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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo verificar a susceptibilidade in vitro de ninfas e
adultos de Amblyomma cajennense a alguns isolados dos fungos Beauveria bassana e
Metarhizium anisopliae Foram avaliados trés isolados de M. anisopliae (959, 319 e E9)
e dois de B. bassiana (986 e 747). As suspensies de conidios foram preparadas a partir
de fungos produzidos em meio de arroz, sendo que cada bioensaio foi constituido de
quatro tratamentos nas concentragbes 10°, 10°, 107, 10® conidiosml e um grupo
controle. A andlise foi realizada através da observacéo do percentual de viabilidade, 15
dias apoGs o tratamento ou apods a ecdise de adultos. Foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos para todos os isolados e todos os instares. Verificou-
Se que nos grupos tratados havia uma reducéo consideravel na viabilidade, a medida

que se aumentava a concentracdo de conidios na suspensdo. Para o estadio de fémea
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ingurgitada foram observadas ateractes no periodo de pré-postura, periodo de postura,
peso da postura, periodo de eclosdo, percentua de eclosdo, peso da quendgina, indice
de eficiéncia reprodutiva, indice de eficiéncia nutricional, eficiéncia reprodutiva e
percentual de controle. Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que
todos os isolados testados demostraram causar efeito deletério em testes in vitro sobre
estes estagios evolutivos, sugerindo seu potencial para utilizagdo no controle

microbiano desta espécie de carrapato.



SUMMARY

This work was aimed at the evaluation of the in vitro susceptibility of
Amblyomma cajennense ninph and adults to some isolates of Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae Three isolates of M. anisopliae (959, 319 e E9) and two of B.
bassiana (986 e 747).Conidia suspensions were made from fungi grown up in arice
culture medium. Each test consisted of four treated groups (10°, 10°, 107, 10° conidia/
ml) plus a control group. Viability of individuals was assessed 15 days after treatment
or after adult ecdisis. Significative differences were observed in the comparison
between treatments for all isolates tested and for al evolutive stages. Viability was
assessed 15 days after the treatment or after adult ecdisis. Significative differences were
found for all treatments and for all stages studied. A huge reduction in the viability was

found, and this response increased as conidia concentration used raised. For engorged
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females were observed aterations in preoviposition period, oviposition period, weight
of egg mass, eclosion period, percentage of eclosion, weight of females after
oviposition, REI, NEI, reprodutive eficiency and percentage of control. Based upon the
results presented herein, one can conclude that all isolates tested presented a in vitro

lethality for the biological stages evaluated, pointing so to their use in the biological

control of thistick species.



1. INTRODUCAO

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), mais conhecido como carrapato
estrela, € um carrapato heteroxeno, pertencente a familia Ixodidae e subfamilia
Amblyomminae. E encontrado principalmente sobre o corpo dos equideos, mas pode
também alimentar-se em outros mamiferos, como bovinos, cdo e o proprio homem
(FLECHMAN, 1977). A espécie foi descrita por Fabricius em 1787, na cidade de
Cayenne, localizada na Guiana Francesa.

A espécie possui ampla distribuicdo geogréfica pelo continente Americano,
ocorrendo desde o Texas, nos Estados Unidos até a Américado Sul, concentrando-se ao
longo da costa do Oceano Atlantico (ROBINSON, 1926). Além disso, segundo SERRA
FREIRE (1982), o Brasil, em decorréncia de suas variaveis climaticas, € uma regido

potencialmente favoravel ao desenvolvimento de atas infestagdes de ixodideos, onde



areas de pastagens como as da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro possuem
uma el evada incidéncia dos estégios nédo parasitarios durante todo o ano.

Afora os danos diretos causados pela espoliacdo sanguinea, lesdes cutaneas e
alteracdes funcionais que afetam o desempenho zootécnico de seus hospedeiros, esta
espécie € considerada como vetor de importantes agentes causadores de doencas
infecciosas, como o Tifo Exantemético (MONTEIRO et al., 1931) e Ehrlichiose Bovina
(MASSARD, 1984).

As infestagbes com carrgpatos em animais domésticos sdo controladas
principa mente por acaricidas quimicos, que, quando utilizados de formaindiscriminada
podem causar impacto ambiental e desenvolvimento de resisténcia (BITTENCOURT et
al., 1997). Segundo BARROS & EVANS (1989), o uso exclusivo de carrapaticidas
torna-se pouco viavel em termos préticos e econdmicos, tornando-se necessaria a adicéo
de métodos alternativos a serem empregados em sistemas de controle integrado. O
conhecimento dos aspectos reprodutivos dos ixodideos é de fundamental importanciana
elaboracdo de programas de control e eficientes.

Visando auxiliar o estabelecimento de estratégias racionais e eficazes de
controle, pesquisas tém sido realizadas objetivando o emprego de patdégenos como
controladores biol 6gicos de parasitos.

Fungos entomopatogénicos sdo importantes inimigos naturais de artropodes e
podem ser utilizados no controle biologico (CHANDLER et al., 2000).
Aproximadamente 750 espécies e 56 géneros sao conhecidas por serem patdégenos ou

parasitos de artrépodes (HAWK SWORTH, 1977).



A patogenicidade do fungo Metarhizum anisopliae foi verificada em fémeas
ingurgitadas de Boophilus microplus por BITTENCOURT (1992), onde foi constatado
elevada mortalidade e um percentual de controle de 96,6% para o isolado 959. A acéo
in vitro do fungo Beauveria bassiana para ovos da mesma espécie de carrapato também
foi avaliada por BITTENCOURT et al. (1996), onde observou-se que o percentua de
eclosdo verificado nos grupos tratados foi menor que o observado nos grupos controles.

SOUZA (1999), avaliando a eficaciain vitro de M. anisopliae e B. bassiana sobre
ovos e larvas de A. cajennense, verificou a agdo patogénica influenciando a
eclodibilidade, mortalidade larval e ecdise ninfal.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as ateracdes ocorridas na biologia dos
estagios ninfal e adulto de A. cajennense quando submetidos a tratamentos com 0s

fungos M. anisopliae e B. bassiana mantidos em condic¢oes |aboratoriais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Controle Microbiano de Artrodpodes utilizando Fungos Entomopatogénicos

Os principais fungos entomopatogénicos citados na literatura internacional séo
as espécies Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 e Beauveria
bassana (Balsamo) Vuillemin, 1912 gue pertencem a divisdo Deuteromycotina, Classe
Hyphomycetes, Familia Moniliaceae. Estes agentes sdo patogénicos para varias pragas
de plantas cultivadas no Brasil e tém sido testados no controle microbiano de vérios
artropodes de importanciamédica e veterindria (BITTENCOURT, 1992).

Fungos sdo considerados por varios pesquisadores como entomopatégenos de
grande importancia agricola devido a seu grande potencia de dispersdo, por abranger
umalarga margem de hospedeiros e por possuir a habilidade de colonizacéo via cuticula

(ALVES, 1998).



Na Europa, por volta do século XVIII, foram identificados fungos
entomopatogéni cos acometendo abelhas (Apis milifera), bicho-da-seda (Bombyx mori) e
outros insetos. Este achado gerou um questionamento pelos pesquisadores dagquela
época se tais agentes microbianos poderiam ser usados contra insetos pragas. Nos
ultimos trinta anos, o interesse na pesquisa em controle bioldgico e mangjo integrado
tem aumentado e mais pesguisas foram surgindo com o intuito de regular ou suprimir as
populacdes de insetos pragas. Além disso, os fungos entomopatogénicos estédo sendo
considerados inseticidas microbianos, sendo caracterizados também como causadores
de mortalidade natural em muitas pragas de importanciaagricola (McCOY et al., 1988).

O Brasil possui climas favoréveis para o desenvolvimento de patdégenos de
forma endémica, e em paises de clima temperado varias espécies de fungos
entomopatogénicos que causam infeccbes em carrapatos ja foram estudados
(BITTENCOURT et al., 1999).

Segundo ALVES (1998), fatores abioticos como temperatura e umidade séo
importantes para a germinacdo dos esporos, crescimento vegetativo e esporulagéo,
sendo adequadas ao crescimento fungico temperaturas em torno de 24 a 28° C. A
temperatura média de 27 + 1°C pode ser usada para producéo de diversas linhagens de
M. anisopliae, e a espécie B. bassiana possui a temperatura favorével ao crescimento
entre 22 a 26°C. A umidade também possui um papel importante para a producéo,
germinacdo e penetracdo dos fungos entomopatogénicos, sendo capaz de influenciar a
espessura da camada de cera dos artropodes, tornando-0s mais ou menos resistentes aos
patégenos. O processo de germinacdo dos fungos entomopatogénicos exige umidade

relativa acima de 80%.



Em 1879, METSCHNIKOFF apud TULLOCH (1976) descreveu Entomophthora
anisopliae e o utilizou para o controle das larvas do besouro Anisopliae austriaca,
importante praga da beterraba. Este foi o primeiro trabaho a promover o controle
microbiano de insetos. Posteriormente SOROKIN (1883) apud TULLOCH (1976)
descreveu 0 novo género Metarhizum, que possuia esporos do mesmo tamanho dos
descritos anteriormente. Este fungo entomopatogénico € denominado atualmente de
Metarhizum anisopliae

Beauveria bassiana, segundo SAMSINAKOVA (1957), foi diagnosticado pela
primeira vez em carrapatos na espécie Ixodes ricinus, quando fémeas ingurgitadas
foram coletadas a campo e mantidas em laboratério sob observacéo. O autor relatou que
ndo houve ateracbes na postura, sendo verificada a presenca de hifas na abertura oral
do carrapato apds suamorte.

Segundo MWANGI et al. (1991), o uso de inimigos naturais como predadores,
parasitéides e patdégenos tém sido pesquisados visando seu uso em controle biol dgico.
Os autores citaram a existéncia de fungos isolados naturalmente de carrapatos
infectados e relataram que a presenca de metabdlitos produzidos por esses patdgenos
esta intimamente relacionada com ateracfes biologicas dos organismos infectados.
Estudos avaliando a presenca de toxinas de B. bassiana e M. anisopliae em artroépodes
foram feitos, onde a producdo e modo de acdo foram correlacionados com a viruléncia
das cepas (FERRON, 1981).

ALVES (1998) afirmou gque a penetracdo normal dos fungos entomopatogénicos
ocorre pela adesdo dos conidios ao tegumento, estabelecendo desta forma o primeiro

ciclo das rel agcoes existentes entre fungos e hospedeiros.



Muitos fungos como M. anisopliae infectam a cuticula dos hospedeiros via
esporos, que se aderem e germinam formando uma série de estruturas durante a
penetracdo. Sob condicBes favoravels de temperatura, oxigenacdo, umidade, pH e na
presenca de nutrientes, o fungo germina sobre o inseto produzindo tubos germinativos
na superficie cuticular do hospedeiro. Na extremidade deste tubo € formado um
apressorio que produz enzimas quitinoliticas, proteoliticas e lipoliticas. Logo apos,
ocorre a formacdo do grampo de penetracdo, que penetra na epicuticula do inseto
através de pressdo fisica; e a hifa penetra na hemocele estabelecendo uma relacéo
nutricional com o hospedeiro. O fungo M. anisopliae produz uma variedade de enzimas
degradantes de cuticula durante a penetragdo na cuticula do hospedeiro (St. LEGER
al., 1991).

