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RESUMO

TERRA, Andréia Loureiro Musso. Avaliacido in vitro dos efeitos do agente etiologico
Nomuraea rileyi no controle biologico do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
2008. 33p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterindrias, Parasitologia Veterinaria).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:Ixodidae) é responsavel por grandes perdas
econdmicas na pecudria brasileira e atualmente seu controle consiste basicamente no uso de
acaricidas quimicos. A sua utiliza¢do inadequada tem favorecido o desenvolvimento de cepas
resistentes ¢ a contaminagao do meio ambiente. Diversos fungos entomopatogénicos tém sido
estudados no intuito de minimizar os problemas ocasionados por esse artropode. O objetivo
desse estudo foi testar in vitro os isolados Nr 151 ¢ Nr 177 de Nomuraea rileyi sobre as
diferentes fases de desenvolvimento do carrapato R. (B.) microplus. O fungo foi repicado em
Sabouraud Maltose Agar com extrato de levedura (SMAY) - modificado e mantido a 25 + 1°C
e umidade relativa > 80% por 30 dias. Para o preparo das suspensdes, os conidios da
superficie da placa foram raspados, suspensos em solugdo de agua destilada estéril e Tween
0,1% e quantificados em cdmara de Neubauer. Apos preparo da suspensdo 10° conidios ml™,
as concentragdes 10’, 10° ¢ 10° conidios ml' foram obtidas por diluicdo seriada. Cada
tratamento foi constituido pela imersdo dos espécimes em 1 ml de suspensdo durante trés
minutos enquanto o grupo controle foi exposto apenas ao diluente sem adi¢cdo de conidios.
Cada grupo foi formado por 10 repeticdes. Para avaliagdo do efeito dos isolados fungicos
sobre as fémeas ingurgitadas, os seguintes parametros bioldgicos foram observados: peso de
postura, periodos de pré-postura, postura, incubagdo e eclosdo, além do peso da quenogina,
necessarios para a realizagdo dos célculos do indice nutricional e de produgdo de ovos. Os
parametros utilizados para avaliacdo dos isolados sobre ovos e larvas foram: percentual diario
de eclosdo das larvas e percentual de mortalidade (observado a cada cinco dias até o 20° dia),
respectivamente. Os isolados de N. rileyi ndo foram capazes de ocasionar alteragdes
significativas nos parametros biologicos de fémeas ingurgitadas, exceto no percentual de
eclosdo das larvas, quando a maior concentragdo de 10° conidios ml™ foi utilizada, e no
percentual de controle onde se obteve 17,15% e de 27,62% nas concentragdes 10° ¢ 10°
conidios ml™, respectivamente. Os ovos tratados com as diferentes concentragdes dos isolados
de N. rileyi ndao apresentou diferenga significativa no percentual das larvas eclodidas. O
melhor resultado obtido com o isolado Nr 177 foi sobre larvas ndo alimentadas, onde todas as
concentragdes utilizadas demonstraram um percentual de mortalidade significativo. A
concentragdo 10° conidios ml™” do isolado Nr 177 de Nomuraea rileyi foi capaz de promover
um percentual de mortalidade das larvas de 14,5 e 69,5% somente no 15° e 20°dia apds o
tratamento, respectivamente. As demais concentragdes apresentaram um percentual de
mortalidade significativo, no entanto esses resultados nao foram tdo satisfatorios quanto aos
obtidos com a maior concentragdo utilizada. O isolado Nr 151 de Nomuraea rileyi ocasionou
baixo percentual de mortalidade das larvas ndo alimentadas, entre 10 e 15% quando as
concentagdes 10’ e 10° conidios ml”' foram utizadas. Dessa forma, esses resultados
demonstram que os isolados de N. rileyi ndo apresentaram efeitos deletérios significativos ao
carrapato R. (B.) microplus.

Palavras-chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Nomuraea rileyi, Controle bioldgico.



ABSTRACT

TERRA, Andréia Loureiro Musso. Evaluation in vitro of Nomuraea rileyi to control
Rhipicephalus (Boophilus) microplus tick. 2008. 33p. Dissertation (Master of Science in
Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Veterinary Institute, Department of Animal
Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus causes severe economic losses to the Brazilian cattle
raising industry. In nowadays, the control of the cattle tick is especially based on the use of
chemical acaricides. The inadequate use of these acaricides allows the development of tick’s
resistant strains and environmental contamination. Several entomopathogenic fungal species
have been investigated to control arthropod populations and, therefore, minimize the damages
caused by them. The current study investigates Nomuraea rileyi isolates (Nr 151 and Nr 177)
to control the three developmental stages of R. (B.) microplus tick. The fungal isolates were
cultivated on modified Sabouraud Maltose Agar with yeast extract (SMAY) at 25 £ 1 °C and
relative humidity (RH) higher or equal to 80% for 30 days. Conidia were harvested from the
SMAY medium surface and suspended in sterile Tween 80 0.1% aqueous solution. The
suspensions were adjusted to 10° conidia ml” using the hemacytometer, other conidial
suspensions (107, 10° and 10° conidia ml") were obtained by serial dilution (1:10). The
specimens were immersed in 1 ml of conidial suspension for three minutes, while control
groups were immersed in Tween 80 0.1% aqueous solution (no conidia). Each treatment or
control groups were composed of 10 repetitions. The effects of fungal isolates on engorged
female ticks were investigated through the evaluation of the following parameters: pre-
oviposition period, oviposition period, egg production, egg incubation and hatching period,
and dead tick weight. These data were used to calculate the Nutrient Index and Egg
Production Index. The effect of fungal isolates on egg and larva was evaluated by recording
the hatchability daily, and mortality (at every 5-day intervals), respectively. In general, N.
rileyi isolates did not cause significant alteration of engorged females’ parameters; however,
the isolate Nr 177 at 10* conidia ml™" significantly reduced larvae hatchability. The percentage
of control of engorged females exposed to N. rileyi was 17.15 or 27.62% at 10° or 10° conidia
ml™', respectively. The percent hatchability of eggs exposed to N. rileyi isolates did not differ
from control group. The best result with the isolate Nr 177 was observed on non-fed larvae,
all conidial suspensions caused significant mortality rates. The isolate Nr 177 at 10® conidia
ml” caused 14.5% and 69.5% larva mortality only at day 15 and day 20 after treatment,
respectively. Other fungal suspensions caused significant larva mortality, but the results were
not reasonable as the results observed with the fungal suspension with the highest conidia
concentration. The isolate Nr 151 caused low non-fed larva mortality rates, 10% or 15%, at
10" or 10® conidial ml”, respectively. These results demonstrate that the N. rileyi isolates
investigated did not cause significant harmful effect to control R. (B.) microplus tick.

