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RESUMO

O presente experimento foi realizado com o objetivo de se estudar os
efeitos causados em ovos e larvas de Amblyomma cajennense imersos em
suspensdes com diferentes concentracoes dos fungos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae mantidos em condicdes de temperatura e umidade
constantes (27°C £ 1 e 3 80%).

Ovos e larvas ndo alimentadas e alimentadas de A. cajennense foram
imersos em quatro concentracdes (108, 10’, 10° e 10° conidioml) e um grupo
controle para cada um dos trés isolados do fungo M. anisopliae (Isolados Ma 959,
Ma 319 e Ma E9) e dos dois isolados de B. bassiana (Isolados Bb 986 e Bb 747),
para avaliacdo dos periodos de incubacdo e ecloséo; percentual de eclosdo e
mortalidade de larvas.

Para os parametros periodos de incubacéo e ecloséo de todos os ovos
tratados com as suspensdes, ndo foram observadas diferencas significativas (p<0,05)

entre as diferentes concentractes dos i solados e/ou controles.



A porcentagem de eclosdo de larvas oriundas de ovos tratados foi
inversamente proporcional a concentragdo utilizada; ou seja, quanto maior a
concentragdo utilizada, menor o percentual de eclosdo, apresentando diferencas
significativas entre os tratamentos (p<0,05).

O resultado da porcentagem de mortalidade das larvas ndo alimentadas e
aimentadas tratadas com as diferentes suspensdes mostrou-se semelhante ao
resultado de percentual de eclosdo das larvas, ou sgja, quanto maior a concentragcao
utilizada, menor o percentua de viabilidade de larvas, também apresentando

diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05).



SUMMARY

The present experiment was realized with the objective to know the
effects caused in eggs and larvae of Amblyomma cajennense imersed in suspension
with differents concentrations of entomopathogenous fungi Metarhizium anisopliae
and Beauveria bassiana maintained in constants temperature and humidity
conditions (27°C + 1 and 3 80%)).

A. cajennense eggs and larvae unfed and fed were immersed in four
concentrations got of three M. anisopliae fungusisolated ( isolated Ma 959, Ma 319
and Ma E9) and of two B. bassiana isolated (isolated Bb 986 and Bb 747) for
incubation and eclosion periods evaluation, eclosion percentage and larvae
mortality percentage.

For the parameters incubation and eclosion periods of all eggs treated
with the suspensions, didn't demonstrat significative difference between the

different concentrations of the isolated and/or controls.
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The eclosion percentage of larvae originating from the treated eggs
wasinversely proportional to the concentration utilizated; that is to say, as bigger the
used concentration, smaller the eclosion percentage, presenting significant
differences between the treatments.

The result of the larvae unfed and fed mortality percentage treated
with the different suspensions it was similar to the result of eclosion percentage, as
bigger the used concentration, smaller the larvae viability percentage, also

presenting significant differences between the treatments.



1. INTRODUCAO

Carrapatos sdo vetores de bactérias, protozoarios, ricketsias e virus para o
homem, animais domésticos e silvestres em quase todo 0 mundo. Doencgas como as de
Lyme em humanos e as babesioses em animais domésticos sdo exclusivamente
transmitidas por carrapatos (KALSBEEK et al., 1995).

Especificamente, Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), conhecido
como carrapato estrela, é considerado como vetor de importantes agentes infecciosos,
como os causadores da Ehrlichiose Bovina (MASSARD, 1984) e do Tifo
Exantematico (MONTEIRO et al., 1931), afora os danos diretos causados pela
espoliacdo sanglinea e lesdes cutaneas.

O Brasil, em decorréncia de suas condi¢cBes climaticas, € uma regido
potencialmente favorével ao desenvolvimento de atas infestacfes de ixodideos, onde
areas de pastagens como as da Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro
apresentam elevada prevaléncia dos estagios ndo parasit&rios de A. cajennense,

durante todo o ano (SERRA FREIRE, 1982).



Até o presente momento, infestacBes de carrapatos em animais domésticos
sdo principalmente controladas por acaricidas quimicos e quando este controle é
realizado de forma indiscriminada pode acarretar sérios problemas no que se refere a
poluicdo do ambiente e ao desenvolvimento de resisténcia (BITTENCOURT et al.,
1997). Portanto, a utilizac8o exclusiva dos carrapaticidas é cada dia menos viavel em
termos préticos e econdmicos, tornando necessaria a adi¢éo de métodos alternativos a
serem empregados em sistemas integrados de controle (BARROS & EVANS, 1989).

Estudos sobre a ocorréncia natural de patégenos de carrapatos tém sido
realizados visando estabelecer sua importancia na regulacéo natural das populacdes
(MWANGI et al.,1995). O controle microbiano de carrapatos envolve a utilizacdo de
virus, ricketsias, protozoarios, bactérias e fungos ou seus metabdlitos, tendo como
avo as pestes ou vetores (CALBERG, 1986). Estes organismos causadores de
doencas sdo referidos como patdgenos, e seus efeitos sobre pestes e vetores de
importancia agricola, médica e veterindriatém sido pesquisados, visando seu emprego

como controladores biol6gicos (MWANGI et al., 1991).

Quanto ao controle microbiano de carrapatos, a espécie alvo mais estudada
€ 0 Boophilus microplus, onde temos citacfes de infeccdes artificiais de ovos, larvas
e fémeas ingurgitadas de B. microplus pelo fungo Metar hizium anisopliae, quando foi
observada uma elevada mortalidade, o desenvolvimento deste fungo na hemolinfa do
carrapato e ateracBes nas seguintes etapas da fase ndo parasitaria: periodo de pré-

postura, periodo de postura, indice de producdo de ovos, periodo de incubacéo,



periodo e percentual de ecloséo (BITTENCOURT etal., 1994 a).

O fungo M. anisopliae testado experimentalmente apresentou sucesso no
controle de outras espécies de carrapato como: Rhipicephalus appendiculatus
(MWANGI et al., 1995 e KAAYA et al., 1996), Ixodes scapularis (ZHIOUA et al.,

1997) e A. variegatum(KAAYA et al., 1996)

O fungo Beauveria bassiana ja foi encontrado provocando infeccfes
naturais em carrapatos das espécies Hyalomma anatolicum e Ixodes ricinus, segundo
(SAMSINAKOVA, 1957); também foi utilizado em infeccBes artificiais nesta ultima
espécie (BOYCEV & RIZVANOQOV, 1960), en R appendiculatus (MWANGI et al.,
1995 e KAAYA et al., 1996), em A. variegatum ( KAAYA et al., 1996), em B.
microplus (BITTENCOURT et al., 1996 e BITTENCOURT et al., 1997) eem R
sanguineus (MONTEIRO, 1997 ; BARBOSA et al., 1997), o que demonstra seu

potencial patogénico para carrapatos.

A proposicdo da utilizagdo do controle microbiano, visa integrar um
conjunto de medidas que, quando aplicadas, resultem na manutencéo da populagdo do
artrépode em niveis que ndo causem danos econdmicos (BITTENCOURT et al.,

1997).

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos causados nas fases de ovos

e larvas de Amblyomma cajennense imersos em suspensbes com diferentes



concentracOes dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae mantidos

em condi¢des de temperatura e umidade constantes (27°C £ 1 e 3 80%).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Controle Microbiano de carrapatos

2.1.1. Microrganismos utilizados

a. Riquétsias

BURGDORFER et al. (1973) isolaram e caracterizaram simbiontes de
Dermacentor andersoni; os simbiontes supra citados foram identificados como uma
nova espécie, pertencente atribo Wolbachiae da familia Rickettsiaceae. Os tecidos
ovarianos deste carrapato foram injetados em ovos embrionados e uma suspensao
destes ovos foi inoculada em carrapatos sadios a fim de observar 0 mecanismo de
acdo deste microrganismo. Foi observado o desenvolvimento rgpido e a producdo

massiva deste microorganismo em hemdcitos, tecido hipodérmico, glandulas



salivares, tecidos conectivos do epitélio intestinal, tubos de Malpighi e ovério; por
conseguinte, ainvasdo massiva do simbionte provocou a morte dos carrapatos.
Wolbachia persicus, foi encontrada no interior do trato intestinal de
Ornithodoros moubata; o0s carrapatos morreram apOs algumas semanas com a
multiplicacdo da riquétsia na hemolinfa. Estes microorganismos foram excretados
com o liquido coxa e também encontrados em ovos destes carrapatos (WEY ER,

1973).

b. Virus

MEGAW (1978), estudando a estrutura das glandulas salivares de
carrapatos, constatou que particulas virais produziam danos no citoplasma de células
infectadas e em casos extremos afetavam a competéncia das glandulas salivares do
carrapato Boophilus microplus, chegando até a obstrucdo do canal excretor desta
glandula. Os estudos foram iniciados com base no conhecimento de que doengas virais

podiam ser transmitidas por carrapatos através de sua secrecdo salivar.



c. Nematdides

SAMISH & GLAZER (1991) redizaram uma infestacdo de 1000
nematdides pertencentes a espécie Steinernema carpocapsae em teledginas de B.
annulatus observando uma mortalidade de 100% ap6s trés dias do inicio do
tratamento. Eles sugeriram gue nematGides possam ser Uteis no controle de carrapatos
pois 0 estagio infectante € movel, possui capacidade de sobrevivéncia por longos
periodos na natureza na auséncia de hospedeiro e facilidade de disseminacdo em
locais com umidade constante; entretanto, ndo sobrevivem por longos periodos em
climastropicais.