Segundo CHANDLER et al. (2000), os fungos entomopatogénicos infectam os
hospedeiros susceptiveis através de esporos especializados que germinam na cuticula e
penetram no tegumento, onde entram em contato com a hemocele e tecidos do
artropode, provocando sua morte entre trés a dez dias apos a infeccdo. Em condicdes
favorével's, os esporos fungicos disseminam-se no cadaver facilitando futuras infeccdes
nas populactes de hospedeiros susceptiveis, dando continuidade ao ciclo bioldgico
destes microorgani smos.

Observagtes feitas sobre as rotas de invasdo e histopatologia de M. anisopliae
em larvas de Culex quinquefasciatus levaram LACEY et al. (1998) a constatarem a
existéncia de duas diferentes rotas de invasdo do fungo ao hospedeiro. A rotainicia foi

observada pelo crescimento de micdlio na hemocele, e a segunda por toxinas liberadas



no trato digestivo apds a ingestdo de esporos, a ingestédo provocou a mortalidade no
periodo de 6 a24h.

MOREIRA et al. (1996) relataram a ocorréncia de M. flavoviridae proveniente
de isolamento de cadaveres de Schistocerca pallens (Thunberg) (Orthoptera: Acrididage)
no Rio Grande do Norte, ressaltando que o desenvolvimento deste patdgeno como um
bioinseticida necessita de estudos mais aprofundados, de forma que o produto final
possa of erecer altaviruléncia, estabilidade, e persisténcia sob condi¢des de campo.

BIDOCHKA & KHACHATOURIANS (1992), avaliando o crescimento de B.
bassana nos componentes cuticulares de Melanoplus sanguinipes relataram que
estruturas encontradas no tegumento deste artrOpode como proteinas, quitina e lipideos
poderiam ser utilizadas pelo fungo pararealizar seu crescimento. Os autores afirmaram
gue proteinas presentes na cuticula apresentam-se como uma barreira fisica a
penetracdo do fungo, mas sd0 nutrientes importantes para o desenvolvimento de B,
bassiana.

O estudo da patogenicidade de B. bassiana também foi avaliado por TAMAI et
al. (1999), utilizando fémeas recém-emergidas de acaros da espécie Tetranychus
urticae. Os écaros foram inoculados com B. bassiana isolado 447, nas concentracOes
5x10°, 5x107, 1x10® e 1x10° conidios/ml, onde o fungo mostrou-se patogénico ao &caro
gue apresentou um aumento nos valores das mortalidades acumuladas & medida que a
suspensdo de conidios se tornou mais concentrada.

Observagoes feitas por HAJEK & LEGER (1994) levam a crer que a ocorréncia
natural de doencas flngicas em insetos demonstram o potencial destes patdgenos para o

uso no controle microbiano.



2.2. Controle Microbiano de Carrapatos por Fungos Entomopatogénicos.

A €ficécia do isolado 959 do fungo M. anisopliae em teste de estébulo realizado
com o carrapato B. microplus foi verificada por CASTRO (1997), no qual os autores
relataram que a eficéciatotal média para as concentragdes 10° para a fase adulta e ninfal
foram de 41% e 69,4%, respectivamente, e na concentracdo 10" para 0s mesmos
instares descritos foram de 39,4% e 57,4%. Tal pesquisador relatou que existe uma
maior atividade fungica nos estagios evol utivos |ogo apos o processo de muda, portanto
acredita-se que a principal forma de penetracéo dos fungos ao hospedeiro sga pela
cuticula

KAAYA et al. (1996), observaram a reducéo da fecundidade de 85 a 99% de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus appendiculatus tratadas com os fungos
entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassana. Os autores afirmam gue tais fungos
possuem €elevada atividade acaricida e persisténcia de uma a trés semanas apds a
aplicacdo, dentro do pavilhdo auditivo de bovinos naturalmente infestados e tratados
com os respectivos fungos. Esta mesma espécie de carrapato foi avaliada por MWANGI
et al. (1995), no qual os autores observaram uma reducéo em 30% na fecundidade de
fémeas ingurgitadas de R. appendiculatus, e mortalidade de 70% e 67% para ninfas e
adultos, respectivamente.

ESTRADA-PENA et al. (1990) avaliando a atividade do fungo Aspergillus
ochraceus em fémeas ingurgitadas de R. sanguineus naturamente infectadas,
observaram que o fungo foi capaz de impedir a oviposi¢do. Os autores relataram que o

fungo colonizou o carrapato via anus e, posteriormente, intestino e tubos de Malpighi.
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Pesquisas iniciadas por BITTENCOURT et al. (1995) relataram que a principa
forma de penetracéo do fungo M. anisopliae em fémeas ingurgitadas de B. microplus é
através do tegumento, pois segundo os autores ndo foi verificada a presenca do fungo
em qualquer corte histol6gico dos 6rgaos dos carrapatos. Porém, a partir do segundo dia
apos o tratamento, o exame da hemolinfa apresentou-se positivo, com a presenca de
fragmentos de hifas de M. anisopliae. Tais observacdes descritas neste trabalho
evidenciam que outras vias de penetracdo que podem ocorrer para fungos
entomopatogénicos ndo ocorrem na espécie B. microplus. BITTENCOURT et al.
(1999) verificaram a hipdtese de que M. anisopliae penetre no artropode pela cuticula
guando observaram através de exame em microscopio eetronico de varredura de
fémeas ingurgitadas de B. microplus infectadas com o isolado 959. Os autores
observaram a fixacdo dos conidios na cuticula dos carrapatos, a germinacéo dos
conidios, aformacéo do tubo germinativo a partir de conidios germinados e o inicio da
dilatacdo da extremidade deste tubo formando o apressorio.

ZHIOUA et al. (1997), em testes in vitro utilizando M. anisopliae em fémeas
ingurgitadas de Ixodes scapularis, observaram a mortalidade de 100% duas semanas
apos ainfecgio, utilizando a concentragio 107 conidios/ml.

BITTENCOURT et al. (1994a) verificando a acéo de dois isolados de M.
anisopliae em fémeas ingurgitadas de B. microplus citaram que o periodo de pré-
postura medio nos grupos controle foi maior nos grupos tratados. Os autores
constataram que a duracdo do periodo de postura esta relacionada com a morte das
fémeas provocada pela agdo do fungo, e observaram uma diminui¢cdo na duracéo do

periodo de postura & medida que se aumentou a concentracdo de conidios/ml, e que o



1

aumento do periodo de postura ocorrido no experimento foi inversamente proporcional
a concentracdo fungica. Tais autores verificaram também que os periodos de incubacéo
e eclosdo dos ovos oriundos de fémeas tratadas foram maiores nos grupos tratados do
que no controle e que a concentragdo 108 apresentou maior diferenca em relacdo as
demais concentragdes, ndo diferindo da concentraco 10°.

A influéncia de B. bassiana em fémeas ingurgitadas de Ixodes ricinus foi
observada por GORSKOVA (1966), no qual os autores relataram que o fungo néo
afetou o0 parametro duragdo da ovoposicdo, mas interferiu consideravelmente na
duracéo do periodo de incubagéo.

BARBOSA et al. (1997) a0 avaliar a acdo de dois isolados da espécie B.
bassana sobre larvas ingurgitadas de R. sanguineus constataram um percentua de
mortalidade larval de 67, 94 e 100% para os tratamentos 10%, 10° e 10°, respectivamente
com o isolado 747. O isolado 986 apresentou a variacdo de 35% na concentragdo 10¢ a
100% nas concentragdes 1P e 108, Os autores relataram que o percentual de ecdise
diminuia conforme aumentava-se a concentracéo da suspensao.

A espécie A cajennense também foi utilizada em estudos bioldgicos
correlacionados a ensaios in vitro utilizando isolados de B. bassana e M. anisopliae.
SOUZA et al. (1999a) observaram diferencas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos realizados com ovos e larvas submetidos a diferentes suspensdes fungicas.
Os autores citam em seu trabalho que o percentual de eclosdo foi inversamente
proporcional a concentracdo de conidios/ml de suspensdo, e que as larvas utilizadas nos
bioensaios apresentaram indices de mortalidade superiores aos encontrados nos grupos

controle.



Estudos similares foram realizados na observacdo de variagOes bioldgicas na
ecdise ninfal da mesma espécie de ixodideo, onde os autores supracitados constataram
uma reducdo do percentua de ecdise a medida que se aumentava a concentracéo
conidial, evidenciando desta forma o efeito deletério in vitro dos isolados de B.

bassana e M. anisopliae (SOUZA et al., 1999b).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacdo do Experimento

O experimento foi realizado no periodo de setembro de 1999 a abril de 2000 no
Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes de Importancia Veterinaria,
localizado na Estagio para Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz (E.P.P.W.0O.N)! do
Curso de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria, do Departamento de Parasitologia
Animal, Instituto de Veterinaria da Universdade Federal Rura do Rio de Janeiro

(UFRRJ) situada no Municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

1 Localizada no Municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, 22+45' de latitude sul, 43+41' de longitude
oeste e com altitude de 33m.
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3.2. Animais utilizados

Foram utilizados coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus (L., 1758), mesticos
Cdifornia x Nova Zelandia com idade média de 75 dias, de ambos 0s sexos, peso
meédio de 2,3 kg, cedidos pelo Setor de Cunicultura do Instituto de Zootecnia da UFRRJ
sem contato prévio com carrapatos, paraa manutencao de coldnias deA. cajennense. Os
animais foram mantidos em gaiolas individualizadas e aimentados com ragdo
comercial® para coelhos e 4gua & vontade.

Equinos (Equus cabalus L., 1758) adultos, mesticos originados do Curra de
Apreensdo da UFRRJ, foram utilizados na manutencdo de colbnias de fémeas
ingurgitadas de Amblyomma cajennense. Os mesmos foram mantidos em baias
individualizadas, onde receberam ragdo comercial para equinos’, capim eefante

(Penisetum purpureum) picado no cocho e dgua a vontade.

3.3. Obtencao dos [ nstar es de Amblyomma cajennense

3.3.1. Ninfas ndo Ingurgitadas

A colbnia inicial de A. cajennense foi obtida a partir de fémeas ingurgitadas
provenientes de equinos naturalmente infestados mantidos no setor de apreenséo da
UFRRJ. As amostras colhidas foram lavadas em égua corrente, secas, identificadas

segundo ARAGAO & FONSECA (1961) no Laboratorio de Ixodologia da Estacio

2 Cargil®



15

Parasitologica W. O. NEITZ em Camara climatizada tipo B.O.D. a 27° + 1°C com
umidade relativa superior a 80% com o objetivo de obter-se ovos. As posturas foram
pesadas e acondicionadas em seringas descartévels, adaptadas para o experimento,
guando foram cortadas préximo ao émbolo, vedadas em uma das extremidades com o
préprio émbolo e aoutra com tampafeita de a godao.