Key-words: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Nomuraea rileyi, Biological control.
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1 INTRODUCAO

A pecudria bovina apresentou nas ultimas décadas um aumento consideravel na
produtividade, decorrente principalmente da melhoria genética dos rebanhos, da conversao
alimentar e das técnicas reprodutivas. Junto aos beneficios surgiram também inumeros
problemas sanitarios.

A melhoria das pastagens com maior numero de animais por area, o desmame precoce
e a criagdo de animais confinados, favoreceu largamente os parasitas nas racas bovinas mais
produtivas, a ponto de hoje em dia, ndo ser mais possivel a criacdo econdomica de bovinos sem
um combate sistematico aos seus principais endo e ectoparasitas.

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus também conhecido no Brasil como
carrapato dos bovinos, originou-se provavelmente na Asia ¢ se adaptou perfeitamente aos
paises tropicais, onde o calor e a umidade propiciam condi¢des favoraveis a sobrevivéncia e a
manutenc¢do dessa espécie.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ considerado um dos mais importantes
ectoparasitas da pecudria brasileira, pois sdo responsaveis por perdas econOmicas severas
devido a transmissdo de patdgenos, a desvalorizagdo do couro e a baixa conversao alimentar e
geram gastos no seu controle que giram em torno de dois bilhdes de dolares por ano.

O homem desenvolveu varios métodos para o controle do carrapato R. (B.) microplus,
no entanto, nem todos foram capazes de resolver o problema, e a solugao imediatista sempre
fora o uso de substancias quimicas acaricidas. Essas drogas determinam o aparecimento de
populagdes de carrapatos resistentes € a permanéncia de residuos em produtos de origem
animal e no meio ambiente, tornando a busca por alternativas para o controle do carrapato
uma questdao fundamental em respeito a integridade do ecossistema.

Apesar do progresso alcancado nas décadas anteriores nos programas de controle de
artrépodes utilizando os agentes quimicos, esse carrapato ainda representa um risco constante
para a populagdo de bovinos, sendo de fundamental importancia o conhecimento da relacdo
“artropode - agente patogénico - hospedeiro”, para que dessa forma, haja o desenvolvimento
de um método de controle efetivo.

O controle biolégico pode representar uma alternativa mais econdmica e viavel
quando comparado a utilizagdo de inseticidas quimicos, pois a maioria desses acaricidas
apresentam amplo espectro de atuacdo e acabam por dizimar outros artropodes
ecologicamente importantes.

Os métodos de controle microbiano utilizando fungos entomopatogénicos apresentam
satisfacdo do ponto de vista economico e ecologico, sendo recomendado para controle de
pragas. A maioria desses entomopatdgenos sao altamente especializados na penetragdo via
tegumento, o que ¢ uma grande vantagem no caso especifico dos carrapatos, ja que a infec¢ao
oral ¢ invidvel para esses artropodes hematofagos obrigatdrios.

Os principais fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae, sdo descritos como agentes patogénicos no controle bioldgico de insetos e a
eficacia de ambos foi comprovada experimentalmente para os diferentes estagios evolutivos
de carrapatos em diversos estudos. A avaliacdo de outras espécies de fungos
entomopatogénicos, no entanto, ¢ necessario para selecionar aquela com maior potencial de
controle de carrapatos.

O fungo Nomuraea rileyi apresenta grande contribui¢do em surtos epizooticos anuais
sobre populagdes da lagarta Anticarsia gemmatalis, importante praga na cultura da soja,
ampliando sua atuagdo como possivel agente promissor no controle microbiano de outros



artropodes. Dessa forma, o presente estudo avaliou o efeito in vitro de N. rileyi sobre as
diferentes fases evolutivas do carrapato R. (B.) microplus.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Carrapato dos Bovinos

Os principais carrapatos de importancia econdmica que ocorrem no Brasil pertencem a
familia Ixodidae. Dentre ecles estd o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
Canestrini, 1887, que ¢ uma das espécies mais relevantes para pecudria do nosso pais
(BITTENCOURT, 2000).

