estrutura e comportamento das larvas, ja nos dias finais, apds a pupacdo, foi

analisado quantas moscas adultas emergiram.

Teste de atividade adulticida

Para o teste de atividade adulticida foi utilizada a metodologia adaptada por
SVEDESE et al. (2012). Grupos de 10 insetos para cada concentracdo foram separados em
tubo Falcon, no qual o experimento foi realizado em triplicata. Em seguida foram
imobilizados durante 5 minutos em congelador de geladeira com temperatura de 2°C e
pulverizados dentro de um frasco de 400 ml com papel filtro no fundo utilizando spray
manual contendo 1 ml dos extratos aquosos com concentracfes de 4, 20 e 40 mg/ml, além do
grupo controle negativo com agua destilada e grupo controle positivo com clorpirifos e
cipermetrina (Flytion® 0,5%). Ap0s o tratamento, as moscas foram mantidas em gaiolas com
dieta contendo mel e &gua, além de temperatura (22+2°) e umidade relativa constante
(60£10%). Os grupos foram avaliados diariamente durante 15 dias para analise da morte
acumulativa, no qual foram contabilizadas as adultas mortas que ndo apresentavam nenhum

movimento.
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Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

Para a analise dos compostos existentes no extrato aquoso, foram realizados ensaios de
cromatografia gasosa dos extratos aquosos em GC-MS utilizando coluna Rtx-5MS de 30 m x
0,25 mmID e 0,25 micrémetros. A rampa de temperatura variou de 50 a 280 °C com tempo
total de analise de 80,7 min e vazdo de 13,7 ml/min. A inje¢do foi realizada em modo splitless
com temperatura de 240 °C. Foi utilizada a fonte de ionizagdo El (70 ev) a 250 °C. O
espectrometro de massa operou em modo de varredura completa na faixa de 35 a 600 m/z

(KHAYYAT, 2018).

Analise estatistica

Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade a partir dos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. A andlise das curvas de concentracdo
dose-resposta (EC50 - concentracdo do farmaco que induz metade do efeito méximo) para
atividade larvicida foi calculada usando a funcdo de regressdo nao linear logaritmica com
intervalos de confianca de 95% (software GraphPad Prism, versdo 5.03). Os resultados foram

resumidos como médias + desvio padrdo da média nas figuras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nosso estudo, o extrato aquoso de P. florida (grafico 1) apresentou resultados na
atividade larvicida contra L. cuprina, com EC50 de 11,42 mg/ml. Ja os extratos de P. djamor
(gréfico 2) e P. ostreatus (grafico 3) ndo apresentaram resultados de EC50, pois as
concentragdes ndo criaram uma curva dose resposta, demonstrando que na medida que se
aumenta a concentracdo do extrato do cogumelo ndo hd um aumento da eficicia do

tratamento.
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A partir do ensaio com estagios adultos na avaliacdo final apds 15 dias, obteve uma
mortalidade dos insetos de 60,71, 56,67 e 87,09% na concentragdo de 4, 20 e 40 mg/ml,
respectivamente, quando tratados com extrato aquoso de P. florida (grafico 4), 75,86, 100 e
100% na concentracdo de 4, 20 e 40 mg/ml, respectivamente, quando tratados com extrato
aquoso de P. ostreatus (gréfico 5), 64,28, 68,97 e 96,66 % na concentracdo de 4, 20 e 40
mg/ml, respectivamente, quando se utilizou P. djamor (grafico 6). A mortalidade do grupo
controle negativo ndo excedeu 18% e o grupo controle positivo atingiu a mortalidade total dos
adultos no primeiro dia dos testes. Todos os extratos apresentaram atividade adulticida, com
concentracgdes de 4, 20 e 40 mg/ml, sendo que P. ostreatus apresentou os melhores resultados.

Pela andlise de GC-MS do extrato aquoso dos trés tipos de Pleurotus foram
identificados diferentes acidos em cada um deles. Na analise de P. ostreatus foi observado a
presenca de &cido linolelaidico, &cido oxalico, acido tridecandico, &cido 9,15 octadecadiénico
e 4cido tetradecanoico (grafico 7). Na avaliacdo de P. djamor foi identificado a presenca de
acido linolelaidico, &cido oxalico, 4&cido tridecandico, acido undecandico e 4cido
tetradecanoico (gréafico 8). J& no extrato de P. florida ndo foi possivel detectar nenhum
composto.