Foi colocado um grama de ovos em cada seringa. Aproximadamente quinze dias
apos a eclosdo das larvas, as mesmas foram utilizadas para infestacfes artificiais em
coelhos, seguindo atécnica descrita por CUNHA (1986), que se baseia ha colocacéo de
um capuz confeccionado em tecido de algoddo aderido ao pavilhd&o auricular dos
coelhos e fixados com o auxilio de pasta Una (&gua destilada, gelatina em folha,
glicerinae 6xido de zinco) e protegidos com esparadrapo.

As larvas ingurgitadas desprendidas foram retiradas do capuz apoés o periodo de
cinco dias de aimentacéo e levadas ao laboratorio, sendo separadas em grupos de dez
individuos por tubo de ensaio e as amostras destinadas & manutencdo de colonia foram
armazenadas em seringas plésticas contendo aliquotas de 300mg e levadas a camara
climatizada do tipo B.O.D. nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. As amostras
contidas no tubo de ensaio foram utilizadas nos bioensaios 25 dias apos ecdise larval,
segundo ROHR (1909).

3.3.2. Ninfaslngurgitadas

Ninfas obtidas a partir de larvas ingurgitadas com aproximadamente 20 dias de

idade, foram utilizadas para infestagdes artificiais em coelhos sendo preconizada a
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mesma metodologia utilizada para larvas. Foram utilizados quatro animais contendo
cada um dees uma diquota de 600mg de ninfas de A. cajennense. As ninfas
ingurgitadas foram col etadas aproximadamente no 5° dia apos a infestacdo, lavadas em
solugdo de hipoclorito de sbdio a 1%, enxaguadas em égua destilada, secas em papel
filtro e separadas em aiquotas de dez individuos por tubos de ensaio estéreis para a
realizacéo dos bioensaios. Outras amostras contendo aliquotas de 50 ninfas ingurgitadas
foram acondicionadas em seringas plasticas estéreis com capacidade de 10ml para
continuidade da manutencdo da coldnia de A. cajennense Todo o material foi mantido

nas condic¢des control adas ja mencionadas.

3.3.3. Adultos ndo alimentados

Adultos de A. cajennense foram obtidos a partir de amostras provenientes de
coelhos infestados artificialmente com ninfas. Ap0s a ecdise, os adultos foram lavados
em solucdo de hipoclorito de sbdio a 1%, enxaguados em égua destilada, secos em
papel filtro, devidamente quantificados e acondicionados em tubos de ensaio, em

aliquotas de dez individuos por tubo.

3.34. FémeasIngurgitadas

Foi necessario a utilizacdo de infestagBes artificiais com o objetivo de obter os

ixodideos para a redizacdo do experimento, e a0 contr&rio de larvas e ninfas, que
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ingurgitam satisfatoriamente em coelhos, fémeas adultas n&o atingem peso adequado
paraarealizagdo do estudo, fazendo-se necesséria ainfestagdo em equinos.

Casais de A. cajennense com aproximadamente 20 dias em jejum foram utilizados
em infestacOes experimentais em areas delimitadas em equinos, segundo a técnica de
PRATA et al. (1995); que consiste no uso de uma pegca em tecido de algodéo no
formato retangular aderida a pele do pescoco dos equideos por meio de cola de
sapateiro® e esparadrapo, dotada de uma espécie de janela, mantida fechada com velcro
e aberta sempre que fosse necessaria a visualizacdo dos carrapatos, até a obtencdo de
fémeas ingurgitadas. Foram utilizados dois cavalos com 80 casais por antimero do

animal.

3.4. Fungos Entomopatogénicos

3.4.1. Obtencdo das amostras de Metarhizium anisopliaee Beauveria bassiana

Os isolados iniciais de M. anisopliaec e B. bassana foram cedidos pelo
Departamento de Entomologia da Escola Superior de Agricultura®Luiz de Queiroz”, da
Universidade de Sao Paulo (USP).

As amostras utilizadas foram de Metarhizium anisopliae, denominados Ma 319
(isolado de formiga), Ma 959 (isolado de cigarrinha no Estado do Rio de Janeiro e
mantido em carrapato) e Ma E9 (isolado padréo), e osisolados de B. bassiana, descritos

como Bb 747 (isolado de formiga) e Bb 986 (isolado de carrapato) (Figuras 1e 2).

3 Cuvulfix®
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Tais isolados foram mantidos e reproduzidos no Laboratério de Controle

Microbiano de Artrépodes de Importancia Veterindria da UFRRJ.

3.4.2. Elaboracéo das suspensdes conidiais

Os fungos foram produzidos a partir de meio de arroz acondicionados em sacos
de polipropileno, no qual originaram-se as suspensoes conidiais. Cada saco continha 60
gramas de arroz e 30 ml de agua destilada, previamente autoclavados durante 20

minutos a 120°C.



Figura 1. Isolados do fungo Metarhizium anisopliae A-1solado 959, B-I1solado 319, C-Isolado E9
(provenientes de culturaem lamina), A'- Isolado 959, B'- Isolado 319, C'- Isolado E9
(mantidos em meio de culturatipo BDA)

19
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Figura 2. Isolados do fungo Beauveria bassiana: A - Isolado 747, B - Isolado 986
(provenientes de cultivo em 1amina); A'- Isolado 747, B'- Isolado 986
(mantidos em meio de culturatipo BDA).



21

Posteriormente a inoculacéo fangica, estes foram levados a cAmara climatizada
reguladaa 27 + 1°C efotofase de 16 horas e apds o periodo compreendido entre 15 e 20
dias, os sacos contendo arroz foram selecionados, identificados e utilizados na
preparacdo das diferentes concentragdes utilizadas. Foram realizadas homogenei zactes
diarias do meio de arroz com o objetivo de distribuir a umidade contida no saco, que é
um dos fatores imprescindiveis para a conidiogénese. Os meios de cultura inoculados

gue apresentaram contaminagdes foram separados e devidamente descartados.

3.4.3. Quantificagdo do indculo

A quantificagdo conidia foi feita através de contagem direta a0 microscdpio, com
auxilio de camara de Neubauer (ALVES & MORAES, 1998).

Uma porc¢do de arroz contendo o fungo foi homogeneizada em Becker graduado de
100 ml contendo &gua destilada com 0,1% de espalhante adesivo Tween 80°. Apds
homogeneizacdo, uma amostra da suspensdo foi colocada na camara de Neubauer e
quantificada a0 microscopio para avaliacdo do nimero de conidios encontrados. O
campo da camara utilizando a &ea de 0,0025 mn¥ proporcionou O volume
correspondente a concentragdo 10%. A média de contagem por campo (n) foi
multiplicada por um fator fixo (n x 4 x 10°), o que determinou o nimero de conidios
existentes na suspenséo (ALVES & MORAES, 1998).

Através desta metodologia, preparou-se suspensdes nas concentrages 2,80 x 107,

1,17 x 10, 1,30 x 1C%, 1,41 x 10°, 1,22 x 10, para M. anisopliae (isolados 959, 319, E9)



e B. bassiana (isolados 986, 747). A suspensdo 10’ de cada isolado foi preparada a
partir da concentracgo 108, adicionando uma aliquota da suspenso (10 ml) em 90 ml de
&gua destilada. A concentragdo 10° foi obtida a partir da 10, e a 10° a partir da 1C°,
seguindo 0 mesmo procedimento de diluicéo seriada descrito acima. O grupo controle

foi composto de 100ml de &gua destilada e 0,1% de espal hante adesivo.

35. Bioensaios

Os bioensaios foram elaborados para avaliar a patogenicidade dos entomopatdégenos
M. anisopliae e B. bassiana nas diversas fases do ciclo biolégico do carrapato A.

cajennense em condicgdes laboratoriais.

3.5.1. Infecgdo in vitro de ninfas ndo ingur gitadas de Amblyomma cajennense

Cada bioensaio com ninfas ndo alimentadas foi realizado em condigdes
controladas de temperatura e umidade (27°C e O 80%UR), com quatro diferentes
tratamentos nas concentraces ( 10°, 10°, 107, 10® conidios/ml), e um grupo controle
para cada isolado. As amostras foram coletadas, levadas a laboratério e lavadas em
solucéo de hipoclorito de sodio a 1%, enxaguadas em agua estéril pelo periodo de um
minuto, secas em papel filtro para aretirada de excesso de &gua, identificadas, pesadas e
separadas em tubos de ensaios individualizados estéreis para ainfeccdo com os i solados

fungicos. Foram realizadas dez repeticdes por tratamento com utilizacdo de dez ninfas



para cada repeticdo, resultando num total de 50 tubos de ensaio por isolado. Os tubos
foram devidamente vedados com algoddo hidrofilo e identificados de acordo com a
concentragao e isolado do fungo utilizado.

Cada grupo de ninfas recebeu um mililitro de suspenséo conidial, onde foram
mantidas imersas durante o periodo de cinco minutos. Apds esse tempo, 0 excesso da
suspensado foi eliminado através dainversdo do tubo de ensaio, e 0 material mantido em
condicbes de temperatura e umidade ja descritas. A andlise da acdo dos fungos B.
bassiana e M. anisopliae sobre ninfas ndo alimentadas de A. cajennense foi realizada
através da observacdo do percentual de sobrevivéncia das ninfas, 15 dias apds o

tratamento com os fungos.

3.5.2. Infecgdo in vitro de ninfas ingur gitadas de Amblyomma cajennense

Os bioensaios com ninfas ingurgitadas foram constituidos de um grupo realizado
em condigdes controladas de temperatura e umidade (27°C e [0 80%UR), com quatro
diferentes tratamentos nas concentragdes 10°, 10°, 107, 10° conidios/ml, e um grupo
controle para cada isolado; sendo que, para cada tratamento, foram feitas dez repeticoes
e utilizadas dez ninfas alimentadas em cada repeticio. A mesma metodologia

preconizada para ninfas ndo alimentadas foi utilizada neste bioensaio.
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A avdiacdo da eficacia dos fungos utilizados neste experimento foi realizada
através da observacdo visua da viabilidade das ninfas tratadas, 15 dias apds a exposi ¢éo

aos fungos.

35.3. Infeccéoin vitro de adultos ndo alimentados de Amblyomma cajennense

Cada bioensaio com adultos foi redizado em condigdes controladas de
temperatura e umidade (27°C e O 80% UR), com quatro diferentes tratamentos nas
concentragdes (10°, 10°, 10" e 108 conidios/ml) e um grupo controle para cada isolado,
sendo que para cada tratamento foram feitas dez repeticdes e utilizados dez adultos em
cada repeticdo. A mesma metodologia preconizada para ninfas ndo aimentadas foi
utilizada neste experimento.

Quinze dias apos o tratamento foram feitas avaliacBes sobre a viabilidade dos

adultos tratados com os isolados de M. anisopliae e B. bassana.