O carrapato R. (B.) microplus é originario da Asia e foi introduzido no Brasil junto
com os primeiros bovinos trazidos pelos colonizadores, onde se adaptou perfeitamente ao
nosso clima, distribuindo-se por todo o territorio nacional, com algumas poucas exce¢des das
regides que possuem baixa precipitagio pluviométrica (BARCI,1997). E conhecido como
carrapato dos bovinos, mas em altas infestagdes na pastagem pode parasitar outros mamiferos
como eqiiinos, caprinos, ovinos, caninos, o homem (GONZALES, 1975), além de bufalos,
gatos, coelhos, cangurus, porcos e ongas (PEREIRA, 1980).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem distribui¢ao entre os paralelos 32° Norte e
32° Sul, delimitando ao Norte, o Sul dos Estados Unidos, meio do México e Norte da Africa,
ao Sul, o extremo Sul do Brasil, meio do Uruguai e da Argentina e Sul da Australia
(GONZALES, 1995). De acordo com Furlong ¢ Evans (1991), no Brasil, R. (B.) microplus
encontra condigdes climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento, do extremo Sul em dire¢ao
ao Norte ou Nordeste, possibilitando-lhe completar de dois, trés, quatro e potencialmente até
cinco geragdes por ano, em locais com temperaturas médias anuais acima de 17° C.

O ciclo de vida de R. (B.) microplus divide-se em uma fase de vida livre e uma fase de
vida parasitaria. A fase de vida livre inicia-se com a queda da fémea ingurgitada que se
desprende do hospedeiro, caindo ao solo para realizar a postura. O periodo de pré-postura
dura de dois a trés dias passando posteriormente a fase de ovopostura, que dura em torno de
17 dias podendo se estender a mais de 90 e, em seguida, a fase de eclosdo que dura em média
de 22 a 30 dias e, apés um periodo de quatro a 20 dias, em condi¢des de umidade e
temperatura favoraveis, as larvas ndo alimentadas entdo se tornam infestantes (GONZALES,
1974).

A fase de vida parasitaria inicia-se quando a larva infestante instala-se no hospedeiro,
iniciam a alimentagdo passando por varias ecdises até chegar ao estddio adulto, em que as
fémeas fecundadas e ingurgitadas se desprendem do hospedeiro e caem ao chao
(GONZALES, 1974). Esse periodo pode variar em média de 18 a 26 dias na regido do Brasil-
Central (FURLONG, 1993).

A temperatura ¢ um importante fator regulador no desenvolvimento do carrapato R.
(B.) microplus. Toda sua biologia ¢ influenciada por esse fator, sendo que os diferentes
tempos de evolugdo desta espécie sdo encurtados em temperaturas elevadas, e prolongadas em
temperaturas mais amenas (GLORIA et al., 1993). Estacdes secas severas podem limitar a
sobrevivéncia do carrapato, podendo ir até a completa paralisagdo na incubagdo, postura, e até
mesmo o fracasso desses estagios.

O carrapato dos bovinos ¢ um parasita de alta importancia, produzindo perdas diretas e
indiretas pela transmissdo de patogenos e pelo custo de seu controle. Ainda hoje, apresenta
alta incidéncia e prevaléncia no Brasil e em paises desenvolvidos de clima tropical, devido a
complexidade dos fatores envolvidos e ao desconhecimento dos produtores sobre informagdes
especificas necessarias a adog¢ao de praticas efetivas no controle desse ectoparasito em suas
propriedades (ROCHA et al., 2006).

O carrapato R. (B.) microplus ¢ também vetor de diversos agentes infecciosos, tais
como: bactérias, protozoarios, rickétsias e virus, sendo o principal vetor do Anaplasma



marginale, Babesia bovis e B. bigemina responsaveis por mortes de bezerros ou de animais
adultos que ndo tenham sido previamente expostos ao carrapato. Essas doencas formam um
complexo conhecido como tristeza parasitaria dos bovinos (FERNANDES et al., 2002).

Os animais parasitados apresentam perda de peso, baixa produtividade e
desvaloriza¢ao de seu couro (BITTENCOURT, 2000). De acordo com Furlong (1993), os
prejuizos causados pelo carrapato aos bovinos se processam de varias maneiras e quanto a
espoliagdo sanguinea ¢ geralmente causada pelas teledginas, ja que larvas, ninfas e machos
sdo pequenos e tem como predomindncia na sua alimentagao a linfa e substratos teciduais. |O
volume ingerido por cada fémea de R. (B.) microplus varia entre 0,5 ¢ 3 ml de sangue
(SEIFER, 1971; GONZALES, 1975).

Estima-se que os prejuizos econdmicos ocasionados pelo carrapato R. (B.) microplus
no Brasil seja em torno de 2 bilhdes de ddlares por ano (GRISI et al., 2002) devido a gastos
com carrapaticidas, mao de obra para sua administracdo ¢ pela perda na produtividade do
rebanho (HORN; ARTECHE, 1985).

A principal forma de controle até o presente momento consiste no emprego de
acaricidas quimicos. No entanto, o uso continuado desses produtos e a utilizacdo de forma
inadequada dos mesmos tém ocasionado problemas quanto a resisténcia e a contaminagdo do
meio ambiente (CASTRO et al, 1997). Desde a década de 40, com o surgimento de
individuos resistentes aos produtos arsenicais, uma sucessdo de produtos de outras bases
quimicas foi lancada no mercado mundial para evitar os problemas de resisténcia que sdo
emergentes a intervalos cada vez mais curtos (WHARTON E ROULSTON, 1970).

Rocha e Leite (2006) em entrevista a produtores de leite da regido de Divindpolis,
MG, demonstraram a falta de conhecimento necessario para a realizagdo de um combate
racional dos carrapatos, assim como os prejuizos que podem ser causados por esses parasitos
no sistema produtivo. Santos Jr et al. (2000) relataram que ndo existe uma preocupacao dos
proprietarios com a eficiéncia dos tratamentos acaricidas, acarretando assim fracassos no
controle e aumento de gastos representado pelo elevado nimero de tratamentos.

O aumento da resisténcia de R. (B.) microplus aos pesticidas, seu alto preco, associado
ao crescimento da demanda publica pela seguranga em alimentos e & preocupagdo com um
meio ambiente menos poluido, estio gerando um aumento na procura de meios alternativos
para o controle desse carrapato (SAMISH, 2000), encorajando os pesquisadores a buscarem
continuamente novos métodos de controle e aplicé-los de forma integrada no combate a este
parasita (BARROS; EVANS, 1989).