GLAZER & SAMISH (1993) infectaram fémeas de B. annulatus com
2500 formas infectantes juvenis de Steinernema car pocapsae e revelaram que quanto
maior o tempo de exposicdo ao nematdide, maior era a mortalidade dos carrapatos;
entretanto a quantidade de nemat6ides encontrada nos carrapatos mortos néo foi
proporcional ao tempo decorrido entre a morte e o dia da dissecacdo, e também néo
havia relacéo entre ataxa de mortalidade e o nimero de nematdides por cadaver, o que
correlaciona o potencial de controle ndo somente ao processo de penetracdo e
presenca dos nematdides no interior do carrapato, mas principalmente a acdo da
bactéria simbidtica pertencente ao género Xenorhabdus. A alta susceptibilidade de

fémeas de B. annulatus ainfecgcdes por S. carpocapsae e a avaliagdo da presenca da



bactéria simbidtica Xenorhabdus sp nos cadaveres dos carrapatos, foram bases de
estudo para estes pesquisadores.

MAULEON et al. (1993) utilizando 17 espécies de nematdides dos
géneros Steinernema e Heterorhabditis em infecc&o experimental em B. annulatus,
B. microplus e A. variegatum , observaram resisténcia das duas Ultimas espécies de
carrapatos atodas as cepas de nematdides testadas, 0 que demonstra a resisténcia de
determinadas espécies de carrapatos ao parasitismo por nematodeos.

Os nematbides S. carpocapsae e S. glaseri sdo patogénicos para fémeas
ingurgitadas de Ixodes scapularis e mostraram potencial bioinseticida, mas somente
em condicles ideais de ambiente. A mortalidade de fémeas ingurgitadas infectadas €
maior entre 20°C e 30°C, e estamortalidade se reduz abaixo de 15°C; seu potencia se
limita a0 estagio de desenvolvimento anteriormente citado, ja que estes nematoides
aparentemente penetram no interior do carrapato via abertura genital, e quando as
fémeas caem ao solo para realizarem a postura esta abertura esta mais evidenciada,

tornando o carrapato mais exposto aacao dos nematddeos (ZHIOUA et al., 1995).



d. Bactérias

BROWN et al. (1970) observaram mortalidade elevada em todos os
estagios de Dermacentor andersoni em colénias de laboratério. Testes especificos
foram realizados com estes carrapatos revelando que se tratava da bactéria Proteus
mirabilis. Em ensaio laboratorial através da inoculagdo de um mililitro de suspenséo
em ninfas (150 bactérias/ninfa) observou-se mortalidade de 100% das ninfas tratadas.

Em trabalho experimental, HENDRY & RECHAYV (1981), injetaram cinco
mililitros de suspensdo, obtidas de exemplares que apresentavam quadro de doenca
bacteriana, em fémeas de Boophilus microplus, Amblyomma hebraeum, Hyalomma
mar ginatum r ufipes e Rhipicephalus evertsi evertsi, e verificaram que cerca de 90%
dos carrapatos reproduziram a doenca. As bactérias isoladas foram P. mirabilis,
Klebisiella pneumoniae e Pseudomonas sp. (@ram negativos) e Staphilococus sp.
(gram positivos).

Testes especificos foram realizados por BRUM (1989), utilizando a
bactéria Cedecea lapagei (Enterobacteriaceae) presente em secrecdo vagina de
fémeas ingurgitadas de B. microplus. Estas foram imersas em solugéo contendo
aproximadamente 20 x 10° bactérias/ml, e outro grupo foi inoculado com um
microlitro da mesma suspensdo. O autor observou infeccdo e/ou mortalidade das
fémeas e os ovos de fémeas ingurgitadas que conseguiram realizar a postura

apresentaram eclosdo de 60 a 70% contra 90 a 100% do grupo controle. Fémeas



10

ingurgitadas inoculadas apresentaram 100% de mortalidade 48 horas ap6s a
inoculacgéo.

BRUM et al. (1991) revelaram através da dissecacdo e cortes histol 6gicos
da porcdo final do aparelho genital de fémeas ingurgitadas de B. microplus que o
epitélio vaginal das mesmas estava destruido e que ocorreu uma reducéo de 47,4% na
postura, quando estas foram imersas em uma suspensao de C. lapagei. O mesmo autor
testou a eficaciade C. lapagei no controle biol6gico de B. microplus em laboratério,
e obteve mortalidade de 98,1%.

MWANGI et al. (1995) revelaram a presenca de Serratia marcescens, P.
mirabilis e Escherichia coli em fémeas ingurgitadas de R. appendiculattus mantidas a
campo durante oito dias e que morreram mais tarde no laboratorio. As infeccdes
bacterianas foram as responsaveis pela mortalidade de 10,1% de 423 fémeas
ingurgitadas de R. appendiculattus mantidas a campo e depois trazidas para o
laboratorio; estas infecgdes foram seis vezes mais abundante que infecgbes por

fungos.
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e. Fungos

ESTRADA-PENA et al. (1990) encontraram em carrapatos Rhipicephalus
sanguineus infeccdo natural com o fungo Aspergillus ochraceus, que impediu a
0OVOpOosi¢ao, levando este carrapato a mumificagdo e morte. O autor deduziu que A.
ochraceus colonizou o carrapato via anus e posteriormente intestino e tubos de
Malpighi.

BITTENCOURT (1992), verificou a patogenicidade de dois isolados do
fungo M. anisopliae em ovos, larvas e fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus,
sendo observado o mecanismo de infecgéo do fungo em algumas etapas da fase néo
parasitaria, através do exame de hemolinfa, quando foram detectadas hifas a partir do
segundo dia de infecgéo.

BITTENCOURT et al. (1994a, 1994b, 1996) testaram a eficacia do fungo
M. anisopliae e B. bassiana em ovos e larvas de B. microplus e observaram que estes
patdgenos reduzem o percentua de eclosdo e aumentam o percentual de mortalidade
desse carrapato se comparados ao grupo controle, assim como ocorreu um
incremento na duracéo dos periodos de pré-postura, postura, incubacdo e ecloséo a
medida que se aumenta a concentracdo das suspensfes. Os autores também
observaram reduc&o nos percentuais de eclosdo larval em todos os grupos de ovos
tratados com os diferentes isolados de M. anisopliae e B. bassiana quando

comparados aos grupos controle, observando ainda um percentual de mortalidade de



larvas de B. microplus variando entre 29,3% a 97,3% quando tratadas com M.
anisopliae e variando entre 17% a 78% quando tratadas com B. bassiana dependendo
da concentracdo utilizada, enquanto no grupo controle este indice ficou em torno de
6,7% a 7,3%.

CAMACHO & MARTINEZ (1995) avaiaram 0 uso de suspensdes de
conidios de Verticillium lecanii, M. anisopliae e B. bassiana sobre os estagios
parasitarios de B. microplus. Os fungos mencionados foram aplicados sozinhos ou
com uma mistura de melado sobre o corpo de bovinos por meio de aspersdo uma vez
por semana durante dois meses. Os melhores resultados foram obtidos com o uso
somente do fungo V. lecanii.