35.4. Infeccédoin vitro de fémeasingurgitadas de Amblyomma cajennense

As fémeas ingurgitadas de A. cagjennense utilizadas para os bioensaios foram
coletadas dez a 15 dias ap0s a infestacéo artificial e a mesma metodologia relativa a
esterilizacdo e separacdo de aliquotas de ninfas ndo ingurgitadas foi utilizada. Para a
realizacdo dos tratamentos a coleta dos carrapatos foi homogeneizada e os individuos

foram selecionados visualmente por tamanho, buscando a padronizac&o das amostras.
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Foram preparadas quatro suspensdes nas concentragbes 10°, 10°, 10’ e 10°
conidios/ml de suspensdo (BITTENCOURT, 1992), na qual foram utilizadas para a
imersdo das fémeas ingurgitadas de A. cajennense, baseada nas técnicas de avaiacéo de
carrapaticidas descritas por TORRADO & GUTIERREZ (1969) e STENDEL (1980).
Apos a imersdo durante o periodo de cinco minutos, as fémeas foram acondicionadas
em placas de Petri, em aliquotas de dez individuos por placa, além do grupo controle,
que foi banhado por cinco minutos por &gua destilada acrescido de espal hante adesivo
Tween 80® a 1%. Foram realizadas dez repeticdes por tratamento resultando no total de
210 fémeas ingurgitadas utilizadas neste experimento. As fémeas foram fixadas em
decubito dorsal na placa de Petri conforme metodologia preconizada no laboratorio
Ixodologia da UFRRJ, com o auxilio de uma fita adesiva dupla face, para manter
individualizada a coleta diaria das massas de ovos e facilitar a identificagdo de cada
fémea através de nimeros. As massas de ovos eram recolhidas diariamente, pesadas e
colocadas individualmente em tubos de ensaios estéreis.

Com isso foi possivel a observacdo e a coleta de dados para avaiacéo de
caracteristicas biol 6gicas, de acordo com 0s seguintes parametros:

» Peso Inicial dafémea representado pelo valor obtido através da pesagem feitacom o
auxilio de balanca analitica.

» Peso da Postura obtido através da coleta das massas de ovos e pesagens diérias,
com posterior acondicionamento em tubos de ensaio estéreis e individualizados
devidamente identificados. Sendo este parametro representado pelo somatério das

posturas, foi efetuado ao término da ovoposi¢do das fémeas ingurgitadas.
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> Peso da Quendgina, obtido apds a morte da fémea.
> Indice de Eficiéncia Reprodutiva (IER), que tem como objetivo analisar o potencial
bidtico das fémeas ao produzirem ovos. Trata-se de uma relagdo entre o peso inicia e

final dafémea e o peso dos ovos, sendo obtido com o auxilio da seguinte formula:

IER= Pesomassaovos(g) X 100
Peso inicial dafémea(Q)

> Indice de Eficiéncia Nutricional (IEN) que descreve o potencial da fémea em
converter nutrientes nos diversos processos metabdlicos, como sudacédo, salivacéo,

respiragao, locomocéo, etc.

IEN = Peso massaovos(g) X 100
Peso inicial fem.- Peso final fem. (g)

» Periodo de Pré-postura (PPP) representado pelo periodo em dias obtido desde o
desprendimento da fémea no hospedeiro até o primeiro dia de postura.

» Periodo de Postura (PP), representado em dias, € o periodo compreendido entre o
inicio e o final da postura.

» Periodo de Incubacdo (Pl) equivalente ao periodo em dias entre o inicio da postura

até o inicio daeclosdo das larvas.

» Periodo de Ecloséo (PE), compreendido entre o inicio e o final daeclosdo larval.
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> Percentua de Eclosdo larval (%), obtido por avaliagdo visua em método
comparativo aum padrdo pré-estabel ecido.

» Percentual de Controle, obtido a partir da seguinte formula:

%C = ER (Controle) — x ER (Tratado)

X ER (Controle)

» Eficiénciareprodutiva, obtida a partir da seguinte formula:

ER = Peso massaovos(g) X % eclosdo
Peso dafémea

3.6. Isolamento dos Fungos apés bioensaios

Apos os bioensaios e infeccdo dos carrapatos, os fungos foram reisolados em

meio de cultura BDA, onde através da identificacdo taxondmica confirmou-se as

espécies fungicas que foram utilizadas no presente trabal ho.

3.7. Andlise Estatistica e Probites

Foram usadas andlises de Probites’ para calcular as concentragdes letais, CL 50 e

CL 90, segundo LITCHFIELD & WILCOXON (1949).

4 Os testes foram realizados utilizando-se os programas estatisticos Probit or Logit Analysis e Instat 2.
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Para verificar se houveram variagfes dentro de um mesmo tratamento e entre outros
tratamentos com os diferentes isolados e concentragfes, foram realizadas andises de
variancia (ANOVA), seguida pela aplicacéo do teste de TUKEY, para comparacdo
entre as médias calculando-se o coeficiente de variagdo, informacdo importante para a

verificagéo da precisdo dos dados.



4. RESULTADOS

4.1. Percentual de recuperacdo de fémeas ingur gitadas de Amblyomma cajennense
utilizadas em infestacBes artificiaisem equinos

O percentual médio de recuperacdo obtido foi 54,06%, calculado através da

seguinteférmula:

% Recuperacdo = N.°fémeas recuperadas x 100
N.° fémeasinfestantes

O numero total de fémeas recuperadas foi de 173 individuos, como pode ser
observado natabela 1.

Tabela 1 . Percentua de recuperagdo de fémeas ingurgitadas de Amblyomma
cajenennse utilizadas em infestagdes artificiais em equinos.

Peso médio das
fémeas
recuper adas (mg)

N° de casais N° de fémeas Percentual de

S infestantes recuperadas recuperacdo (%)

2 160 54 33,75 497,3
Média 160 86,5 54,06 550,0




4.2. Ninfas nao alimentadas de Amblyomma cajennense

O percentual médio de viabilidade dos grupos controle foi 86 + 10,0%, enguanto
gue no isolado M. anisopliae (denominado Ma 959) este parametro foi 68 + 17,5%,
77,0 + 13,4%, 82,0+ 10,3% e 68,0 + 10,0%, para as concentracdes 10°, 10°, 10" e 108,
respectivamente. Para os isolados Ma 319 e Ma E9 somente foram observadas
diferencas significativas nos tratamentos 10" e 108 conidios/ml, que apresentaram um
percentual de viabilidade ninfal de 67 + 10,6% e 63 + 10,5%, 70 * 9,4% e 55,0 +
16,4%, respectivamente. (Tabela 2).

Os isolados de B. bassana (denominados Bb 747 e Bb 986) apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos e/ou quando comparados com 0s grupos
controle. Os percentuais de viabilidade do isolados 986 foram de 44,0 £ 8,4 a 65,0 £
12,7%, enquanto que o isolado 747 apresentou osvaloresde 27,0+ 9,5a 71,0 = 11,0%.
Tais resultados esto descritos na Tabela 2.

Verificou-se que nos grupos tratados havia uma reducdo considerdvel na
viabilidade de ninfas & medida que se aumentou a concentragdo de conidios na
suspensdo, com excecd0 do isolado Ma 959 onde as concentragdes 10° e 10’
conidios/ml apresentaram maiores percentuais de viabilidade do que a concentragio 10°
conidiog/ml. As CL 50 e 90 verificadas para os isolados testados podem ser vistas na

Tabela 3. A viabilidade das ninfas ndo alimentadas esta representada na Figura 3.
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Tabela 2. Percentua de viabilidade de ninfas ndo aimentadas de Amblyomma
cajennense infectadas com diferentes i solados dos fungos Metarhizium anisopliae (Ma)
e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados

Conc. Ma 959 Ma 319 Ma E9 Bb 986 Bb 747

Con/ml*

Controle 86 + 10,02 86 + 10,0° 86+100° 86+100%° 86+100?

10° 68+175° 80+137% 75+151® 65+127° 71+110°
10° 77+134%  77+116%® 75+126%® 64+87° 61+126°
10’ 82+103®  67+106° 70+94°  53+107° 541+164™
10 68+100° 63+105° 55+164°  44+84°  27+95¢

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentracao de conidios/ml de suspensédo conidial.

Tabela 3. Concentragdes |etais dos diversos i solados de Metarhizium anisopliae (Ma) e
Beauveria bassiana (Bb) sobre ninfas ndo alimentadas de Amblyomma cajennense.

Concentragoes
| solados CL 50 CL 90
Ma 959 2,89 x 10 9,72 x 10"
MaE9 5,38 x 10" 3,30 x 10"
Ma319 7,86 x 10 1,37 x 10"
Bb 747 1,77 x 1P 1,18 x 10"

Bb 986 1,81 x 10° 4,49 x 10"




4.3. Ninfas alimentadas de Amblyomma cajennense

O percentual médio de viabilidade encontrado nos grupos controle foi de 83 +
24,6%, sendo observadas diferencas significativas entre os tratamentos em todos 0s
isolados, havendo uma reducdo no percentual de ecdise a medida que se aumentava a
concentracdo de conidios na suspensdo. O isolado Ma 959 apresentou-se de forma
diferenciada, onde a concentragdo 10° con/ml apresentou um percentual de viabilidade
superior a concentragio 10° conidios/ml, demonstrando uma excecdo a afirmacio
acima. (Tabela4 eFigura4).

As concentracOes letais (CL50 E CL 90) obtidas dos isolados podem ser
verificadas na Tabela 5.

44.  Adultos ndo alimentados de Amblyomma cajennense

Nos resultados obtidos no presente experimento foi observado em todos os
isolados de M. anisopliae testados que os tratamentos 107 e 10® conidios/ml reduziram
significativamente o percentual de sobrevivéncia dos adultos ndo alimentados, como
pode ser observado na Tabela 6.

Com relacdo aos isolados 986 e 747 do fungo B. bassana observou-se
diferencas significativas nas concentragdes 10°, 10" e 10°, sendo este parémetro
inversamente proporcional as concentragdes utilizadas nos bioensaios (Tabela 6). Tais
resultados estdo demonstrados na Figura 5. As CL50 e CL90 verificadas para os

isolados Ma 959, Ma 319, MaE9, Bb 986 e Bb747 podem ser analisadas na Tabela 7.



Tabea 4. Percentual de viabilidade de ninfas aimentadas de Amblyomma cajennense
tratadas com diferentes isolados dos fungos Metarhizium anisopliaei (Ma) e Beauveria
bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
Conc. Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 986 Bb 747
Con/ml*

Controle 83+246% 83+246° 83+246% 83+246% 83+246°

10° 64+207° 68+132° 67+201* 69+100° 60+82%
10° 62+230° 69+166° 63+177° 69+113° 56+120°
10 59+165% 52+132® 59+200° 68+108° 56%135°
10° 55+100® 35+135° 49+191° 35+101° 49+126"°

M édias seguidas de mesma, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentragéo de conidios/ml de suspensdo conidial.

Tabela 5. Concentracdes |etais dos diversos isolados de Metarhizium anisopliae (Ma) e
Beauveria bassiana (Bb) sobre ninfas alimentadas de Amblyomma cajennense.