2.2.Controle Bioldgico — Fungos Entomopatogénicos

O controle bioldgico pode ser definido como quaisquer atividades envolvendo a
manipulagdo de inimigos naturais tais como predadores, parasitas ou patdgenos com o
objetivo de reduzir ou suprimir uma populagdo animal ou vegetal que represente uma praga.
Um programa completo de controle bioldgico cobre uma gama de atividades, desde a simples
conservagao de inimigos naturais, através de criteriosa selecdo de um pesticida que lhes seja
menos toxico, até a liberacdo ou introducdo de inimigos naturais numa area onde se
encontram os hospedeiros alvos (MORETTI, 2007).

O uso do controle microbiano apresenta diversas vantagens, incluindo a seguranca para
humanos e organismos ndo alvos, reducdo de residuos quimicos no meio ambiente e nos
alimentos, preservacdo de endemias naturais e aumento da biodiversidade em ecossistemas
controlados (LACEY et al., 2001). Além disso, apds os patdogenos se estabelecerem numa
determinada area de cultivo, a doenca pode assumir carater enzootico, dificultando o
desenvolvimento dos insetos e impedindo que os mesmos ocasionem danos econdmicos a
lavoura. Esse fato pode estar relacionado aos efeitos secundérios ocasionados a geracao futura
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da populacao desses insetos, diminuindo a oviposicao, a viabilidade dos ovos € o aumento da
sensibilidade a outros produtos bioldgicos e quimicos (ALVES, 1998).

A conservagdo e utilizagdo de agentes de controle bioldgico dentro de
agroecossistemas ¢ uma das principais estratégias adotadas no manejo integrado de pragas e
para que isso ocorra, ¢ necessario conhecer a acdo dos produtos fitossanitarios de origem
quimica, sua seletividade e/ou compatibilidade sobre o inimigo natural em questdo (FILHO et
al., 2003). Os entomopatodgenos ocorrem naturalmente ¢ s3o considerados como importante
fator regulador nas populacdes de artropodes. Muitas espécies sdo empregadas como agentes
de controle bioldgico de insetos praga em pomares, gramados, produtos armazenados e para
reducdo de insetos pestes e vetores de importancia médica e veterinaria (LACEY et.al., 2001).

A historia da pesquisa de fungos patogénicos para invertebrados foi relatada ha
milhares de anos, onde a observagdo de microrganismos em alguns insetos era possivel a olho
nu, iniciando assim um amplo campo de estudos na patologia dos invertebrados
(CASTRILHO et al., 2005).

O primeiro pesquisador a comprovar a natureza infecciosa de um fungo como agente
microbiano sobre um inseto foi Agostino Bassi, em 1835, relatando o fungo Beauveria
bassiana como causador da doenga “muscardine branca” no bicho-da-seda (ALVES, 1998).

Atualmente cerca de 750 espécies de fungos sdo conhecidas como patdégenos de
artropodes que habitam o meio aquatico, solos e plantas (FUXA, 1987, MCCOY, 1990;
HAJEK; St LEGER, 1994, LACEY et al., 2001). Alguns fungos sdo conhecidos e utilizados
no controle microbiano de insetos no qual podemos citar: B. bassiana controlando larvas de
mosquitos ¢ moscas; B. brongniartii controlando baratas; M. anisopliae controlando
cigarrinha da cana-de-agucar (Mahanarva posticata), cigarrinha das pastagens (Deois zulia), a
broca da cana (Diatraea saccharalis), o percevejo da soja (Nezara sp e Piezodorus sp) e
insetos da familia Reduviidae; Nomuraea rileyi controlando membros das ordens Coleoptera,
Lepidoptera e Orthoptera e Isaria fumosorosea (= Paecilomyces fumosoroseus) controlando
larvas de mosquitos € moscas (MORETTI, 2007).

Esses entomopatogenos vém sendo estudados no Brasil hd mais de sessenta anos.
Todavia, foi somente depois de 1964, com a ocorréncia epizodtica de M. anisopliae sobre as
cigarrinhas da cana-de-agucar, que os fungos receberam mais atencdo dos pesquisadores.
Mais de 50% dos trabalhos publicados no Brasil sobre patologia de insetos e controle
microbiano sdo sobre fungos entomopatogénicos, sendo que 90% deles foram desenvolvidos
somente nas duas ultimas décadas (ALVES, 1998).

Os fungos entomopatogénicos sdo patdogenos de largo espectro e a maioria ¢ altamente
especializada na penetragdo via tegumento (ALVES, 1998), o que ¢ uma grande vantagem
quando comparado com outros patdogenos, pois a infeccdo oral é praticamente nula para os
artropodes hematdfagos. Além disso, podem infectar diferentes estagios de desenvolvimento
dos hospedeiros, como ovos, pupas e adultos, sendo esta caracteristica desejavel e muito
peculiar desse grupo (KAAYA et al.,1991). Muitos dos esporos produzidos pelo fungo no
hospedeiro sdo carreados através do vento ou da chuva e em contato com outros artrépodes
alvos podem propagar um outro quadro de infeccdo a longa distancia (ALVES, 1998).

Varios inimigos naturais do carrapato R. (B.) microplus sdo descritos na literatura:
alguns invertebrados como formigas, aranhas e dipteros, ¢ vertebrados como roedores, aves e
anfibios. Fungos, bactérias e nematdides também sdo considerados agentes patogénicos que
podem controlar popula¢des desse artropode (BITTENCOURT, 2000; VERISSIMO, 1995).