KALSBEEK et al. (1995), avaliando a presenca de fungos
entomopatogénicos em |. ricinus coletados na vegetacdo, em pequenos roedores e
cervideos, concluiram que uma alta proporcdo de carrapatos coletados no outono
estavam infectados e que os fungos entomopatogénicos isolados teriam um impacto
significante no controle da populacdo de 1. ricinus, ja que o estagio de fémea
ingurgitada era 0 mais freqlentemente afetado. Paecilomyces farinosus e V. lecanii
foram as espécies mais predominantes entre os fungos isolados e presentes em todos
0s estdgios de desenvolvimento do carrapato. Outras espécies de fungos foram
encontradas somente em fémeas ingurgitadas, como € o caso de B. bassiana, B.

brongniartii, P. fumosoroseus e V. aranearum.
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MWANGI et al. (1995) trabalharam com esporos de B. bassiana e M.
anisopliae em todos os estagios de desenvolvimento do carrapato R. appendiculatus
em condicdes laboratoriais, através daimersdo em uma suspens3o de 10° conidios /ml
do patdgeno por trés segundos. Os resultados obtidos demonstraram que os isolados
de B. bassiana foram mais patogénicos para 0s estagios ndo alimentados que os de M.
anisopliae; especificamente para larvas ndo alimentadas encontraram percentuais de
mortalidade variando entre 39,9% a 81,1% para B. bassiana e 4,2% a 26,9% para M.
anisopliae; ja paralarvas alimentadas os valores sdo de 2,7% a 5,1% para B. bassiana
eentre 3,1% a8,2% para M. anisopliae.

KAAYA et al. (1996) observaram que os fungos B. bassiana e M.
anisopliae induziram mortalidade de 30% em adultos de R. appendiculatus que
alimentavam-se em coelhos. Os autores colocaram sacos fixados na base da orelha dos
coelhos e introduziram no seu interior 50 carrapatos adultos;, dois dias ap6s a
infestacdo, quando os carrapatos ja estavam fixados e aimentando-se, foi borrifada
cinco ml de uma suspensdo contendo 10® conidios/ml; os carrapatos que se
desprendiam foram coletados e levados ao laboratério para observacdo da mortalidade,
peso e viabilidade da massa de ovos; esses indices, no entanto, ndo apresentaram uma
reducdo significativa em relagdo ao grupo controle. Os autores ainda testaram esses
fungos em bovinosinfestados com R. appendiculatus seguindo a mesma metodologia
descrita acima, porém na concentracéo de 10° conidios/ml, o que ocasionou 77 a 83%

de mortalidade das fémeas e reducdo na producéo e viabilidade dos ovos. Ambos os
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fungos reduziram o ingurgitamento, a fecundidade e a postura em Amblyomma
variegatum alimentados em coelhos. Os mesmos autores também incubaram os
fungos citados com acaricida organofosforado por até 120 horas e constataram que
tanto B. bassiana quanto M. anisopliae mantiveram seu crescimento e caracteristicas
morfol 6gicas hormais.

BARBOSA et al. (1997) utilizando larvas alimentadas de R. sanguineus,
tratadas com suspensdes de dois isolados do fungo entomopatogénico B. bassiana,
observaram que o tratamento diminuia o percentual de ecdise conforme aumentava-se
a concentracdo da suspensdo, chegando a percentuais de 100% de mortalidade de
larvas alimentadas, nas concentragdes mais el evadas. Em relagdo s ninfas oriundas da
ecdise ninfal dos grupos testados, o percentual de sobrevivéncia variou entre 93% a
11% nas concentracdes 10* e 10°, porém para a concentracéo mais elevada (10°%) ndo
houve a presenca de ninfas.

MONTEIRO (1997) avaliou a eficacia dos fungos B. bassiana (isolados
747 e 986) e M. anisopliae (isolados 959, E9 e 319) sobre ovos do carrapato R
sanguineus e observou que os periodos de incubacdo e eclosdo ndo apresentavam
diferenca significativa entre os tratamentos e/ou quando comparados ao grupo
controle. Porém, apds 20 dias da infeccdo, constatou que 95% das larvas ndo
eclodiram quando a concentracdo utilizada foi de 10° conidios/ml. Testando a agéo
dos entomopatogenos sobre larvas de R. sanguineus, a autora observou que todos os

grupos tratados apresentavam percentual de mortalidade significativamente maior, que
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aquele encontrado no grupo controle, observando ainda que algumas horas apds a
imersdo no fungo as larvas apresentavam-se lentas e desequilibradas. Mulitas larvas
morreram apos 10 dias daimerséo nas diferentes suspensdes dos isolados e em torno
dos seus idiossomas e gnatossomas evidenciou-se formacgdes hifais.

ZHIOUA et al. (1997) avaliaram a patogenicidade do fungo M. anisopliae
para |xodes scapularis; os autores utilizaram concentraces de conidios de 108 / ml
para larvas ingurgitadas e 10’ / ml para fémeas ingurgitadas, gerando 100% de
mortalidade duas semanas ap0s a exposi¢do, sendo observado que todas as larvas e
fémeas se encontravam recobertas por micélios e conidios. O vaor da CL 50
calculado paralarvas ingurgitadas foi de 10” conidios/ ml.

CASTRO (1997) e CORREIA et al. (1998) avaliaram a patogenicidade de
diferentes isolados do fungo M. anisopliae, (isolado E9 e isolado 959,
respectivamente) para o carrapato B. microplus em testes de estabulo. CASTRO
(1997) constatou a reducdo de 64,8% dos carrapatos apos sete dias do tratamento
quando a concentracdo utilizada foi de 10° conidios/ml; j4 CORREIA et al. (1998)
observaram reducéo da capacidade de ovipostura, aumento do periodo de pré-postura e

91,1% de mortalidade das fémeas ingurgitadas levadas ao laboratério.
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2.1.2. M etabdlitos produzidos por micror ganismos utilizados

KRYLOVA (1977) usou toxinas produzidas por B. bassiana, M.
anisopliae e Paecilomyces fumosoroseus, sobre o carrapato Argas persicus, que
foram imersos por 15 segundos em toxinas de extratos fungicos; constatou-se apenas
10% de mortalidade apds 96 horas do tratamento.

Segundo MWANGI et al. (1991) a exotoxina do Bacillus thuringiensis
apresenta seguranca para 0 homem e atualmente ja sdo utilizadas no controle de
Hymenoptera, Coleoptera e Orthoptera, sendo também testadas em Acarina, no écaro
Dermanisus gallinae, outros pesguisadores buscaram a potencializacdo de seu
implemento dentro de um conjunto de medidas de controle.

Os fungos agem penetrando através da cuticula de seu hospedeiro, invadem
rapi damente os 0rgdos internos, e por fim, causam a morte do hospedeiro (KAAY A et
al., 1991). Estes fungos também produzem micotoxinas que muitas vezes contribuem
para a mortalidade do hospedeiro, reducdes do peso de ingurgitamento, fecundidade e
percentual de eclosdo dos ovos. A mortalidade de carrapatos parece estar relacionada
a concentracdo de conidios, ou segja, existe umarelacdo entre mortalidade e 0 nimero

de conidios que recobre acuticula(KAAYA et al., 1996).
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HASSANAIN et al. (1997) testaram a atividade potencial de trés variedades
de B. thuringiensis (kurstaki, israelensis, e thuringiensis) em Argas persicus e
Hyalomma dromedarii, onde os autores utilizaram o processo de pulverizacdo de
suspensodes de B. thuringiensis, com concentragfes variando entre 5,000 ng/ml a
0,156 ng/ml. O tempo letal encontrado foi de 36 horas a cinco dias para A. persicus e
entre 48 horas a dez dias para H. dromedarii. A. persicus foi mais afetado que H.
dromedarii pelas variedades de B. thuringiensis. Sendo que as variedades que
apresentaram concentracdes letais mais potentes para se controlar 50% da populagéo
de carrapatos (CL50) foram variedade kurstaki, israelensis e thuringiensis,

respectivamente.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagdo do experimento

O experimento foi desenvolvido na Estacdo para Pesquisas Parasitol gicas
Wilhemn Otto Neitz (EPPWON) do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto
de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) no periodo de
marco a novembro de 1998. O estudo foi realizado sob condic¢bes de temperatura e
umidade relativa controladas (27°C + 1 e 3 80%) no Laboratério de Controle

Microbiano de Artropodes de Importancia Veterinaria, localizado na EPPWON.
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3.2. Hospedeir os

Para manutencdo da colénia de Amblyomma cajennense foram utilizados
coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus (L., 1758), mesticos Califérnia x Nova
Zelandia com idade entre 60 e 90 dias, de ambos 0s sexos, com peso inicial entre 1,5
e 2,1 kg, cedidos pelo Setor de Cunicultura do Instituto de Zootecnia da UFRRJ, sem
utilizac&o de produtos acaricidas e infestagdes anteriores com carrapatos. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, onde receberam ragdo comercial* para coelhos

eaguaad libitum.