Concentragoes
| solados CL 50 CL 90
Ma 959 5,19 x 10° 5,95 x 10"
Ma319 1,0x 10 7,13 x 10*
MaE9 2,05 x 10 2,75 x 10%°
Bb 986 7,64 x 107 1,7 x 10%

Bb 747 2,72 x 10" 1,41 x 107




Tabela 6. Percentua de viabilidade de adultos ndo alimentados de Amblyomma
cajennense tratados com diferentes isolados dos fungos Metarhizium anisopliae (Ma) e
Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
Conc. Ma 959 Ma 319 MaE9 Bb 986 Bb747
Con/ml*

Controle  77+134% 77+134%  77+134% 77+134% 77+1342
10° 84+172% 77+116* 78+162* 81+100* 83+95°
10° 54+143® 66+117* 70+133* 53+150° 50+115°
10 51+135° 38+148° 46+135° 48+148° 52+187°

108 30+120° 24 +200° 37+205° 21+120° 35+158°

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.
* Concentragéo de conidios/ml de suspensdo conidial.

Tabea 7. ConcentracOes |etais dos diversos isolados de Metarhizium anisopliae (Ma) e
Beauveria bassiana (Bb)sobre adultos ndo alimentados de Amblyomma cajennense

Concentragoes

| solados CL 50 CL 90
Ma 959 1,88 x 10° 6,7 x 10
Ma319 1,43 x 1¢° 6,69 x 10°
MaE9 4,39 x 10° 3,77 x 10%
Bb 986 1,13x 10° 1,02 x 10°

Bb 747 3,36 x 10° 1,32 x 10"
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45.  Fémeas Ingurgitadas de Amblyomma cajennense
45.1. Periodo médio de pré-postura

O periodo médio de pré-postura encontrado nos grupos controle foi de 5,8 + 0,4
dias, enquanto que nas concentracdes 10°, 10°, 10’ e 108 da espécie M. anisopliae,
isolado E9 este parametro variou entre 6,9 + 1,7 a 10,4 + 4,4 dias, ndo apresentando
diferencas estatisticas entre as concentracbes e quando comparados com 0S grupos
controle. Resultados similares também foram observados com a cepa Ma 319 que
demonstrou umavariagcéo de 7,3+ 0,5 a10,8 £ 8,1 dias. Parao isolado Ma 959 somente
foram observadas diferencas significativas quando comparados com 0s grupos controle,
nas concentragbes 10" e 10® (8,8 + 4,0 e 9,6 * 2,2 dias), respectivamente. Estes
resultados podem ser observados na Tabela 8.
Tabela 8. Periodo médio de pré-postura (dias) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma

caennense tratadas com diversas concentragcbes dos isolados de Metarhizium
anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
Conc. Ma 319 Ma 959 Ma E9 Bb 747 Bb 986

Con/ml*
Controle 5,8+ 042 5,8+042 5,8+ 042 5,8+042 5,8+ 042

10° 73+05% 7,1+09® 69+17* 53+04% 7,8+06%®
10° 60+322 76+08® 70+26* 68+08° 7,6+23®
10’ 75+41® 88+40° 70+65* 73+05° 84+16™

10° 10,8+8,1* 96+22° 104+45* 75+08° 8,6+33™

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentragéo de conidios/ml de suspensdo conidial.



Os isolados de B. bassana quando analisados estatisticamente apresentaram
diferencas significativas nas concentragdes 10°, 10 e 10® no isolado 747, e somente as
concentracdes 107 e 10° referentes ao isolado 986 (Tabela 8). Estes resultados s30

demonstrados na Figura6.

4.5.2. Periodo médio de postura

O periodo médio de postura dos grupos controle foi de 23,4 + 3,5 dias, e nas
concentrages 10°, 10° e 107 do isolado Ma 959 n&o houve diferenca significativa entre
0s tratamentos e/ou quando comparados com os grupos controle; resultados diferentes
aos obtidos na concentragdo 10® que apresentou o periodo de pré-postura de 5,3 + 2,7
dias. Os resultados obtidos com o isolado Ma 319 apresentaram diferencas
significativas nas concentragbes 1%, 10" e 10%, e o isolado Ma E9 onde as
concentracBes 107 e 10® demonstraram tal caracteristica, apresentando os periodos de
6,7£2,6e4,2+ 1,5dias, respectivamente ( Figura7 e Tabela 9).

Nos grupos tratados com diferentes isolados de B. bassana observou-se
diferencas significativas em relagdo ao controle em todas as concentragdes utilizadas,
variando de 11,7+ 4,0a16,5+ 4,4 dias parao isolado Bb 747 11,6 + 82a9,3+ 1,6

dias paraoisolado Bb 986 (Tabela 9).
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Tabela 9 Periodo médio de postura (dias) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma
caennense tratadas com diversas concentragbes dos isolados de Metarhizium
anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados

Conc.
Con/mi* Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

Controle 234+35% 234+35% 234+35" 234+35* 234+35%

10° 182+84® 184+80° 199+30® 165+44° 138+57°
10° 176+69™ 136+22* 182+6,6® 143+25* 128+59°
10’ 146+98™ 91+71% 67+£26° 133+30*° 93+16°
10 84+65° 53+27° 42+15° 11,7+40° 11,6+82°

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentracao de conidios/ml de suspensédo conidial.

4.5.3. Periodo médio de incubacdo

O periodo médio de incubacdo dos ovos observado nos grupos controle foi de
35,6 + 2,5 dias. Nos grupos tratados ndo houve diferenca significativa entre os demais
tratamentos e o grupo controle, com excecdo do isolado Ma 319 onde somente a
concentragdo 1% conidios/ml (40,0 + 12,6 dias) e também no isolado Bb 747 com a
mesma concentracdo (37,0 £ 3,4 dias), apresentaram diferencas significativas quando
comparados com os demais tratamentos. Tais resultados podem ser vistos na Tabela 10

e Figuras.



Tabela 10. Periodo médio de incubacdo (dias) dos ovos de fémeas ingurgitadas de
Amblyomma cajennense tratadas com diversas concentracbes dos isolados de
Metarhizium anisopliae (M a) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
Conc.
Con/ml* Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

Controle  356+25* 356+25° 356+25° 356+25° 356+25°
10° 36,2+30° 380+27% 356+25* 316+21* 31,0+99
10° 30,7+6,3* 37, 7+£30*° 332+x10° 31,7+22* 329+x89
10’ 294+72% 280+94 230+90° 302+x20° 35776

10 40,0+ 126" 30,7+114* 27,7+93* 37,0£34°> 290+54°

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentragéo de conidios/ml de suspensdo conidial.

4.5.4. Peso médio da postura

O peso médio de postura das fémeas ingurgitadas dos grupos controle foi 323, 8
* 75,6mg, enquanto em todos os tratamentos utilizados observou-se uma diminuic¢éo do
peso da massa de ovos a medida que se aumentou a concentracéo de conidios/ml de
suspensdo. O isolado Ma 319 demonstrou a mais acentuada diminuicdo, obtida a partir
da concentrag&o 10% conidios/ml (79,1 + 7,3mg); estes resultados podem ser observados

na Tabela 11, e demonstrados na Figura 9.
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dosisolados de Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).



Tabeda 11. Peso médio da postura (mg) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma
caennense tratadas com diversas concentragbes dos isolados de Metarhizium
anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
Conc. Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

Con/ml*

Controle 323,8+75,6% 323,8+756% 323,8+756% 323,8+756% 323,8+75,6°

10°  283,7+894% 2918+685% 264,2+600%® 2854 +635% 137,9+76,3"
10° 115,5+825° 286,1+59,32 219,0+71,6° 2589+508° 128,4+64,6°
10’ 114,0+546° 211,6+915% 177,2+843° 168,0+57,6° 129,0+75,6°

108 79,1+ 33,6° 160,4+67,3° 153,1+80,9° 163,9+49,0° 1132+483°

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
*Concentracdo de conidios/ml de suspensdo conidial.

45.5. Periodo médio de eclosio

O periodo médio de eclosdo das larvas oriundas dos grupos controle foi de 9,2 +
1,1 dias, enquanto nos tratamentos utilizando os diferentes isolados de B. bassiana e M.
anisopliae observou-se que tal pardmetro foi inversamente proporcional as
concentragdes fungicas utilizadas.

Nos resultados obtidos no presente trabalho foram observadas diferencas

significativas em alguns tratamentos dos i solados testados (Tabela 12 e Figura 10).
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Tabda 12. Periodo médio de eclosdo (dias) de larvas provenientes de fémeas
ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com diversas concentracbes dos
isolados de Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
anc;?rﬁ'* Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

Controle 9,2+112 92+11% 92+11% 92+11* 92+11°
10° 8,0+30* 7,1+25% 6,3+32% 9,0+11%* 6,9+32%
10° 57+38%  7,1+£29°2 6,5£34% 76+13® 6,0+34%
10’ 41+30° 23+18° 28+33" 63+x14°> 38+18Y™

108 1,0+ 03¢ 1,5+1,0° 1,3+1,0° 56+25° 1,7+14¢

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.
* Concentragéo de conidios/ml de suspensdo conidial.

4.5.6. Percentual médio de eclosao

O percentual médio de eclosdo de larvas oriundas de fémeas ingurgitadas dos
grupos controle foi de 98,0 £ 4,2%, enquanto observou-se nos diferentes isolados que
todas as concentracdes utilizadas nos bioensaios apresentaram diferencas significativas
quando submetidos a comparagfes estatisticas com 0s grupos controle, com excegdo
dos isolados Ma 959, Ma E9 e Bb 747, onde somente observou-se tal diferenca nas

concentragdes 10’ e 108 (Figura 11 e Tabela 13).



W Controle
0105
@ 106
| 107
| 108

Periodo de eclosio (dias)

Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

| solados

Figura 10. Periodo de eclosdo (dias) de ovos provenientes de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas
com diversas concentracdes dos isolados de Metar hizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).
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Tabda 13. Percentua médio de eclosdo (%) de larvas provenientes de fémeas
ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com diversas concentracbes dos
isolados de Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
oS Ma 319 Ma 959 Ma E9 Bb 747 Bb 986

Controle 98 +4,22 98+42% 98+ 422 98+ 423 98+ 42°
10° 69+ 260° 72+262% 65+ 302* 91+57° 58+294°
10° 48 + 352 7242822 65+ 372 87+106% 55+347°
10’ 33+231° 18+204° 35+ 420° 64+201° 48+ 225

10° 1,0+ 129 16 +17,8° 90+74° 55+263° 22+270°

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentracao de conidios/ml de suspensédo conidial.

4.5.7. Peso médio inicial das fémeasingurgitadas

O peso médio inicial das fémeas observados nos grupos controle foi de 612,9 +
97,6 mg, enquanto nos grupos tratados com diferentes isolados de B. bassana nas
diversas concentracOes foram de 657,3 £ 165,5 a 418,7 + 132,1, e nos grupos em gue
foram utilizados os diferentes isolados de M. anisopliae houve a variagdo de 688,8 *
210,3 a517,3+ 97,6 mg. N&o houve diferencas significativas entre os tratamentos e/ou

controle (Tabela14).
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4.5.8. Peso médio das quendginas

Com relagdo ao peso médio final das fémeas (quendginas) observou-se uma média
de 137,1 £ 77,5mg nos grupos controle.