Atualmente € crescente o nimero de trabalhos publicados por pesquisadores na area de
controle microbiano (SAMISH; REHACED, 1999). Samish e Rehaced (1999) revisaram mais
de 100 espécies de patogenos e aproximadamente 150 predadores associados com carrapatos,
0 que representa um amplo arsenal de espécies com uso potencial como agentes de
biocontrole.



A acdo de fungos sobre o carrapato R. (B.) microplus foi avaliada pela primeira vez
por Connole (1969), que testou 156 extratos de diferentes fungos mantidos em colecdo e
obtidos através de centrifuga¢do. O material obtido foi inoculado na hemocele dos carrapatos
e os resultados mais promissores foram com Arpergillus niger que promoveu a inibigdo da
postura em 50% dos espécimes testados.

A pesquisa relativa ao uso de microorganismos ainda ¢ incipiente, contudo vérias
pesquisas tém sido realizadas através de infecgdes experimentais utilizando fungos
entomopatogénicos (ATHAYDE et al., 2001). Diversos trabalhos em condi¢des controladas
avaliaram os efeitos das suspensdes de varios isolados de B. bassiana ou M. anisopliae sobre
as diferentes fases de desenvolvimento do carrapato R. (B.) microplus (BITTENCOURT et
al., 1992, 1994a, 1994b, 1995).

Alves et al. (1993) compararam um isolado do fungo B. bassiana e um isolado de M.
anisopliae sobre ovos de R. (B.) microplus, e relataram que apesar de B. bassiana ser
patogénica, a eficiéncia de M. anisopliae havia sido superior.

Bittencourt et al. (1992, 1994a, 1994b) avaliaram a a¢do de dois isolados de M.
anisopliae sobre o carrapato R. (B.) microplus e observaram as seguintes alteragdes: aumento
no periodo de pré-postura e eclosdo das larvas, e diminui¢do do periodo de postura, indice de
producdo de ovos e percentual de eclosdo das larvas, demonstrando seu efeito patogénico
sobre R. (B.) microplus. Em outro estudo, Bittencourt et al. (1995) testaram in vitro
suspensdes dos isolados 747 ¢ 986 (ESALQ/ USP) do fungo B. bassiana sobre ovos e larvas
da mesma espécie de carrapato ¢ obtiveram reducdo do percentual de eclosdo e aumento na
mortalidade das larvas.

Alguns estudos demonstraram que conidios de Metarhizium sp. formulados em
solugdo oleosa causaram altas taxas de mortalidade quando comparados com as suspensdes
aquosas (CASTENEIRAS et al.,, 1987; KAAYA et al., 1996; MONTEIRO et al.,1998;
LEEMON; JONSSON, 2007.). A vantagem da utilizacdo da formulacdo oleosa ¢ sua
excelente adesdo a cuticula hidrofobica de artropodes (PRIOR et al.,1988), além dos conidios
lipofilicos, como os de Metarhizium sp., serem mais facilmente suspensos em oOleo e
manterem sua viabilidade por maior periodo de tempo (DAOUST et al., 1983). Portanto, ¢
uma excelente area de estudo para o desenvolvimento de futuros trabalhos ao nivel de campo,
buscando a descoberta de um bioacaricida eficaz.

Bahiense (2007) relatou a eficacia dos fungos entomopatogénicos M. anisopliae ¢ B.
bassiana associados a deltametrina sobre uma cepa resistente do carrapato R. (B.) microplus
em teste de estabulo. Essa associacdo do acaricida com os fungos resultou no controle da cepa
do carrapato, demonstrando que a utilizagdo simultanea dos acaricidas em bovinos infestados
pode ser possivel e, além disso, pode atuar como ferramenta para o manejo integrado no
controle desse carrapato. Portanto, a compatibilidade dos fungos entomopatogénicos com
agroquimicos pode melhorar o potencial de controle, j4 que as substancias sintéticas podem
atuar como estressantes, facilitando a infec¢do fungica (SOSA-GOMEZ, 2005).

A perspectiva da utilizagdo de fungos entomopatogénicos contra carrapatos € o
desenvolvimento de novas tecnologias para a aplicacdo desses produtos bioldgicos irdo
contribuir para melhorias na producdo animal e para minimizar os danos ecoldgicos
(ATHAYDE, et al., 2001).

2.3.Nomuraea rileyi

Os fungos foram os primeiros patégenos de insetos a serem utilizados no controle
microbiano, e a maioria dos géneros de fungos entomopatogénicos j& relatados ocorre no
Brasil, sendo que destes, mais de 20 incidem sobre pragas de importancia econdmica para a
agricultura.



Nomuraea rileyi (Farlow) Samson é um fungo anamorfico pertencente a Classe
Ascomycetes. Segundo Ignoffo (1981), a utilizagdo dessa espécie € segura para humanos e
outros organismos nao alvo, facilitando o seu uso no controle de pragas especificas, incluindo
insetos parasitas ¢ predadores. E uma espécie cosmopolita e apresenta potencial para controle
de diversas pragas de insetos de importancia economica.

Esse fungo ocorre naturalmente em mais de 32 espécies de insetos das ordens
Coleoptera, Ortoptera ¢ Lepidoptera em varias regides do mundo, ¢ cerca de 90% dos
hospedeiros susceptiveis pertencem a essa Ultima ordem, tais como: Helicoverpa armigera
(Hubner), Spodora litura (Fabricius), Plusia sp que atacam plantios de feijdo, girassol,
algodao e tomate (VIMALA DEVI et al., 1996). Outras espécies de insetos de importancia
agricola sdo susceptiveis a N. rileyi, dentre elas estdo: Alabama argillacea e Trichoplusia ni
que atacam plantios de algoddo, Anticarsia gemmatalis ¢ Plusia sp. no plantio da soja, e
Cirphis latiuscula ¢ Diatraea saccharalis que ocasionam prejuizos no plantio da cana-de-
acucar (ALVES, 1998).