3.3. Carrapato Amblyomma cajennense

3.3.1. Obtencéo dos ovos

Fémeas ingurgitadas de A. cajennense foram coletadas de equideos,
naturalmente infestados e sem contato recente com carrapaticidas, nas proximidades
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Apbés a coleta, as fémeas foram lavadas em &gua corrente, secas,

identificadas segundo ARAGAO & FONSECA (1961), pesadas e acondicionadas

! Cargill®



em placas de Petri por meio de fita adesiva. Foram colocadas em camara climatizada
regulada a 27 + 1°C e umidade relativa de aproximadamente 80% para realizacdo da
postura. Apos o término da postura os ovos foram pesados, divididos em aliquotas de
100 mg e col ocados em tubos de ensai 0 devidamente identificados.

Uma porcentagem da postura foi utilizada na formagéo de colbnia para

posterior desenvolvimento do estudo com larvas.

3.3.2. Obtencéo delarvas néo alimentadas

Para obtencdo de larvas ndo alimentadas, apos a postura das fémeas uma
parte da massa de ovos foi separada e acondicionada em tubos de ensaio, contendo 25
mg cada, para eclosdo das larvas a serem testadas. A massa de ovos contida em cada

tubo de ensaio originou em média 390 larvas, apos a ecloséo (PRATA & DAEMON,

1997).

3.3.3. Obtencao de larvas alimentadas

As larvas aimentadas utilizadas no experimento foram obtidas atraves de
infestagOes artificiais em coelhos seguindo a técnicade NEITZ et al. (1971), que se
baseia na colocacdo de um saco feito de tecido fixado ao redor da base das orelhas dos

coelhos, onde foram colocadas as larvas para aimentagdo. Apds trés a cinco dias de
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ingurgitamento, as larvas naturalmente desprendidas foram retiradas do saco de tecido,
levadas ao laboratério, contadas e acondicionadas em tubos de ensaio, em nimero de

30 larvas alimentadas por tubo.

3.4. Obtencao e utilizacdo das amostras de Metarhizium anisopliae e Beauveria

bassiana

Alguns dos isolados de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana
utilizados no experimento (Ma 319, Ma E9, Bb 747 e Bb 986) foram cedidos pelo
Departamento de Entomologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
da Universidade de S&o Paulo (USP). Foram avaliados trés isolados de M. anisopliae,
denominados Ma 959 (isolado de carrapato no Rio de Janeiro), Ma 319 (isolado de
formiga), e Ma E9 (isolado padréo), apresentados na Figura 1, e dois isolados de B.
bassiana, denominados Bb 986 (isolado de carrapato) e Bb 747 (isolado de formiga),

apresentados na Figura 2.



FIGURA 1. Isolados de Metarhizium anisopliae (959, 319 e E9) utilizados nos
bioensaios com ovos, larvas ndo adimentadas e aimentadas de Amblyomma
cajennense, desenvolvidos em placa de Petri com meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA com agar a 2%).



FIGURA 2. Isolados de Beauveria bassiana (986 e 747) utilizados nos bioensaios
com ovos, larvas ndo aimentadas e aimentadas de Amblyomma cajennense,
desenvolvidos em placa de Petri com meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA

com agar a 2%).
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3.4.1. Elabor acdo das suspensdes

As suspensdes de conidios de cada isolado foram preparadas a partir de
fungos produzidos em meio de arroz em sacos de polipropileno.

Placas de Petri contendo o isolado puro em meio BDA (Batata, Dextrose e
Agar a 2%) foram utilizadas para preparagdo de uma suspensio contendo 3 x 10°
conidios/ml para logo em seguida promover a inoculacéo de 10 ml da suspensdo no
saco contendo arroz (60 gramas) e agua destilada (30 ml), previamente autoclavado
durante 20 minutos a 120°C e jaresfriado.

Depois da inoculacéo do fungo, foi realizada a homogeneizagdo do arroz
contido nos sacos, e estes foram levados acamara climatizada regulada a 27 £ 1°C e
fotofase de 16 horas.

Quinze dias ap0s a inoculacéo, 0s sacos contendo arroz foram examinados
e o0s contaminados foram eliminados. Os selecionados foram utilizados para

elaboracao das diferentes suspensoes utilizadas.

3.4.2. Quantificacdo do indculo

As contagens de conidios foram feitas através de contagem direta ao

microscopio, com auxilio de cdmara de Neubauer (ALVES, 1986).
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Uma porc¢édo de arroz contendo o fungo foi homogeneizada em Becker
graduado de 100 ml contendo agua deionizada e trés gotas de espahante adesivo
Tween 80°. Apbs agitacdo, uma amostra da suspensdo foi colocada na camara de
Neubauer e levada ao microscépio para avaliagdo do nimero de conidios encontrados.

O campo da camara utilizado com &rea de 0,0025 mm* proporcionou o
volumede 2,5 x 10" ml. A média de contagem por campo (n) foi multiplicada por um
fator fixo (n x 4 x 10°), o que determinou o ndmero de conidios existentes na
suspensdo (ALVES, 1986). Utilizando esta metodologia, preparou-se uma suspensao
na concentracdo de aproximadamente 2,18 x 10° conidios/ml, para cada isolado. No
momento do preparo das suspensdes e quantificagcdo do indculo procurou-se trabal har
com valores aproximados de 2,18 x108 conidios/ml, paratal, concentrava-se ou diluia
se as suspensdes, de forma a chegar em valores aproximados da concentragcdo de
conidios/ml desgjada, 0 que gerou homogeneidade entre as concentracdes dos
diferentes isolados.

A suspensgo 10’ de cada isolado, foi preparada a partir da concentracdo
10°, adicionando uma parte da suspensdo (10 ml) em 90 ml de &gua deionizada; a 10°
foi elaborada a partir da10’, e a 10° a partir da 10° seguindo o mesmo procedimento
descrito acima. No grupo controle foi utilizado apenas 100 ml de agua deionizada e

trés gotas de espal hante adesivo Tween 80°.
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3.5. Bioensaios

Os bioensaios foram elaborados para avaliar a potencialidade dos
entomopatogenos B. bassiana e M. anisopliae no controle das fases de
desenvolvimento ja descritas do carrapato A. cajennense, em condi¢des controladas

de temperatura (27 £ 1°C) e umidade (3 80%) .

3.5.1. Infeccdo de ovos de Amblyomma cajennense

Foi realizado um bioensaio com ovos para cada isolado a ser avaliado (Ma
959, Ma 319, Ma E9, Bb 986 e Bb 747) e cada bioensaio foi constituido de quatro
diferentes tratamentos com as suspensdes de 10°, 10’, 10° e 10° conidios/ml e um
grupo controle (&gua + espahante adesivo), sendo que para cada tratamento foram
feitas trés repeticOes e cada repeticéo foi constituida de 100 mg de ovos por tubo,
perfazendo um total de 75 tubos de ensaio, que foram vedados na extremidade com
algodéo hidrdfilo, identificados com a concentracgéo e o isolado do fungo utilizado.

Apos agitacdo da suspensdo a ser testada, cada grupo de ovos recebeu um
mililitro da suspensdo, sendo mantidos imersos durante cinco minutos. Apos esse
periodo, 0 excesso da suspensdo foi eliminado, através dainversdo do tubo de ensaio,

sendo mantidos nas condi¢des de temperatura e umidade ja descritas.
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Na avaliacdo dos efeitos das diferentes amostras dos fungos B. bassiana e
M. anisopliae sobre os ovos de A. cajennense foram observados os seguintes
par@metros: a) periodo de incubacéo dos ovos, compreendido entre o primeiro dia de
postura e o inicio de eclosdo dos ovos (PEREIRA, 1980); b) periodo de ecloséo,
compreendido entre o primeiro e o Ultimo dia de eclosdo das larvas (BELLATO,
1995); c) percentual de eclosdo das larvas, que foi realizado 30 dias apos o inicio da
mesma e estimado visuamente através de andlise comparativa com percentuais
padroes (DAVEY et al., 1984).