CHAIPHONGPACHARA (2018) relata em seu trabalho a atividade larvicida do
extrato de P. pulmonaris sobre larvas e adultos de A. aegypti e Culex sitiens, no qual nédo
obteve eficcia sobre larvas de A. aegypti e baixa eficacia sobre larvas de Culex sitiens, nas
concentragdes de 120, 12, 1,2, 0,12 e 0,012 mg/L. Outros resultados semelhantes foi
observado em dois trabalhos, utilizando extrato de P. eryngii e P. djamor, no qual os dois
cogumelos ndo apresentou nenhuma eficacia contra A. aegypti e um efeito larvicida minimo
contra C. sitiens, nas concentragbes de 120, 12, 1,2, 0,12 e 0,012 mg/L
(CHAIPHONGPACHARA, 2018). Corroborando com nossos estudos no qual os extratos de

P. ostreatus e P. djamor ndo apresentaram nenhuma eficacia contra larvas de L. cuprina, no
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entanto o extrato de P. florida apresentou resultados melhores de atividade larvicida em
comparacdo aos extratos de P. pulmonaris, P. eryngii e P. djamor.

Cedillo (2016) em seu estudo detectou presenca de xilitol, acido hexadecandico, acido
octadecandico, 2-butoxifosfato de etanol, 2-butoxifosfato de etanol (3:1) e um acgucar xilitol
em P. ostreatus, enquanto que em nosso trabalho ndo foi encontrado nenhum composto
semelhante no extrato de P. ostreatus. PINEDA-ALEGRIA et al. (2020) detectou em P.
djamor &cido pentadecanoico, acido palmitico, B-sitosterol, acido estearico e acido linoléico,
diferentes dos compostos encontrados no extrato de P. djamor de nosso estudo. A diferenca
da presenca de alguns &cidos nesse estudo em relacdo aos de outros autores podem ser
influenciada pelo substrato em que € cultivado podendo ocorrer a modificacdo e/ou absor¢édo
de compostos originalmente presentes no substrato (RAMALHO, 2015).

O é&cido oxalico em alguns paises como Argentina é usado como acaricida contra
acaro Varroa destructor em colmeias de abelhas, desempenhando um papel importante como
antiparasitario (MARCANGELI et al., 2003). No resultado de cromatografia do nosso
trabalho, foi encontrado o &cido oxalico em P. ostreatus e P. djamor, e esses dois cogumelos
apresentaram acdo adulticida, podendo o &cido ser o motivo da mortalidade acumulativa de
adultos. No entanto, mais estudos deveréo ser realizados para analisar se este composto
isolado tem o mesmo efeito e se ndo ha presenca de outros compostos ou interacdo de
sinergismo ou antagonismo entre eles. (PEREIRA et al., 2005; RIGHI, 2013).

Inmeros &cidos a partir de Pleurotus e suas acbes foram estudados, como por
exemplo, acido tretadecanendico de P. pulmonarius contra nematoide de Caenorhabditis
elegans, o qual apresentou atividade nematicida, acido tetradecandico apresentou significativa
atividade larvicida e repelente contra mosquitos Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus
(SIVAKUMAR et al. 2011), &cido octadienioico em P. ostreatus apesentando atividade

nematicida, octenol presente em P. eryngii, P. pulmonarius e P. djamor, eficaz contra
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mosquitos (KWOK et al., 1992; SATOU et al., 2008; CHAIPHONGPACHARA et al., 2018).
Em caso da atividade larvicida, o P. florida foi o Gnico que teve acéo larvicida, e esse deve ser
alvo de novos estudos, para observar quais acidos organicos volateis estdo presentes e assim
poder isolar o composto inseticida.

A partir da auséncia dos resultados da analise cromatogréfica de P. florida, €
provavel que a atividade desta espécie ndo esteja relacionada apenas a presenca de &cidos
organicos volateis. Outros constituintes como proteinas aegerolisina ostreolisina A6,
pleurotolisina A2 e erilisina A possivelmente tenham influenciado na atividade larvicida e
adulticida, ja que estas possuem acdo contra insetos através de ligagdes em suas membranas

formando poros (PANEVSKA et al., 2020).

CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato aquoso P. florida apresenta acgéo larvicida, obtendo o EC50 de
11,42 mg/ml, inibindo a formacéao de pupas e a emergéncia de adultos de L. cuprina. Todas as
espécies de Pleurotus avaliadas apresentaram acao adulticida, com destaque para P. ostreatus.
Estudos posteriores serdo realizados para estabelecer a atividade de Pleurotus sobre L.

cuprina a partir de compostos majoritarios e nanoparticulas.
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2 Gréfico 1. Efeito do extrato aquoso de P. florida, &gua destilada (C-) e Fipronil (C+) na

3 emergéncia de adultos ap6s a imersdo de larvas de L. cuprina de terceiro estagio.
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2 Gréfico 2. Efeito do extrato aquoso de P. ostreatus, &gua destilada (C-) e Fipronil (C+)

3 naemergéncia de adultos apds a imersdo de larvas de L. cuprina de terceiro estagio.
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3 emergéncia de adultos ap6s a imersdo de larvas de L. cuprina de terceiro estagio.
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2 Gréfico 4. Efeito do extrato aquoso de P. florida, dgua destilada (C-) e Flytion (C+) na
3 mortalidade cumulativa de adultos ap6s o borrifamento em adultas de L. cuprina.

4 Legendas: B — cogumelo branco (P. florida); 4, 20 e 40 mg/ml — concentragdes.
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Gréfico 5. Efeito do extrato aquoso de P. ostreatus, agua destilada (C-) e Flytion (C+)
na mortalidade cumulativa de adultos ap6s o borrifamento em adultas de Lucilia
cuprina. Legendas: M — cogumelo marrom (P. ostreatus); 4, 20 e 40 mg/ml —

concentragoes.
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Gréfico 6. Efeito do extrato aquoso de P. djamor, agua destilada (C-) e Flytion (C+) na
mortalidade cumulativa de adultos apds o borrifamento em adultos de L. cuprina.

Legendas: S — cogumelo salméo (P. djamor); 4, 20 e 40 mg/ml — concentracdes.
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2 Gréfico 7. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa de compostos
3 organicos volateis do extrato de P. ostreatus. Acido tridecandico (1), &cido
4 tetradecandico (2), acido linolelaidico (3), acido 9,15 octadecadiénico (4), acido oxalico

5 (5).
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2 Gréfico 8. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa de compostos
3 organicos volateis do extrato aquoso de P. djamor. Acido tridecandico (1), 4cido

4 linolelaidico (2), acido undecandico (3), acido tetradecandico (4), acido oxalico (5).
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4 CONCLUSAO

O P. florida demonstrou ter acdo sobre as larvas de L. cuprina, enquanto que P.
djamor e P. ostreatus ndo apresentaram nenhum efeito larvicida. O P. ostreatus, P.
djamor e P. florida demonstraram ter acdo sobre adultos, sendo que o P. ostreatus
apresentou melhor resultado.

Os compostos organicos encontrados no P. ostreatus (acido linolelaidico, acido
oxalico, &cido tridecanoico, acido 9,15 octadecadiendico e acido tetradecanoico) e P.
djamor (acido linolelaidico, acido oxalico, acido tridecandico, &cido undecandico e
acido tetradecandico) podem ter influenciado nas atividades.

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que os extratos aquosos dos
cogumelos apresentam efeito larvicida e adulticida em L. cuprina e, sendo assim, tendo
potencial para ser um controle alternativo contra as larvas e adultas, sem gerar efeitos
nocivos aos animais, humanos e meio ambiente. Além disso, h4 um custo-beneficio
viavel e praticidade em usar os cogumelos, pelo facil cultivo e processamento de extrato
aquoso.

Novos estudos devem ser realizados, a fim de avaliar quais compostos
interviram nas atividades inseticidas, assim como, estabelecer a atividade de compostos

majoritarios e nanoparticulas de Pleurotus sobre L. cuprina.
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