No Brasil, dentre os hospedeiros susceptiveis destaca-se a lagarta da soja, que pode ser
acometida pela doenga branca causada por esse fungo entomopatogénico, considerado o mais
importante agente de controle natural deste inseto. As lagartas sdo infectadas pelos conidios
do fungo presentes sobre as folhas ou no solo, ficando endurecidas e recobertas por uma
camada branca devido ao desenvolvimento externo do micélio, tornando-se verdes com a
producdo dos conidios (GAZZONI; YORINIORI, 1995; SUJII et al., 2001).

Os altos indices obtidos no controle natural da lagarta da soja sugerem N. rileyi ( como
um importante agente a ser usado em programas integrados de pragas. Esse fungo promove
epizootias sob certas condigdes ambientais, principalmente em periodos chuvosos e sob
temperaturas amenas, sendo capaz de reduzir drasticamente as populagdes deste inseto
(CORREA & SMITH, 1975; CARNER, 1980; IGNOFFO, 1981; LECUONA, 1990). No
centro-sul do Brasil, a presenga do fungo impede que o inseto atinja um nivel de dano
econdmico, evitando assim a aplicacdo de defensivos agricolas contra essa praga (FARIA et
al., 1993).

Testes realizados a campo por Ignoffo (1981) com N. rileyi sobre Trichoplusia ni
mostraram mortalidade de 67% das lagartas e uma reducdo na capacidade reprodutiva da
populacdo do inseto. A morte do hospedeiro ocorre por volta do sexto dia e o ciclo se
completa com a formacdo dos conidios, sob temperatura de 25°C, entre oito a doze dias apds o
inicio do quadro de infeccdo. Estes dados sugerem que N. rileyi pode facilitar o controle
quimico, e também ser utilizado como agente profilatico antes da ocorréncia da praga.

Esse mesmo autor relata experimentos com concentra¢des de 10'° a 10" conidios/0,4
ha, utilizados na aplicagdo dos diferentes estadios de desenvolvimento da lagarta Helicoverpa
zea, onde o melhor desempenho ocorreu na redugdo da populacdo de primeiro e segundo
instares expostos as concentracdes mais elevadas.

A origem geografica e as condi¢cdes de cultivo, envolvendo meios, temperaturas,
umidade etc, podem interferir na patogenicidade dos isolados de N. rileyi e outros fungos
entomopatogénicos. A viruléncia e o espectro de hospedeiros dos isolados podem ser
previstos com maior exatiddo através de bioensaios (IGNOFFO; BOUCIAS, 1992). Estudo
realizado com isolados de B. bassiana de diferentes regides geograficas do territorio brasileiro
e norte-americano demonstraram variagdes genéticas significativa, evidenciando que a
distancia geografica ¢ um fator importante na variabilidade genética (FERNANDES, 2007).

O solo representa um dos maiores reservatorios de indculos de N. rileyi, cujos
clamiddésporos podem permanecer viaveis por até 12 semanas, sendo a temperatura favoravel
para o crescimento do fungo em torno de 26°C e a umidade relativa entre 60 a 100%
(PENDLAND, 1982). O fungo pode permanecer vidvel por periodos maiores, sobre os



cadaveres do inseto no solo, na forma de clamiddsporos ou hifas, fornecendo o inéculo para
formacgao dos focos primarios da doenca no ano seguinte (IGNOFFO, 1981).

2.4. Mecanismos de Penetracao dos Fungos Entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos desenvolvem distintas estratégias para infectar seus
hospedeiros, variando consideravelmente o modo de agdo, viruléncia e especificidade. A
adesdo dos conidios na superficie do hospedeiro e a penetragdo sdo os eventos iniciais do
processo patogénico e parecem estar envolvidos com mecanismos de adesdo nao especificos,
mediados pela caracteristica hidrofobica dos conidios (ARRUDA et al., 2005).

Vinte e quatro horas apods o inicio da infec¢do ocorrem a adesdo e germinacgdo dos
conidios sobre a superficie do hospedeiro. Neste periodo, o tubo germinativo se diferencia
para formar o apressorio, exercendo pressdo mecanica e secre¢do de enzimas hidroliticas.
Essa combinagdo de mecanismos fisicos e enzimaticos ¢ utilizada pelos fungos
entomopatogénicos para transpor a cuticula do hospedeiro. A producdao de quitinases e
proteases ¢ peca chave para penetragdo que ¢ observada 72 horas apos contato com a
superficie do artropode (ARRUDA et al., 2005). Em seguida, ocorre a colonizagdo do
hospedeiro, onde as hifas que penetraram sofrem um engrossamento e se ramificam na
hemocele (ALVES, 1998).

A colonizacdo do fungo no interior do hospedeiro se dd nos diversos 6rgdos e
apresenta, provavelmente, a seguinte seqii€ncia: corpos gordurosos, sistema digestivo e tubos
de Malpighi, hipoderme e sistema nervoso, musculos e traquéias, culminando na morte do
hospedeiro. Apds 96 horas, a hifa comeca a emergir para a superficie da cuticula, iniciando o
processo de conidiogénese. Apos a formagdo dos propagulos infectivos (conidios), estes se
dispersam pelo ambiente, auxiliados por fatores bidticos a abioticos, tais como: vento, chuva,
homem, animais, etc. (ALVES, 1998).