Apbés a avaliacdo destes parametros, o material ndo eclodido, foi retirado
do tubo de ensaio, lavado em hipoclorito de sddio por um minuto, enxaguado em agua
deionizada, seco em papel filtro e colocado numa cdmara Umida em camara

climatizada nas condic¢des ja descritas, para posterior isolamento do fungo.

3.5.2. Infeccao de larvas n&o alimentadas de Amblyomma cajennense

As larvas para utilizacdo neste experimento foram obtidas dos tubos de
ensai o que continham 25 mg de ovos de A. cajennense.

A metodologia empregada foi a mesma utilizada para ovos, sendo que neste
caso, a avaliacao do efeito dos isolados nas larvas foi feita através de observacéo do
indice de mortalidade, dez dias ap0s a infeccdo dos fungos, com o auxilio de

microscopio estereoscopico. Os tubos de ensaio foram abertos dentro de uma placa
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de Petri (100 mm x 20 mm), que foi colocada dentro de outra placa de Petri (150 mm
X 20 mm) que continha dcool 70°, afim de evitar que larvas vivas saissem das placas.

Um foco de luz emitiu calor na placa pequena, e as larvas sobreviventes
tentaram sair da placa menor, caindo no acool. Ap6s algum tempo, as larvas foram
contadas e cal cul ou-se a porcentagem de mortalidade.

Uma parcela das larvas mortas foi lavada em solucéo de hipoclorito de
sodio durante um minuto, enxaguada em &gua deionizada, seca em papel filtro e
colocada em cédmara Umida numa camara climatizada para evidenciar ou ndo a

conidiogénese do fungo.

3.5.3. Infeccao de lar vas alimentadas de Amblyomma cajennense

As larvas alimentadas utilizadas neste experimento foram obtidas através de
infestagOes artificiais em coelhos, seguindo a técnica de NEITZ et al. (1971). Estas
foram levadas ao laboratorio, contadas e acondicionadas em tubos de ensaio, em
numero de 30 larvas alimentadas por tubo.

A metodologia empregada foi a mesma utilizada para larvas nédo
alimentadas, sendo que neste caso a avaliagdo do efeito dos isolados foi realizada
através de observacdo do indice de percentual de ecdise ninfal, que foi avaliado vinte

dias apés a infeccdo dos fungos com o auxilio de microscopio estereoscopico. No



decorrer desse periodo foram realizadas observacOes didrias, visando verificar a
ocorréncia de mortalidade das larvas.

Os tubos de ensaio foram abertos dentro de uma placa de Petri (100 mm x
20 mm), que foi colocado dentro de outra placa de Petri (150 mm x 20 mm) que
continha alcool 70°, a fim de evitar que ninfas recém emergidas saissem das placas.
Um foco de luz emitiu calor na placa pequena, e as ninfas vivas tentaram sair da placa
menor, caindo no acool. Apos algum tempo, contou-se as ninfas e calculou-se a
porcentagem de ecdise.

Uma parcela de larvas aimentadas mortas foi lavada em solucdo de
hipoclorito de sddio durante um minuto, enxaguada em agua deionizada, seca em papel
filtro e colocada em cdmara Umida numa camara climatizada para evidenciar ou néo a

conidiogénese do fungo.



3.6. I solamento dos fungos

Apbs aobservacdo da conidiogénese, os fungos foram isolados em meio de
cultura (BDA) para crescimento do micélio. Tubos de ensaio contendo cinco ml do
meio de cultura utilizado, tamponado com mecha de algodéo foram autoclavados e o
pH do meio previamente corrigido para 7 pela adicdo de NaOH a IN. Apds esse
procedimento os tubos foram resfriados com uma inclinagéo de 30° (ALVES, 1986).
O material suspeito foi introduzido nos tubos por meio de uma alca de platina
esterilizada por calor seco, sendo que esse processo foi feito no interior de um fluxo
laminar.

Apbs o eventua isolamento, os tubos foram tampados e levados acamara
climatizada nas condicdes ja descritas para observacdo didria do desenvolvimento do
micélio dos fungos estudados. Os tubos porventura contaminados por outros

microorganismos foram descartados.
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3.7. Andlise estatistica e probites

Foram feitas andlises de variancia (ANOVA), para saber se houve variagoes
dentro de um mesmo tratamento e entre 0s outros tratamentos, em um nivel de
significancia (p<0,05), com os diferentes i solados e concentracoes.

A andlise de varidncia (ANOVA) foi seguida por aplicacdo do teste de
TUKEY, para comparacéo entre as médias calculando-se o coeficiente de variagao,
para verificar a precisdo dos dados.

Para calcular a dose letal, CL 50 e CL 90 foi usada a andlise de proébites,

segundo LITCHFIELD & WILCOXON (1949).



32

4. RESULTADOS

4.1. Bioensaios

4.1.1. Infeccdo de ovos de Amblyomma cajennense.

A média de dias observada no periodo de incubacéo dos ovos tratados com
os diferentes isolados variou entre 30,33 e 34,33 dias. Para 0 grupo controle essa
variacdo de médias ficou entre 30 e 33 dias (Tabela 1). No parametro periodo de
eclosdo, constatou-se que a média de dias entre os tratamentos com os diferentes
isolados variou entre 2 a 8,66 dias, sendo que 0 grupo controle apresentou uma
variacdo entre 4,33 a 6,66 dias (Tabela 2).

Através da Andlise de Variancia e Teste de Tukey (p<0,05), observou-se
gue os periodos de incubagéo e eclosdo ndo apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos e/ou quando comparados ao grupo controle dentro das condicdes de

temperatura e umidade ja descritas anteriormente.



Tabela 1 . Periodo médio de incubagdo de larvas, observados nos ovos de

Amblyomma cajennense tratados com diferentes concentragcbes dos diferentes

isolados de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma) (Temperatura
27°C+ 1, Umidade relativa® 80% e fotoperiodo de 14/10 horas).

Periodo de Incubaco (dias)

Concentracbes ~ Ma 959" Ma319' MaE9* Bb 986" Bb 747"
(conidios/ml)

Controle 30,00 a 33,00 a 32,33 a 30,33 a 30,67 a

10° 31,33 a 33,00 a 31,00a 31,00a 31,33 a

10° 31,00 a 34,33 a 32,50a 33,66 a 30,33 a

10’ 30,50 a 34,00 a 32,66 a 31,00a 30,67 a

L — 34,00 a 3350a @ -------- 31,00 a

! Médias seguidas da mesma letra, en uma mesma coluna, n&o diferem entre si, (5%

de probabilidade)



Tabela 2 . Periodo médio de eclosdo de larvas, provenientes de ovos de Amblyomma
cajennense tratados com diferentes concentragdes dos diferentes isolados de
Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma) (Temperatura 27°C + 1,

Umidade relativa® 80% e fotoperiodo de 14/10 horas).

Periodo de Ecloséo (dias)

Concentracoes Ma 959" Ma319' MaE9* Bb 986" Bb 747"
(conidios/ml)

Controle 6,66 a 433 a 4,66 a 5,66 a 6,00 a

10° 5,66 a 3,66 a 6,00 a 533a 5,66 a

10° 533a 3,00a 8,00 a 3,66 a 6,33a

10’ 7,00 a 2,33a 8,66 a 6,00 a 6,67 a

o — 2,00a 850a  ------- 3,50 a

! Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si (5% de
probabilidade).

A porcentagem de ecloséo de larvas oriundas dos ovos tratados com as
suspensdes foi inversamente proporcional a concentracdo de conidios utilizada na
suspensdo. Quanto maior a concentracdo de conidios na suspensdo, menor foi a
porcentagem de eclosdo; exceges feitas a concentracdo 10° conidios/ml em relagdo
a0s grupos controle de todos os isolados testados, e entre a concentragdo 10° e x 10’
do isolado M.a E9, onde os percentuais obtidos foram idénticos, apresentando o valor

de 66,67% (Figura 3, Tabela 3).



Figura 3. Percentual de ecloséo de larvas de Amblyomma cajennense, oriundas de ovos
infectados com diferentes concentragbes dos diferentes isolados dos fungos entomopatogénicos
Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).
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Os resultados obtidos para o percentual de ecloséo de larvas oriundas dos

ovos tratados com as suspensdes apresentaram diferencas significativas (p<0,05)

entre 0s grupos tratados e/ou controle para alguns dos isolados testados, porém entre

0s cinco isolados testados, dois entre eles n&o apresentaram diferencas significativas

(Tabela3) .