As fémeas ingurgitadas tratadas com os isolados da espécie M. anisopliae
apresentaram melhores resultados quando comparados aos apresentados pel os isolados
de B. bassana, que ndo demonstraram diferencas significativas entre os tratamentos
e/ou grupos controle. O isolado Ma 959 apresentou 0 menor peso final da fémea, com

média de 142,19 + 73,7mg (concentragio 108con/ml). Tais resultados sfo observados na

Tabela 15, e demonstrados na Figura 12.

Tabela 14. Peso médio inicial de fémeas ingurgitadas (mg) de Amblyomma cajennense
tratadas com diversas concentracOes dos isolados Metarhizum anisopliae (Ma) e
Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
C‘g,?,?,‘;'i* Ma 319 Ma 959 \ Y =e) Bb 747 Bb 986

Controle  612,9+97,6% 6129+97,6% 6129+97,6% 6129+97,6% 612,9+97,6°
10° 618,9 +97,5% 615,6 +210,3% 589,4 + 132,1% 569,9 + 116,0% 560,7 + 160,0°
10° 632,0+175,8% 633,0+86,9% 619,5+112,9% 657,3+181,0* 418,7 + 140,02
10’ 641,0 +£104,1% 627,5+103,3% 517,3 + 165,52 545,7 + 205,72 447,8 + 93,0*

10° 592,4 +132,0% 688,8 + 112,4% 592,4 + 132,0% 488,9 + 137,0% 489,0 + 137,02

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentragdo de conidios/ml de suspensédo conidial.
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Tabeda 15. Peso médio das quendginas (mg) provenientes de fémeas ingurgitadas de
Amblyomma cajennense tratadas com diversas concentracbes dos isolados de
Metarhizium anisopliae (M@) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados

Conc.

Con/ml* Ma319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

10°  225,0%1135% 192,04650% 182,9 £50,3%® 138,6+99,5% 247,389,12
10°  296,8498,0° 192,1+29,5% 1824 +355%® 163,4 +87,2% 207,7+82,72
10’ 254,2+489,1°  230,3+62,8% 296,0+91,0" 132,8 +48,7% 175,9461,6°
10°  313,6497,3° 142,19+737° 296,2+97,3" 161,8+60,5* 161,8+60,5

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.
* Concentrag&o de conidios/ml de suspenséo conidial.

459. Indice de Eficiéncia Nutricional, indice de Eficiencia Reprodutiva,
Per centual de Controle e Eficiéncia Reprodutiva.

O indice de Eficiéncia Nutricional (IEN) médio dos grupos controle foi 68,05 +
27,13%, enquanto nos grupos tratados com os diferentes isolados de M. anisopliae nas
diversas concentragdes foram de 20,60 + 12,6 a 59,35 + 6,4%. Os isolados de B.
bassiana apresentaram uma variagdo de 23,80 + 14,1 a 57,71 + 15,8% e/ou quando

comparados aos grupos controle (Tabela 16).
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Figura 12. Peso da quendgina (mg) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com diversas

concentracoes dos isolados de Metar hizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (BDb).




Tabea 16. indice de eficiéncia nutricional de fémeas ingurgitadas de Amblyomma
caennense tratadas com diversas concentragbes dos isolados de Metarhizium
anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
Conc. Con/ml* Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

10° 59,35+6,4% 50,77+18,3% 66,61+12,7% 49,54+21,9% 57,71+15,8%
10° 44,24+295° 54,56+16,1* 66,73+16,4% 39,36+17,0° 44,28+19,1°
10’ 42,57+26,6° 49,71+20,3° 31,64+10,81° 34,18+11,9° 38,96+12,7"
108 18,12+13,7° 20,60+12,6° 28,00+13,9° 23,80+14,1¢ 26,80+14,1°

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna nado diferem pelo Teste de Tukey a5%.
* Concentracdo de conidios/ml de suspensdo conidial.

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos e/ou
guando comparados aos grupos controle (Figura 13).

O indice de Eficiéncia Reprodutiva (IER) dos grupos controle foi 52,83 +
17,2%, enguanto nos grupos tratados com os diversos isolados de M. anisopliae foram
de 8,68 + 1,8 a51,92 + 11,3%. Para os grupos tratados com os diferentes i solados de B.
bassiana nas diversas concentracdes este parametro variou de 15,83 + 10,2 a 45,53 +
22,2%.

O parametro em questdo mostrou-se inversamente proporcional as concentragdes
fungicas, havendo diferencas significativas entre os tratamentos €/ou quando
comparados aos grupos controle. (Tabela 17). Tais resultados s8o demonstrados na

Figura 14.



Tabea 17. indice de eficiéncia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de Amblyomma
caennense tratadas com diversas concentracbes dos isolados de Metarhizium
anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
oot Mas3io Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986

Controle 52,83+17,2* 52,83+17,2% 52,83+17,2% 52,83+17,2% 52,83+17,2%
10°  41,93+124% 51,92+11,3® 4556 +192% 4553+222% 2855+12,0"
100 27,47+174° 42,01+123° 40,17 +156% 44,16+17,3% 25,14 +150°
10" 24,25+10,1% 3537+158° 3537+153° 3824+19,7° 19,03+11,3°

10° 13,22+7,2° 18,68+7,2° 868+18 20,76+114° 15,83+10,2°

M édias seguidas de mesma letra, em mesma coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.
* Concentragéo de conidios/ml de suspensdo conidial.

A média de eficiéncia reprodutiva (ER) encontrada nos grupos controle foi de
51,77 + 13,21 sendo observadas através da Analise de Variancia e Teste de Tukey a
presenca de diferencas significativas (P<0,05) entre os diversos tratamentos e suas
respectivas concentragdes e quando comparados com 0s grupos control e.

Houve uma diminuicdo deste parametro biologico a medida que se aumentou a
concentracdo de conidios/ml de suspensdo, sendo o isolado Ma 319 o tratamento que
apresentou os valores mais reduzidos de eficiéncia reprodutiva, encontrado na
concentragdo 10° con/ml. Tais resultados sfo descritos na Tabela 18, e demonstrados na

Figura 15.
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Figura 13. indice de eficiéncia nutricional (%) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas
com diversas concentracoes dos i solados de Metar hizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb.)
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Figura 14. Indice de eficiéncia reprodutiva (%) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas
com diversas concentragoes dos isolados de Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).
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Figura 15. Eficiéncia reprodutiva (%) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com
diversas concentracdes dos isolados de Metar hizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).
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Tabela 18. Eficiéncia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense
tratadas com diversas concentragdes dos isolados de Metarhizium anisopliae (Ma) e
Beauveria bassiana (Bb).

Tratamentos | solados
Conc. Ma 319 Ma 959 Ma E9 Bb 747 Bb 986
Con/ml*

100  31,35+11,8° 26,16 +11,6° 30,62+16,8° 36,25+19,0* 13,87 +9,6°
10° 16,08 +10,0° 23,26+14,6° 30,29+151° 3559+16,0° 14,67 +6,7°
10 12,02+80% 7,82+15 1875+97* 31,38+134% 10,42+6,2°
108 926+19% 569+18 292+13° 2990+125° 6,06+ 1,0°

M édias seguidas de mesmaletra, em mesma coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.
*Concentragdo de conidios/ml de suspensdo conidial.

Anadisando estatisticamente o Percentua de Controle, observou-se que este
parémetro demonstrou-se inversamente proporcional as concentracBes flungicas
utilizadas neste bioensaio, sendo o isolado Ma 319 o tratamento que apresentou 0 maior
percentual de controle, com média de 97,76%, na concentragdo 10° conidios/ml (Tabela
19 eFigura16).

Tabela 19. Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense

tratadas com diversas concentracOes dos isolados de Metarhizum anisopliae (Ma) e
Beauveria bassiana (Bb)

Tratamentos | solados
Conc. Ma 319 Ma 959 MaE9 Bb 747 Bb 986
Con/ml*
10° 49 47 39 44 40,85 73.21 2998
10° 35,75 68,94 41,49 71.66 31,25
107 84.91 76,78 63,92 79,87 39,38
108 96,73 97,76 94,35 88.83 4224

* Concentragdo de conidios/ml de suspenséo conidial.
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Figura 16. Percentual de controle (%) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com diversas
concentracdes dos isolados de Metar hizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).
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As concentracOes letais CL 50 e CL 90 de ambas espécies de fungos

entomopatogéni cos com seus respectivos i solados estdo descritos na Tabela 20.

Tabeda 20. Concentragéo letal (CL50 e 90) de fémeas ingurgitadas de Amblyomma
caennense tratadas com diversas concentracbes dos isolados de Metarhizium
anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).

Conc. Letal Ma319 Ma 959 MaE9 Bh747 Bb 986
CL50 1,7x10° 2,2x108 1,7 x 108 6,3 x 108 5,9 x 10’

CL90 15x10® 27x10° 1,9 x 10%° 2,7x10% 1,7 x 10°

4.5. | solamento dos fungos apoés bioensaios

Em todos os estagios evolutivos avaliados foi observado o crescimento dos fungos M.
anisopliae e B. bassiana ap0s inoculacdo em meio de cultura como pode ser visto nas

Figuras17 e 18.
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Figura 17. Reisolamento da cepa 319 do fungo Metarhizium anisopliae a partir de fémeas
ingurgitadas de Amblyomma cajennense.

Figura 18. Reisolamento da cepa 986 do fungo Beauveria bassiana a partir de fémeas
ingurgitadas de Amblyomma cajennense.






5. DISCUSSAO

5.1. Ninfas n&o alimentadas de Amblyomma cajennense

As consideracOes feitas sobre o efeito deletério in vitro causado por fungos
entomopatogénicos a carrapatos estdo presentes nas citacdes de KAAYA et al. (1996),
que avaliaram a acéo patogénica dos mesmos isolados de B. bassiana utilizados no
presente trabalho. Os autores verificaram que o percentual de viabilidade do carrapato
R. appendiculatus foi muito baixa, apresentando 100% de mortalidade nos grupos
tratados com suspensdes conidiais nas concentragdes 10° e 10® conidiosml. Ta
caracteristica também foi observada no presente estudo, onde a viabilidade de ninfas
nao alimentadas ndo foi superior a 65% e 71% para os isolados Bb 747 e Bb 986,

respectivamente.



Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por outros autores
(BITTENCOURT et al., 1997, MONTEIRO et al., 1998a e 1998b), que mesmo
trabalhando com outras espécies de ixodideos e outros estagios parasitérios, verificaram
gue estes fungos exerciam efeito deletério sobre as espécies de carrapato avaliadas,
reduzindo o percentual de viabilidade dos carrapatos testados.

Os mesmos isolados de B. bassana (747 e 986) foram testados por BARBOSA
et al., (1997), no qual os autores, avaliando a ecdise larval e a sobrevivéncia de ninfas
de R sanguineus, observaram um percentual de mortalidade de 94% e 100% para 0s
tratamentos 10° e 108 conidios/ml utilizando o isolado 747. Ao utilizar a cepaBb 986 a
mortalidade larval variou de 35% na concentragdo 10* conidiosml a 100% nas
concentraces 10° e 108 conidios/m.