Os fungos também produzem micotoxinas que contribuem para a mortalidade do
hospedeiro, provocando a diminui¢do do ingurgitamento, da fecundidade e do percentual de
eclosdo das larvas. A mortalidade dos carrapatos esta relacionada a concentragdo de conidios,
ou seja, ocorre uma relacdo entre o percentual de mortalidade e o nimero de conidios que o
recobre: quanto maior o numero de conidios, maior sera a taxa de mortalidade (KAAYA et
al., 1996; BITTENCOURT, 2000).

Todas as fases do ciclo das relagdes patdégeno-hospedeiro, principalmente germinacao,
penetracdo e reprodu¢do, sdo muito dependentes das condi¢des ambientais, como temperatura,
umidade e radiacdo ultravioleta.



3. MATERIAL E METODOS
3.1.Localizacio do Experimento

A avaliacdo do efeito do fungo N. rileyi sobre as diferentes fases do carrapato R. (B.)
microplus foi realizada no periodo entre junho e novembro de 2007, no Laboratorio de
Controle Microbiano, localizado na Estagdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas
Wilhemn Otto Neitz (EEPPWON), do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, situado em Seropédica - RJ,
entre os paralelos 22°49° e 22°45° de latitude sul, e os meridianos 43°38’ e 43°42’ de
longitude oeste de Greenwich, com altitude de 33 metros e clima do tipo subtropical.

3.2.0btencao e Manutencio dos Isolados Fiangicos

Os isolados Nr 151 e Nr 177 do entomopatdogeno N. rileyi foram cedidos pela
EMBRAPA/Soja ao Laboratorio de Controle Microbiano e repicados em placas de Petri
contendo meio de cultura Sabouraud Maltose Agar com Extrato de Levedura (SMAY
modificado) acrescido de 10g de Extrato de Levedura e mantidos em camara climatizada tipo
BOD sob temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa > 80% por 30 dias.

O isolado Nr 151 oriundo de Brasilia - Distrito Federal, foi originalmente isolado do
hospedeiro Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidac) em 1996 ¢ o isolado Nr 177,
oriundo de Warta, Londrina — Parana, foi isolado do mesmo hospedeiro, em 1999.

3.3.Avaliacio Morfologica dos Isolados

Os aspectos morfologicos de N. rileyi foram observados 30 dias apds o cultivo dos
isolados em placas de Petri, como descrito no item 3.2. A descri¢do das caracteristicas
macromorfologicas foi realizada através dos seguintes pardmetros: taxa de crescimento
através da mensura¢do do diametro da coldnia, aspecto e coloracdo das coldnias e seus
reversos. As caracteristicas micromorfologicas foram avaliadas através da técnica de
microcultivo entre lamina e laminula (RIVALIER; SEYDEL, 1932), mantidas sob condigdes
de temperatura e umidade descritas no item 3.2, durante 30 dias. As laminas foram coradas
com Lactofenol de Amman com azul de algodao segundo Hawksworth (1977).

3.4.Elaboracao das Suspensdes e Quantificacido dos Inoculos

As solug¢des conidiais foram preparadas a partir do cultivo dos isolados de N. rileyi em
placas de Petri, contendo meio de cultura SMAY modificado. Para o preparo de suspensio
com concentragio de 10® conidios ml™, a superficie da placa de Petri foi raspada com auxilio
de um cabo e lamina de bisturi e os conidios suspensos em 30 ml de agua destilada estéril e
espalhante adesivo Tween 80 0,1% (LUZ et al., 1998). A suspensdo foi quantificada em
Céamara de Neubauer sob microscopio optico, segundo Alves (1998).

As suspensdes 107, 10° ¢ 10° conidios ml”' foram preparadas através de diluigdo
seriada a partir da suspensdo 10° conidios mI™. Desse modo, 2 ml da suspensdo 10° conidios
ml ™" acrescida de 18 ml de agua destilada estéril e Tween 80 0,1%, resultam na concentragdo
de 107 conidios ml'. A mesma metodologia foi utilizada para o preparo das demais
concentracoes.



3.5.Viabilidade das Suspensdes de Conidios

Uma amostra de 0,1 ml da suspensdo de 10° conidios ml™ de cada isolado foi colocada
em placas de Petri contendo meio de cultura SMAY modificado e antibidtico (500mg de
cloranfenicol : 1 litro de meio de cultura)., para avaliagdo da viabilidade dos conidios de N.
rileyi. Uma outra amostra também foi feita utilizando o mesmo meio de cultura e a mesma
concentracio de conidios ml”', porém sem a adi¢do do cloranfenicol, para se avaliar a
influéncia do antibidtico sobre a germinagdo fungica. As placas foram mantidas em camara
climatizada a 25 + 1°C e umidade relativa > 80% e realizada a contagem de conidios
germinados e ndo germinados diariamente até o 4° dia. A germinacdo dos conidios foi
observada utilizando microscopio Optico com magnitude de 400X e um nimero minimo de
300 conidios por placa foi avaliado. O percentual de conidios vidveis foi calculado através da
divisdo do numero de conidios germinados pelo numero total de conidios contados (Alves,
1998).

3.6. Delineamento Experimental

Para realizacdo do experimento foram preparadas quatro suspensdes conidiais nas
concentragdes 10°, 10°, 10" e 10° conidios ml”' e uma solucdo controle sem adi¢do de
conidios. No grupo controle foi utilizado somente uma solucao de dgua destilada e Tween 80
a 0,1%. Cada grupo foi formado por dez repeticdes. As concentragdes utilizadas nos
bioensaios de cada fase de desenvolvimento de R. (B.) microplus estio demonstradas na
Tabela 1.