Tabela 3. Percentual de eclosdo de larvas de Amblyomma cajennense, oriundas de

ovos infectados com diferentes concentracdes dos diferentes isolados dos fungos

entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb);

(Temperatura27°C + 1, Umidade relativa® 80% e fotoperiodo de 14/10 horas).

Percentual de Eclosio (%)

Concentragdes Ma 959" Ma319' MaE9* Bb 986" Bb 747"
(conidios/ml)

Controle 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a

10° 100,00a  100,00a 100,00 a 100,00 a 100,00 a

10° 67,66 &b 65,33 ab 66,67 a 68,33 ab 85,00 a

10’ 65,00 &b 35,33 &b 66,67 a 33,33 &b 75,00 a

10° 0,00b 1,66 b 15,00 a 0,33b 24,33 a

! Médias seguidas da mesmalletra, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si (5% de

probabilidade).

O isolado Ma 959 do fungo Metarhizium anisopliae mostrou-se

patogénico, pois a porcentagem de eclosdo dos ovos variou entre 0 e 100 %, o que
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evidenciou marcada diferenca significativa entre os tratamentos grupo controle e 10°
em relacdo ao tratamento 10° conidios/ml. As concentragbes 10° e 10’ mostraram
valores percentuais intermediarios, ndo diferindo significativamente entre si e nem
em relacdo &s outras concentracoes.

Com o isolado Ma 319 obteve-se 100% de eclosdo no grupo controle e
10°, e reduzido valor (1,66%) no grupo tratado com a concentraco 10° conidios/ml.

O isolado Ma E9 né&o apresentou diferenca no percentual de eclosdo entre
os tratamentos com as concentragdes 10° e 10’ , sendo que o vaor percentual
encontrado foi igua em ambas concentragdes. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos e/ou grupo controle para este isolado, embora nos
grupos controle e 10° tenha sido encontrado 100% de eclos3o e na concentragéo 10°
0 percentual de ecloséo tenha sido de apenas 15%.

No experimento com o isolado 986 de Beauveria bassiana observou-se
um percentual de ecloszo de 100% no grupo controle e 10°, enquanto houve reduzido
percentual de eclossio de larvas (0,33 %) na concentracdo 10°. Os valores
decresceram progressivamente a medida que se aumentou a concentragdo de
conidiossml na suspensdo. Na andlise estatistica foram observadas diferencas
significativas entre os grupos controle e 10° em relagéo ao tratamento 10°.

O tratamento com B. bassiana isolado 747 demonstrou 100% de ecloséo
no grupo controle e também na concentracdo 10° conidios/ml, porém na concentracdo

108 conidios/ml este isolado demonstrou uma porcentagem de eclosdo reduzida, com



valor de 24,33%, apesar dessa reducdo ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos e/ou grupo controle para este i solado.

Na tabela 4, observamos os indices calculados para inibicéo de 50 e 90%
da eclosdo de larvas . O fungo B. bassiana conseguiu sua melhor atuagdo ao inibir
50% da populacdo de larvas com o isolado Bb 986 na concentracdo 3,2 x 10’
conidios/ml e, este mesmo isolado também teve a melhor CL 90 na concentracéo de
3,2 x 10° conidios/ml; o isolado de B. bassiana Bb 747 apresentou valores de 3,8 x
10% e 1,5 x 10" para a CL50 e CL90, respectivamente. JA4 para o fungo M.
anisopliae, o isolado que demonstrou a melhor CL 50 foi o isolado Ma 319, com a
concentracdo de 3,2 x 10° conidios/ml, valor este, idéntico ao encontrado na CL 50
para o isolado de B. bassiana Bb 986. O isolado Ma 959 apresentou valores de 4,1 x
10" e 2,7 x 10° conidios/ml paraa CL 50 e CL 90, respectivamente; j& o isolado Ma
E9 apresentou valores de 1,1 x 10° e 3,4 x 10° conidios/ml para a CL50 e CL90

respectivamente.



Tabela 4. Concentragdes letais (CL 50 e CL 90), observadas em ovos de Amblyomma
cajennense tratados com os diferentes isolados de Beauveria bassiana (Bb) e
Metarhizium anisopliae (Ma), (Temperatura 27°C = 1, Umidade relativa 3 80% e
fotoperiodo de 14/10 horas).

Ecloséo
I solados CL 50! CL 90!
Ma 959 4,1x 10’ 2,7%x10°
Ma319 3,2 x 10’ 3,7 x 108
MaE9 1,1x 108 3,4x 10°
Bb 986 3,2 x 10’ 3,2 x 108
Bb 747 3,8x 10° 1,5x 10%°

! Concentracdes em conidios/ ml

No isolamento em meio de cultura (BDA) dos ovos que ndo deram origem
a larvas, observou-se crescimento de fungos. As espécies de fungos que cresceram
apos o isolamento em BDA foram M. anisopliae e B. bassiana, sendo classificadas e
identificadas segundo PETCH (1931) como Metarhizium anisopliae e Beauveria

bassiana.

4.1.2. Infeccao de larvas n&o alimentadas de Amblyomma cajennense.

Em relac8o &s larvas ndo alimentadas, observou-se que o seu percentua de
mortalidade, quando tratadas com as diferentes concentracdes, foi superior em
relacdo & dos grupos controle.

A acdo destes entomopatdgenos para larvas ndo alimentadas de A.

cajennense foi demonstrada através do fato de que os grupos tratados apresentaram



percentuais de viabilidade de larvas inversamente proporcionais a concentracéo de
conidios/ml da suspensdo (Figura4, Tabelab).

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) em todos os isolados
testados; sendo que osisolados de B. bassiana 986 e 747 n&o apresentaram diferenca

significativa entre o grupo controle e a suspensdo 10° conidios/ml (Tabelas).



Figura 4. Percentual de sobrevivéncia de larvas ndo alimentadas de Amblyomma cajennense
infectadas com diferentes concentracoes dos diferentes isolados dos fungos entomopatogénicos
Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).
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Tabela 5. Percentual de sobrevivéncia de larvas ndo alimentadas de Amblyomma
cajennense infectadas com diferentes concentracbes dos diferentes isolados dos
fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana

(Bb), (Temperatura27°C = 1, Umidade relativa® 80% e fotoperiodo de 14/10 horas).

Percentual de Sobrevivénciade larvas (%)

Concentracoes Ma 959" Ma319' MaE9* Bb 986" Bb 747"
(conidios/ml)

Controle 100,00 a 93,33 a 76,67 a 85,00 a 90,00 a

10° 48,33 b 56,67 b 30,00 b 83,33 a 88,33 a

10° 20,00 c 26,67 C 16,67 b 60,00 b 26,67 b

10’ 13,33 ¢ 16,67 c 6,67 bc 30,00 c 6,67 cC

10° 3,33¢C 13,33 ¢ 3,33 bc 500 d 0,00c

! Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si (5% de
probabilidade).

Osvalores de CL 50 e CL 90 encontrados para promover a mortalidade de
larvas ndo aimentadas para os diferentes isolados se encontram na Tabela 6, onde
podemos observar que os valores obtidos para os isolados de M. anisopliae variaram
entre 1,8 x 10° a 6,5 x 10° conidios/ml para a CL50 e entre 8,6 x 10" a 1,2 x 10°
conidios/ml para a CL90. Ja para os isolados de B. bassiana os valores obtidos
variaram entre 7,9 x 10° a3,9 x 10’ conidios/ml paraa CL 50 e entre 5,7 x 10’ a 5,7 x

10° conidios/ml paraa CL 90.



Utilizando as larvas mortas ap0s o tratamento foram feitos isolamentos em
meio de cultura e mantidos em camara climatizada, onde observou-se crescimento de
col6nias de fungos. As espécies de fungos que cresceram apos o isolamento em BDA
foram as mesmas encontradas nos isolamentos a partir dos ovos infectados, sendo

classificadas e identificadas segundo PETCH (1931), apresentadas nas Figuras 5 a 9.

Tabela 6. ConcentracOes letais (CL 50 e CL 90), observadas em larvas né&o
alimentadas de Amblyomma cajennense tratadas com os diferentes isolados de
Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma), (Temperatura 27°C + 1,

Umidade relativa® 80% e fotoperiodo de 14/10 horas).