Tais resultados demonstraram uma porcentagem de viabilidade inversamente
proporcional "a concentragdo de conidios da suspensdo, como também pode ser
observado no presente trabalho onde os isolados de B. bassiana testados apresentaram
0s menores valores percentuais de viabilidade com a concentragio 108 conidiog/m
(44% para o isolado 986 e 27% para o isolado 747). Esta mesma caracteristica foi
observada nos isolados de M. anisopliae no qual todos os tratamentos demonstraram
diferencas significativas no percentual de viabilidade de ninfas ndo alimentadas. Assim,
pela Tabela 2, constata-se a afirmagdo acima.

Foi obtida, a partir da Andlise de Probites deste experimento, a variagcdo na CL
50 dos isolados de M. anisopliae de 2,89 x 10™ a 7,86 x 10 conidios/ml, e para os

isolados de B. bassiana este mesmo parémetro oscilou entre 1,77 x 108 a 1,81 x 10°



conidiogml (Tabela 3). Segundo SOUZA (1999) este parametro, verificado a partir de
larvas ndo alimentadas de A. cajennense, variou entre 1,8 x 108 a 6,5 x 10° conidios/m
para 0s mesmos isolados de M. anisopliae utilizados neste trabaho, e para os isolados
986 e 747 do fungo B. bassiana o referido autor constatou os valoresde 3,9 x 10 e 7,9
x 10° conidios/ml, respectivamente.

Estes resultados demonstram ocorréncia de diferencas com relacdo a

susceptibilidade aos entomopatdgenos em diferentes espécies e instares de carrapatos.

5.2. Ninfas alimentadas de Amblyomma cajennense

Segundo CASTRO (1997), os instares alimentados da espécie B. microplus
foram menos susceptiveis a agdo do isolado 959 do fungo M. anisopliae devido a perda
da cuticula durante os processos de ecdise, visto que ja foi comprovado por
BITTENCOURT et al. (1999), que estes entomopatdgenos penetram nos carrapatos
através do tegumento.

ZHIOUA et al. (1997) ao avaliarem as alteracOes bioldgicas causadas em larvas
alimentadas de |. scapularis tratadas com o fungo M. anisopliae observaram alta
mortalidade das larvas duas semanas apos a infeccio com a concentracdo 10
conidios/ml de suspenséo.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram diferencas significativas
entre os tratamentos em todos os isolados, reduzindo o percentua de ecdise a medida

que se aumentava a concentracdo de conidios na suspensdo, com excegao dos resultados



obtidos a partir do isolado Ma 319, que apresentaram diferencas significativas quando
comparados com outros tratamentos apenas entre as suspensdes 10°, 10° conidios/ml e
0s grupos controle, demonstrando uma possivel falhana metodologia utilizada.

BARBOSA (1997) ao avaliar os isolados 986 e 747 de B. bassana em ninfas
ingurgitadas de R sanguineus verificou que os grupos tratados com as suspensdes
fungicas apresentaram uma maior mortalidade quando comparados com 0s grupos
controle, e que o isolado Bb 986 agiu de maneira mais acentuada sobre o percentua de
mortalidade.

As concentragOes letais responsaveis pela mortalidade de 50% das ninfas
aimentadas dos resultados obtidos deste trabalho variaram em 5,19 x 10° a 1,0 x 10%
conidios/ml para os isolados de M. anisopliae, e 2,72 x 10 a 7,64 x 10?? conidios/ml
para as cepas do fungo B. bassiana. Nas citagOes feitas por MONTEIRO et al. (1998a),
a CL 50 para eclosdo de larval de R. sanguineus tratadas com as mesmas especies de
fungos utilizadas no presente estudo, apresentou uma pequena diferenca quando os
bioensaios foram realizados em diferentes temperaturas; ja as CL 90 mais elevadas
foram obtidas em ovos mantidos em temperaturas controladas, sugerindo assim que o0s
instares mantidos em condicles varidvels de temperatura e umidade mostram-se mais

susceptivels ainfeccdo fungicado que os mantidos em condicdes controladas.

5.3. Adultos ndo alimentados de Amblyomma cajennense

De acordo com KAAYA et al. (1996), tanto B. bassana quanto M. anisopliae

induziram uma mortalidade de aproximadamente 100%, 76-95% e 36-64% para larvas,
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ninfas e adultos, respectivamente do carrapato R. appendiculatus, cinco semanas apds
inoculacdo fangica. InfeccBes experimentais e naturais utilizando os mesmos isolados
descritos acima foram realizadas por MWANGI et al. (1994) onde as mesmas espécies
fangicas induziram a mortalidade de 35 a 73%, respectivamente em adultos ndo
alimentados de R. appendiculatus.

Segundo BARBOSA (1997), adultos ndo ingurgitados de R. sanguineus
apresentaram um aumento de mortalidade conforme o aumento da concentracéo do
fungo, chegando até 40% na concentragdo 10° conidios'ml, comparado a uma baixa
mortalidade no controle.

Observou-se no presente estudo que a maioria dos isolados testados em adultos
ndo aimentados demonstraram uma diminuicdo na viabilidade & medida que se
aumentou a concentracdo de conidios/ml das suspensdes, comprovando o efeito in vitro
destes isolados fungicos aos carrapatos, descritos anteriormente por outros autores,
mesmo quando tratavam-se de outras espécies e/ou outros instares de ixodideos.

Na Andlise Estatistica de Probites que determinou a CL 50 de M. anisopliae,
pode-se observar que os dados variaram entre 1,43 x 108a 4,39 x 108 conidios/ml e para
os isolados 986 e 747 de B. bassana foram 1,13 x 10® e 3,36 x 10° conidios/ml
respectivamente, dados proximos aos citados por SOUZA et al. (1999b), onde os
autores analisaram a ecdise ninfal de A. cajennense utilizando os mesmos isolados

citados neste trabal ho.



5.4. Fémeas | ngur gitadas de Amblyomma cajennense

5.4.1. Periodo médio de pré-postura

O periodo de pré-postura médio obtido dos grupos controle foi 5,8 + 0,42 dias,
valor préximo ao periodo médio de 6,3 dias encontrado em fémeas de A. cajennense por
DRUMMOND & WHETSTONE (1975) e também pelas citages feitas por SERRA-
FREIRE & OLIVIERI (1992), indicando que os dados obtidos no experimento controle
estdo dentro da normalidade. BITTENCOURT et al. (1994b) encontraram um periodo
de pré-postura nos grupos controle inferior aos observados nos grupos tratados com
dois isolados de M. anisopliae, denominados de Isolado M&e e Isolado Bm. Resultados
similares foram observados no presente estudo somente no isolado Ma 959 e nos
isolados de B. bassiana utilizados, onde houve um aumento deste parametro biologico a
medida que se aumentou a concentracdo de conidios/ml de suspensdo. Estes resultados
s80 semelhantes aos descritos por CORREIA et al. (1998), que ao exporem fémeas
ingurgitadas de B. microplus a0 isolado Ma E9, citaram que a concentragio 7,5 x 10°
conidiog/ml foi capaz de provocar alteracfes estatisticamente significativas no periodo
médio de pré-postura.

Segundo BITTENCOURT et al. (1996), a0 avadliarem a acdo in vitro dos
isolados 747 e 986 de B. bassiana sobre fémeas de B. microplus observaram que 0

fungo ndo afetou significativamente o periodo em questéo.
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Este parémetro contribui para as andlises sobre o efeito do fungo na biologia do
carrapato testado no presente estudo, porém vale sdientar que ele somente foi
averiguado em fémeas que efetuaram postura, € ndo deve ser considerado como um

dado isolado na biologia de A. cajennense.

5.4.2. Periodo médio de postura

O periodo médio de postura dos grupos controle foi de 23,4 + 3,5 dias, sendo
este valor incluido no periodo médio de 7 a 33 dias encontrados por SERRA-FREIRE
& OLIVIERI (1992) e proximos aos valores relatados por ROHR (1909), com uma
duracdo média de 25 a 26 dias.

BITTENCOURT et al. (1992, 1994) avaliando o efeito do fungo M. anisopliae
no carrapato B. microplus observaram uma diminuicdo no periodo de postura de fémeas
ingurgitadas tratadas, no qual os autores atribuiram estes resultados ao fato de que o
aumento deste parametro foi inversamente proporcional a concentragdo fungica. A
diminuicdo do periodo de pré-postura também foi observada por MONTEIRO (2000)
ao avaliar fémeas ingurgitadas de Anocentor nitens expostas ao isolado 986 do fungo B.
bassiana.

Os dados apresentados neste trabalho assemelham-se a ta raciocinio, onde
foram observadas diferencas significativas em todos os isolados testados no qual as
fémeas apresentaram 0s menores periodos de postura com a concentragdo 10°

conidios/ml do isolado Ma 959 (5,3 + 2,7 dias).
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5.4.3. Periodo médio de incubacéo

O periodo médio de incubacdo dos ovos obtidos nos grupos controle foi de 35,6
+ 2,5 dias, dado esse, proximo ao periodo de 32 dias de fémeas ingurgitadas de A.
cajennense citado por DRUMMOND & WHETSTONE (1975) e de 35,7 dias citados
por SERRA-FREIRE & OLIVIERI (1992).

O periodo de incubagéo dos ovos deIxodesricinusfoi avaliado por BOYCEV &
RIZVANOV (1960), no qual, os autores trabahando com o fungo Botrytis cinera
obtiveram um acréscimo de até 40 dias.

BITTENCOURT et al. (1996) também observaram um aumento significativo
deste par@metro a medida que se aumentava a concentracéo de conidios/ml do isolado
Bb 986 em ensaiosin vitro com fémeas ingurgitadas de B. microplus. Este fato também
foi citado por GORSKOVA (1966) que trabalhou com o fungo B. bassana em
carrapatos da espécie I. ricinuss. MONTEIRO (2000) avaliando o processo de
desenvolvimento dos ovos e sobrevivéncia larval de fémeas ingurgitadas de A. nitens
tratadas com varias concentracfes de Bb 986, constataram o encurtamento dos periodos
médios de incubacdo, porém os autores ndo observaram diferencas significativas sobre
0s percentuai s de eclosdo das larvas oriundas de fémeas previamente infectadas.

Apesar do isolado Ma 319 e Bb 747, nas concentragdes 10 conidios/ml, terem
apresentado diferencas significativas no estudo aqui relatado, a maioria dos isolados
nao demonstraram-se significativamente diferentes quando comparados com 0s grupos

controle.
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Segundo SOUZA (1999), as diferencas andtomo-fisiol 0gicas entre as espécies de
carrapatos e as diferencas entre a viruléncia das cepas entomopatogénicas S&0 capazes
de justificar os resultados diferenciados encontrados por diversos autores, o que foi
verificado no presente estudo onde apenas duas cepas fungicas demonstraram-se
agressivas ao estégio evolutivo citado, e que tal fator sd pode ser observado na maior
concentracdo de conidios/ml de suspensdo usada, fundamentando a hipdtese do autor

supracitado.