Mortalidade
Isolados Cl 50" CL 90"
Ma 959 6,5x 10° 1,1 x 10°
Ma319 1,8 x 10° 1,2 x 10°
MaE9 2,3x 10° 8,6 x 10’
Bb 986 3,9x 10’ 5,7 x 10°
Bb 747 7.9x 10° 5,7 x 10’

! Concentragdes em conidios/ ml



FIGURA 5. Larva ndo aimentada de Amblyomma cajennense ap0s bioensaio,
apresentando crescimento do fungo Metarhizium anisopliae isolado 959 sobre a
cuticula



FIGURA 6. Larva ndo alimentada de Amblyomma cajennense apés bioensaio,
apresentando crescimento do fungo Metarhizium anisopliae isolado 319 sobre a
cuticula.



FIGURA 7. Larva ndo alimentada de Amblyomma cajennense apds bioensaio,
apresentando crescimento do fungo Metarhizium anisopliae isolado E9 sobre a
cuticula.
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FIGURA 8. Larva ndo alimentada de Amblyomma cajennense apds bioensaio,
apresentando crescimento do fungo Beauveria bassiana isolado 986 sobre a

cuticula



FIGURA 9. Larva ndo aimentada de Amblyomma cajennense ap0s bioensaio,
apresentando crescimento do fungo Beauveria bassiana isolado 747 sobre a
cuticula
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4.1.3. Infeccdo de larvas alimentadas de Amblyomma cajennense.

Os valores para o percentua de ecdise nos grupos controle variaram de
75% a 83% dentre todos os isolados testados, ja para os grupos tratados variaram
de 81% a 20 %, conforme as concentracdes e os diferentes isolados (Figura 10,

Tabela 7).

Em relacdo ao parametro percentual de ecdise ninfal, foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos (10%, 10, 10°, 10° e controle) em todos
os isolados testados (p<0,05), reduzindo o percentual de ecdise ninfal amedida que se
aumentava a concentracao de conidios/ml na suspensdo, dados estes, apresentados na
Tabela7.

Os valores de CL 50 e CL 90 encontradas para promover a inibicdo da
ecdise de larvas aimentadas, para os diferentes isolados se encontram na Tabela 8.
Onde podemos observar que os valores obtidos para os isolados de M. anisopliae
variaram entre 5,24 x 10’ a 5,09 x 10° conidios/ml paraa CL50 e entre 2,68 x 10'° a
2,26 x 10" conidios/ml para a CL90. J& para os isolados de B. bassiana os valores
obtidos variaram entre 2,02 x 10° a 2,94 x 10° conidios/ml paraa CL 50 e entre 6,84 x

10*° a 7,64 x 10" conidios/ml paraa CL 90.



Figura 10. Percentual de ecdise ninfal de larvas alimentadas de Amblyomma cajennense
infectadas com diferentes concentragbes dos diferentes isolados dos fungos entomopatogénicos
Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana (Bb).
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Tabela 7. Percentual de ecdise ninfal de larvas aimentadas de Amblyomma

cajennense infectadas com diferentes concentracbes dos diferentes isolados dos

fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (Ma) e Beauveria bassiana

(Bb), (Temperatura27°C £+ 1, Umidaderelativa® 80% e fotoperiodo de 14/10 horas).

Percentual de Ecdise Ninfal (%)

Concentracoes Ma 959" Ma319' MaE9* Bb 986" Bb 747"
(conidios/ml)

Controle 80,00 a 77,00 a 75,00 a 83,00 a 82,00 a

10° 67,00 b 64,00 b 50,00 b 56,00 b 81,00 a

10° 40,00 c 51,00 c 45,00 b 54,00 b 75,00 a

10’ 31,00 cd 44,00 c 31,00c 37,00 c 31,00b

10° 20,00d 22,00d 25,00 c 28,00 c 22,00c

! Médias seguidas da mesmalletra, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si (5% de

probabilidade).
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Tabela 8. Concentragtes letais (CL 50 e CL 90) visando a inibicdo da ecdise ninfal,
observadas em larvas dimentadas de Amblyomma cajennense tratadas com os
diferentes isolados de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma) em
condi¢des controladas (Temperatura 27°C + 1, Umidade relativa 3 80% e fotoperiodo

de 14/10 horas).

Inibicdo da ecdise ninfal

Isolados CL 50" CL 90"

Ma 959 5,24 x 10 2,68 x 10"
Ma 319 5,09 x 10° 3,52 x 10"
MaE9 8,78 x 10° 2,26 x 10"
Bb 986 2,94 x 10° 7,64 x 10
Bb 747 2,02 x 10° 6,84 x 10"

! Concentragdes em conidios/ ml

Utilizando as larvas alimentadas mortas que ndo conseguiram redizar a
ecdise ninfal, foram feitos isolamentos em meio de cultura (BDA), mantidos em
camara climatizada, onde observou-se o crescimento de col6nias de fungos. As
espécies de fungos que cresceram apds o isolamento em BDA foram as mesmas
encontradas nos isolamentos a partir dos ovos e larvas ndo alimentadas infectados,

sendo classificadas e identificadas segundo PETCH (1931).



5. DISCUSSAO

5.1. Periodo deincubacéo e eclosdo

Os parametros periodo de incubagéo dos ovos e o0 periodo de eclosdo das
larvas oriundas desses ovos tratados com as suspensdes elaboradas com diferentes
concentracdes de conidios/ml ndo variaram estatisticamente, quando comparados ao
grupo controle e/ou entre os tratamentos, estes dados foram obtidos em todos 0s
isolados de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana utilizados neste
experimento.

Porém BITTENCOURT et al., (1994 a ; 1996), observaram em seus
trabalhos com ovos de Boophilus microplus imersos em diferentes suspensdes de M.
anisopliae e B. bassiana que ocorria o aumento dos periodos de incubacdo e de
eclosdo dos grupos tratados em relacéo ao grupo controle, os autores também relatam
que quanto maior a concentracdo de conidios na suspensdo, maior 0 periodo de

incubacéo.



Os resultados obtidos no presente experimento em relagcéo aos parametros
periodos de incubacdo e de eclosdo diferiram dos obtidos pel os autores anteriormente
citados, porém sdo semelhantes aos obtidos por MONTEIRO (1997), que trabalhando
com ovos de Rhipicephalus sanguineus, em condi¢des controladas de temperatura e
umidade, também ndo observou diferencas significativas nos mesmos parametros
avaliados.

Diferencas anatomofisiolégicas entre as espécies de carrgpatos
utilizadas nos experimentos, metodologias diferenciadas para a coleta de dados,

podem justificar adiferenca observada pel os diferentes autores.

5.2. Per centual de eclosao

PRATA (1998) demonstrou que em condigdes controladas de temperatura
e umidade ( 27°C e UR 3 80%), o percentua de ecloséo larval para o carrapato
Amblyomma cajennense € de aproximadamente 93,53 + 5,83 %. No presente trabal ho,
sob condigdes idénticas de temperatura e umidade, verificamos nos grupos controle
um percentual muito proximo, em torno de 95 a 100%, de onde podemos concluir que
os resultados obtidos no presente trabalho possuem similaridade com os resultados
previamente obtidos pela autora.

Os grupos tratados apresentaram uma porcentagem de eclosdo

inversamente proporcional a concentracdo de conidios de cada suspensdo, 0 que



também ocorreu nos trabalhos de BITTENCOURT et al. (1994 b ; 1996), que
trabalharam com B. microplus tratados com M. anisopliae e B. bassiana, e
observaram que o percentual de eclosdo de larvas do grupo controle foi muito
superior aos encontrados nos grupos tratados, em ambos experimentos com as
diferentes espécies de fungo. KAAYA et al. (1996) evidenciaram em testes com B.
bassiana e M. anisopliae que a concentracdo 10° conidios/ml inibiu a eclosio de
larvas de A. variegatum oriundas de fémeas ingurgitadas tratadas; as fémeas tratadas
com M. anisopliae tiveram um indice de eclosdo de larvas de 3,92% e nas tratadas
com B. bassiana, esse indice foi de zero, o que revelou uma grande reducdo se
comparado ao grupo controle, onde o indice de eclosdo larval foi de 68,33 %.

Os valores de CL 50 e CL 90 obtidos com a utilizagdo dos diferentes
isolados, para promover a inibicdo da eclosdo de larvas oriundas de ovos tratados
encontrados no presente trabalho foram elevados, quando comparados aos valores
citados por BITTENCOURT et al., (1994 b e 1996) e MONTEIRO (1997), que
trabalharam com os mesmos isolados de B. bassiana e M. anisopliae sobre o0s
carrapatos B. microplus e R. sanguineus, respectivamente. Tais diferencas podem ser
decorrentes do manuseio laboratorial diferenciado das cepas dos entomopatdgenos, ja
gue se trata dos mesmos, diferencas na col eta de dados e principalmente de diferencas

anatomofisiol 6gicas entre as espécies de carrapatos utilizadas nos experimentos.



5.3. Percentual de mortalidade delarvas nao alimentadas.

BITTENCOURT et al., (1994 b) trabalhando com imersdo de larvas néo
alimentadas de B. microplus em diferentes suspensdes do fungo M. anisopliae (Ma
959) encontraram valores médios de mortalidade larval variando entre 32,67 a
97,33%, a medida que se aumentava a concentragdo de conidios nas suspensdes
utilizadas. BITTENCOURT et al. (1996) avaliando a acdo do fungo B. bassiana neste
mesmo estagio de B. microplus constataram um percentual de mortalidade variando
entre 18,8% a 88%, dependendo da concentracdo utilizada. Os dados apresentados por
estes autores sdo muito semelhantes aos encontrados no presente trabalho, ja que da
mesma forma, a medida que se aumentou a concentracéo de conidios nas suspensoes,
maiores foram os percentuais de mortalidade de larvas n&o alimentadas obtidos neste
experimento.

MWANGI et al., (1995) trabalhando com trés isolados de B. bassiana e
dois de M. anisopliae, prepararam suspensdes com 10° conidios/ml, onde por
imersdo avaliou a acdo destes fungos para larvas ndo adimentadas de R
appendiculatus. Os autores observaram valores de mortalidade variaveis entre 39,9%
a81,1% paraB. bassiana, e valores de mortalidade varidveis entre 4,2% a 26,9% para
M. anisopliae. Estes dados indicam uma baixa patogenicidade das cepas de M.

anisopliae utilizadas por estes autores.
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MONTEIRO (1997) em ensaios laboratoriais com larvas ndo alimentadas
de R. sanguineus, utilizando isolados de M. anisopliae e B. bassiana observou
mortalidade de 13,3% a 96,6 %, variando conforme a concentracdo e isolado
utilizado. No presente experimento os valores variaram de 43,3% a 96,7% para o
fungo M. anisopliae e de 11,7% a 100% para B. bassiana. Por serem utilizados os
mesmos isolados, em ambos experimentos, supdem-se que haja uma diferenca de
patogenicidade para as diferentes espécies de carrapatos envolvidas, sugerindo que as
larvas de A. cajennense sgjam mais sensiveis ao fungo M. anisopliae, enquanto larvas
de R. sanguineus sejam mais sensiveis ao fungo B. bassiana.

Na andlise de proébites realizada com os dados referentes ao percentual de
mortalidade dos isolados de B. bassiana verificou-se que a CL 50 variou de 7,9 x 10°
a3,9 x 10’ conidios/ml e para osisolados de M. anisopliae variou de 1,8 x 10° a 6,5 x
10° conidios/ml. No trabalhos de BITTENCOURT et al. (1996), tratando larvas de B.
microplus com suspensBes de B. bassiana, este indice ficou entre 6,83 x 10° e 1,01 x
10" conidio¥ml. MONTEIRO (1997) avaliando dados de CL 50 para larvas de R.
sanguineus tratadas com B. bassiana encontraram valores entre 2,2 x 10° e 2,15 x
10° conidios/ml ; para M. anisopliae este indice variou entre 7,8 x 10* e 1,4 x 10°
conidios/ml. A justificativa para as diferencas observadas em relacéo a esse indice
entre os autores € decorrente de diferencas anatomofisiol 6gicas entre as espécies de
carrapatos utilizadas nos experimentos, ja que se trata dos mesmos isolados de fungos

utilizados.



5.4. Percentual de ecdise ninfal, delarvas alimentadastratadas.

No trabalho de DAEMON & ISHIZUKA(1992), avdiando o efeito de
diferentes temperaturas, os autores demonstram que o percentual de ecdise de larvas
de Amblyomma cajennense mantidas em temperatura constante de 27°C e umidade
relativa igual ou superior de 75% variam de 86,67% a 96,67%, resultados mais
elevados do que os verificados no grupo controle do presente trabalho, onde os
resultados obtidos variaram de 75% a 83%; a reducéo deste percentual pode estar
ligada a0 fato de se utilizar a imersdo das larvas do grupo controle do presente
experimento, em uma suspensdo de &gua destilada mais espahante adesivo,
metodologia esta ndo empregada por DAEMON & ISHIZUKA (1992); ja para 0s
grupos tratados o percentual de ecdise ninfal variou de 81% a 20 %, conforme as
concentracoes e os diferentes isolados.

BARBOSA et al., (1997), avaliando a acéo de dois isolados de B. bassiana
sobre larvas aimentadas de R. sanguineus, observaram um percentual de mortalidade
das larvas do grupo controle de 24%. Ja para 0S grupos tratados, observaram
percentuais de 67%, 94% e 100%, para os tratamentos 10, 10° e 10° , com o isolado
747. Ja para o isolado 986, a mortalidade variou de 35% em 10* a 100% nas

concentracdes de 10° e 10° . Os dados apresentados demonstram que o percentual de
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mortalidade de larvas alimentadas reflete-se inversamente no percentual de ecdise
ninfal.

Podemos observar que os valores de mortalidade para o grupo controle,
encontrados por BARBOSA et al., (1997), sdo similares aos percentuais de ecdise
encontrados no presente trabalho. Ja para os valores obtidos nos grupos tratados,
observamos uma certa disparidade, pois em nenhum tratamento, observamos um
percentual de ecdise de 0%, o que representaria o percentual de mortalidade de 100%
encontrado pelos autores supracitados, nos tratamentos 10° conidios/ml com ambos
isolados. Essa diferencatalvez seja em decorréncia de se tratar de espécies diferentes
de carrapatos.

ZHIOUA et al., (1997) prepararam oito diferentes suspensdes conidiais de
M. anisopliae, com concentracdes varidveis de 10 até 10° conidios/ml, onde larvas
alimentadas de Ixodes scapularis permaneceram imersas por 30 segundos. Os
resultados obtidos por esses autores revelam mortalidade de 100% das larvas
ingurgitadas duas semanas apés a infecgdo para a concentragdo 10° conidios/ml. Foi
evidenciado o crescimento de micélio recobrindo todas as larvas mortas. Estas
observagdes sdo similares & citadas por BARBOSA et al. (1997), assim como por
MONTEIRO (1997), onde apds dez dias da imersdo nas diferentes suspensdes dos
isolados e em todos os estagios de desenvolvimento testados, evidenciou-se a
presenca de formagdes hifais. No presente trabalho também se observou o

desenvolvimento hifal sobre ovos e cuticula de larvas ndo alimentadas e alimentadas



recobrindo toda sua extensdo, localizando-se principalmente em torno dos seus
idiossomas e gnatossomas.

Segundo ZHIOUA et al. (1997), uma certa densidade de conidios é
requerida para que ocorra a penetracéo efetiva na cuticula, como um mecanismo de
acao em massa, 0 que explica a baixa patogenicidade encontrada nas suspensdes de
menor concentracdo de conidios/ ml, porém a partir de determinada concentragéo as
suspensdes desses entomopatdgenos demonstraram seu potencial para utilizacdo em
controle biologico, principalmente para o controle de carrapatos, devido sua
capacidade de penetracéo cuticular, de forma que a ingestdo do patégeno néo €

reguerida como na maioria nos demais patdgenos utilizados em controle microbiano.



6. CONCLUSOES

Apbs arealizagdo de bioensaiosin vitro com os diferentes isolados
dos fungos entomopatogéni cos Beauveria bassiana e Metar hizium anisopliae
sobre ovos, larvas ndo alimentadas e aimentadas de Amblyomma cajennense

pode-se concluir que:

- Todos os isolados utilizados promoveram infecgdo nos ovos e larvas,
alimentadas ou ndo, tratados e mantidos em condi¢bes controladas
de temperaturae umidade (27°C+ 1 e UR 3 80%).

- A agdo patogénica dos fungos reflete-se na eclodibilidade e

mortalidade larval, assim como no processo de ecdise ninfal.
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