5.4.4. Peso medio da postura

As fémeas dos grupos controle realizaram postura com média de 323,8 + 89,86
mg, valores proximos aos encontrados por PRATA & DAEMON (1997) a partir de
fémeas ingurgitadas de A. cajennense (388,77 = 94,37 mg).

Através da andlise de variancia foi observado que ocorreram diferencas entre as
cepas utilizadas na maioria dos bioensaios quando comparados com o grupo controle,
constatando que a infeccdo com as diversas concentragdes foi capaz de diminuir o
nimero de ovos depositados.

Resultados similares foram obtidos através de pesguisas desenvolvidas por
CONNOLE (1969) que trabalhando com B. microplus constatou que Aspergillus niger
foi capaz deinibir parcialmente a postura deste ixodideo.

GORSKOVA (1966) ao estudar a infeccdo de fémeas ingurgitadas de 1. ricinus

infectadas com M. anisopliae observou que a acd do fungo diminuiu
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significativamente 0 peso da massa de ovos oriundos destes individuos. Ta fato
também foi observado por KAAYA € al. (1996) ao avaiarem M. anisopliace B.
bassiana aos carrapatos R. appediculatus e A. variegatum, corroborando os resultados
obtidos neste experimento.

MONTEIRO et al. (1998b) ao trabalharem com o isolado Bb 986 em fémeas
ingurgitadas de A. nitens, notaram que a exposi¢éo ao fungo provocou uma reducao do
peso médio da massa de ovos, onde a concentracdo 10° conidios/ml apresentou o menor
peso (71,12 + 24,74 mg) em relacdo ao controle (196 + 48,07 mg).

Para A. cajennense, no entanto, com o isolado Ma 319, obteve-se 0 menor peso
médio em massa de ovos provenientes de fémeas ingurgitadas tratadas (79,1+ 33,6mg),
em relacdo ao controle (323,8 + 75,6mg), 0 que nos leva a crer que o isolado em
questdo demonstrou-se mais patogénico para fémeas ingurgitadas de A. cajennense do

gue os outros isolados.

5.4.5. Periodo médio de eclosio

BITTENCOURT et al. (1993), a0 avaliar a acdo dos isolados mé e Bm da
espécie M. anisopliae, observaram uma reducéo no periodo medio de eclosio de larvas
provenientes de fémeas ingurgitadas de B. microplus a medida que se aumentou a
concentracdo de conidiogml. O isolado Bm demonstrou-se mais agressivo,
apresentando diferencas significativas nas concentragdes 10° (9,87dias) 10’ (10,70dias)
e 10® (13,17 dias)conidiosml, respectivamente. JA o isolado denominado mae

apresentou significancia apenas nas concentragdes 108 e 10’conidios/ml (13,27 e 11,50
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dias, respectivamente). Os mesmos autores em 1994 confirmam tais resultados
trabalhando com os mesmos isolados e carrapato, onde observaram o periodo médio de
6,8 dias para os grupos controle e 13,83 dias para o isolado mée e 15 dias para o isolado
Bm, ambos observados na concentracio 10° conidios/m.

BITTENCOURT et al., (1996), avaliando variagdes bioldgicas de B. microplus
infectados com B. bassiana, observou gque o periodo de eclosdo foi maior que o grupo
controle, ocorrendo umamédiade 8,6 dias a 9,6 dias para a suspensio 108 conidios/ml e
5,3 diasab,6 dias parao controle.

O periodo médio de eclosdo das larvas provenientes das fémeas tratadas no
presente experimento apresentou periodos mais curtos do que os grupos controle, sendo
acentuados & medida que se aumentou a concentracéo de conidios/ml de suspensdo. Tal
diminuicéo também foi observadapor MONTEIRO et al. (1998b) ao avaliarem o efeito

do isolado Bb 986 sobre de fémeas ingurgitadas do carrapato A. nitens

5.4.6. Percentual médio de eclosao

O percentual médio de eclosdo larval proveniente dos grupos controle foi 98 +
4,2 %, valor este proximo ao encontrado em condic¢Bes controladas de temperatura e

umidade (27° Ce UR 2 80 %) por PRATA (1998).

Todos os dados obtidos nos grupos tratados foram similares aos encontrados por
BITTENCOURT et al. (1996) que trabalharam com carrapatos da espécie B. microplus

tratados com osfungosM. anisopliae e B. bassiana, no qual também observaram que o
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percentual de eclosdo das larvas foi inversamente proporcional a concentracdo de
conidio/ml de suspensdo, sendo significativo quando submetido a comparagdes
estatisticas com o controle pelo Teste de Tukey a5 %.

MONTEIRO (2000) observou que o percentud de eclosdo de larvas
provenientes de fémeas ingurgitadas do carrapato A. nitens tratado com o isolado Bb
986 foi 62,37 % para a concentracdo 10° conidios/ml, e 67% para a concentragdo 10°
conidios/ml. Os autores observaram que 0s valores percentuais dos tratamentos
efetuados ndo demonstraram-se estatisticamente diferentes do grupo controle,
diferentemente dos resultados apresentados no presente estudo onde somente as
concentragbes 107 e 10° conidiogml dos isolados Ma 959, Ma E9 e Bb 747
influenciaram o parametro citado. Por outro lado, os isolados Ma 319 e Bb 986
mostraram-se significativamente eficientes, afetando o percentual de eclosdo a partir da
concentragdo 10° conidios/ml, sugerindo que os processos embrionarios sio afetados

pel as diferentes concentragdes fungicas dos i solados utilizados.

5.4.7. Peso inicial médio das fémeas ingur gitadas

Os grupos controle foram constituidos por fémeas de peso médio de 612,9 + 97,6
mg, valor este préximo aos citados por DRUMMOND & WHETSTONE (1975), onde
0s autores avaliaram a ovoposi¢cao do carrapato A. cajennense, mantidos sob condicdes

controladas.
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Segundo pesquisas redlizadas por PRATA & DAEMON (1997), o peso de A.
cajennense variou de 646 a 1077 mg com média de 816,28 + 152,76 mg havendo
proximidade com os vaores relatados no presente estudo, caracterizando-se dessa

forma a normalidade encontrada nos espécimens utilizados nos bioensaios.

5.4.8. Peso da quendgina, indices de Eficiéncia Nutricional, indice de Eficiéncia
Reprodutiva

MONTEIRO (2000) observou uma reducdo no peso das guendginas
provenientes de bioensaios in vitro conforme aumentava-se a concentracéo fungica do
isolado Bb 986, havendo diferenca significativa em todos os tratamentos gquando
comparados ao grupo controle. Estes resultados diferem dos obtidos no presente estudo,
onde somente os isolados do fungo M. anisopliae apresentaram diferencas estatisticas
(P < 0,05) ao comparar-se com 0s grupos controle, com uma variagdo de peso de 42,19
a313,6 mg.

Os indices médios de eficiéncianutricional e reprodutiva encontrados nos grupos
controle foram 68,05 £ 6,9% e 52,83 + 17,21 %, respectivamente, sendo tais valores
proximos aos resultados citados por PRATA & DAEMON (1997). Estes autores,
trabalhando com a mesma espécie de carrapato, mantidos a 27 + 1° C e umidade
superior a 70%, obtiveram 64,6% e 47,6 % paralEN e |ER, respectivamente.

Segundo BITTENCOURT et al. (1996), os indices de eficiéncia reprodutiva e

nutricional de B. microplustratados com os isolados 747 e 986 de B. bassana variaram
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de 52,03 a 18,49 % e 53,15 a 20,63 %, 61,14 a 22,93 % e 64,38 a 26,26 %,
respectivamente.

Os autores evidenciaram que houve uma tendéncia a diminuic¢éo de acordo com
0 aumento na concentracdo de conidios/ml utilizada de ambos osisolados.

De acordo com as citagOes feitas por MONTEIRO (2000) sobre a biologia de A.
nitens, as concentragdes 10° conidios/ml do isolado Bb 986 apresentaram os menores
indices de eficiéncia nutricional e reprodutiva (44,42 + 12,34 e 21,46 + 7,24,
respectivamente) quando comparados com os grupos controle (72,43 + 16,12).

O IER estima a capacidade do carrapato de transformar nutrientes em ovos, e
quando este indice é baixo significa que a fémea realizou uma postura menor gque o0 seu
potencia é capaz de fazer. Dados apresentados neste trabalho mostram que tais indices
sofreram uma diminuicdo a medida que se aumentou a concentracéo de conidios/ml de

suspensao.
5.4.9. Eficiéncia Reprodutiva e Percentual de Controle

A eficiéncia reprodutiva das fémeas ingurgitadas tratadas com os isolados
testados apresentaram diferencas significativas (P < 0,05) quando comparados com os
grupos controle, apresentando uma reducdo inversamente proporciona a concentragdo
fungica

Segundo citagbesfeitas por BITTENCOURT et al. (1997), osisolados 986 e 747
do fungo B. bassiana apresentaram o percentual de controle de B. microplus de 59,91%

a 88,3% e 63,7% a 83,39%, respectivamente, proximos aos dados obtidos por



BITTENCOURT (1992), que verificou o percentual de controle de B. microplus ao
isolado Ma 959 (96,6%) na concentracdo 10° conidios/ml. Tais resultados assemelham-
se aos obtidos no presente trabalho, onde observou-se um aumento do indice a medida
que se aumentava a concentracao de conidios/ml, sendo a concentragiio 10° conidios/ml
do isolado Ma 319 o maior indice apresentado (97,76%).

Tais dados reforcam a hipétese de que o0 patdgeno € capaz de promover efeitos
deletérios a biologia desta espécie de ixodideo, em ensaiosin vitro.

Estes resultados possuem grande importancia no possivel direcionamento para o
controle de A. cajennense, pois demonstram a possibilidade do seu uso na reducéo da

taxa de crescimento deste carrapato no campo.



6. CONCLUSOES

Apos a redlizacdo de bioensaios com os isolados 319, 959 e E9 da especie M.
anisopliae e 747 e 986 de B. bassiana sobre os estadios de ninfa ndo alimentada, ninfa
alimentada, adulto ndo alimentado e fémeas ingurgitadas de A. cajennense podemos

concluir que:

1) Todos osisolados dos fungos utilizados foram capazes de promover infeccéo
nos instares testados, o que foi comprovado através do reisolamento dos
fungos em meio de cultura BDA.

2) A €ficacia in vitro dos fungos entomopatogénicos testados foi comprovada
através da diminuicdo da viabilidade de ninfas, adultos e em decorréncia de

alteracOes ocorridas no percentual de controle de fémeas ingurgitadas.
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3) Os parametros biologicos de fémeas ingurgitadas que se apresentaram
alterados foram: Periodo de pré-postura, Periodo de postura, Peso da postura,
Periodo de Eclosfo, Percentual de Eclosio, Peso da quendgina, indice de
Eficiéncia Nutricional e Reprodutiva.

4) Conclui-se gue os isolados que foram mais eficazes nos diversos instares de

A. cajennense tratados no presente trabalho foram: Bb 747 para ninfas ndo
adimentadas, Ma 959 para ninfas alimentadas, Bb 986 para adultos n&o

alimentados e Ma 319 parafémeas ingurgitadas.
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