Tabela 1. Suspensdes de conidios dos isolados de Nomuraea rileyi utilizados nas diferentes
fases de desenvolvimento de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Fémeas ingurgitadas Ovos Larvas
Nr 177 1,5 x 10® con. ml” 43 % 10° con. ml” 2,9 x 10® con. ml
Nr 151 1,0 x 10% con. ml™! 4.8 x 10% con. ml™! 5,6 x 10® con. ml™!

3.7.0btencio de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Dois bezerros foram infestados artificialmente na Estacdo Experimental com larvas
oriundas de 300mg de ovos, durante trés dias consecutivos. As fémeas ingurgitadas foram
coletadas do piso da baia e ap6s a coleta, as fémeas foram levadas ao Laboratorio de Controle
Microbiano, lavadas em d4gua corrente e posteriormente imersas em uma solugdo de
hipoclorito de sddio a 1% por trés minutos para assepsia da cuticula. Apos serem secas em
papel toalha estéril, parte das fémeas foi submetida ao tratamento e outra parte mantida em
placas de Petri em camara climatizada a 27 +1 °C e umidade relativa > 90% para obtencdo de
ovos e larvas.

3.8. Bioensaio com Fémeas Ingurgitadas
Para a homogeneizagdo do peso das fémeas ingurgitadas destinadas ao tratamento, o
numero de classes foi calculado através da férmula de Yule (SAMPAIO, 2002) em fung¢do do

numero de observagdes (n). O intervalo de classe utilizado foi de 8 mg sendo o valor minimo
para o peso das fémeas 200 mg e o valor maximo para a mesma variavel 280 mg.
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Para a formagdo dos grupos, uma fémea de cada classe foi escolhida aleatoriamente,
formando grupos com dez repeticdes. Apds formagao desses grupos, procedeu-se a pesagem
individual das fémeas, seguida pela sua identificagdo e seu respectivo tratamento.

As fémeas ingurgitadas foram imersas em 1 ml de suspensdo conidial, em tubos de
ensaio por um periodo de trés minutos. As fémeas do grupo controle foram imersas em 1 ml
de solugdo de agua destilada estéril e Tween 80 0,1%. Apds o tratamento, o excesso da
suspensao foi retirado com ajuda de um papel toalha e, as fémeas, devidamente identificadas,
foram fixadas em fita dupla face adesiva, em placas de Petri, ¢ mantidas em cadmara
climatizada sob condig¢des ideais ja descritas no item 3.7.

A massa de ovos oriunda de cada fémea foi coletada e pesada diariamente, armazenada
em pequenos frascos de vidro vedados com algoddo hidréfilo e mantidos em camara
climatizada sob condig¢des ja descritas. O percentual de eclosdo das larvas foi acompanhado
diariamente.

Os parametros bioldgicos utilizados para avaliar o efeito dos isolados de N. rileyi sobre
fémeas ingurgitadas foram: peso inicial das fémeas (relativo ao peso de cada fémea antes de
submeté-la ao tratamento), periodo de pré-postura (periodo de dias compreendido entre o
desprendimento da fémea ingurgitada e o inicio da postura), peso de postura (somatorio dos
pesos didrios das posturas), periodo de postura (periodo compreendido entre o primeiro e
ultimo dia da postura), periodo de incubacao (periodo de dias compreendido entre o inicio da
postura e a eclosdo das primeiras larvas), periodo de eclosdo (dias compreendido entre o
inicio ¢ o término da eclosdo), percentual de eclosdo das larvas (estimativa visual do
percentual de larvas eclodidas em relagdo a massa de ovos), peso da quenogina (peso de cada
fémea trés dias ap6s o término de sua postura).

Esses parimetros foram observados para permitir o calculo dos Indices de Produgdo de
Ovos (IPO) e Nutricional (IN), que foram obtidos através das equagdes a seguir, segundo
Bennett (1974):

PO = peso da massa de ovos (g) x 100
peso inicial da fémea ingurgitada (g)

IN = peso da massa de ovos (g) x 100
peso da teledgina (g) — peso da quenodgina (g)

Para a obteng@o do Percentual de controle de R. (B.) microplus exercido pelo fungo N.
rileyi, foi calculada a Reprodug@o Estimada (RE). Ambos os calculos foram realizados de
acordo com Drummond et al., (1971) e obtidos através das seguintes equagdes:

RE = peso da massa de ovos (g) x % eclosao larvas x 20000
peso da teledgina (g)
Percentual de controle = média RE (controle) — média RE (tratado) X 100
média RE (controle)
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3.9. Bioensaio com Ovos

No décimo dia de postura das fémeas ndo tratadas (mantidas incubadas para postura),
os ovos foram pesados, separados em aliquotas de 50 mg e acondicionados em tubos de
ensaio devidamente vedados com algodado hidréfilo. Para realizar o tratamento, os ovos foram
imersos em 1 ml de suspensdo conidial por 3 minutos, e cada grupo era formado por 10
repeti¢des . Apds o tratamento, os tubos de ensaio foram mantidos em camara climatizada sob
condi¢des de umidade e temperatura descritas no item 3.7, e o percentual de eclosdo das
larvas foi avaliado diariamente.

3.10. Bioensaio com Larvas

Parte da postura das fémeas foi pesada e separada em aliquotas de 50 mg no décimo
dia de postura. Os ovos foram acondicionados em tubos de ensaio, mantidos em camara
climatizada até a completa eclosdo das larvas. Os tubos de ensaio que n3o apresentaram
eclosdo superior a 95% nao foram utilizados no bioensaio. O tratamento ocorreu no 15° dia
apos o inicio da eclosdo das larvas e a metodologia utilizada para o bioensaio com as larvas de
R. (B.) microplus foi a mesma descrita para fémeas ingurgitadas e ovos. A estimativa do
percentual de mortalidade das larvas foi observada a cada cinco dias, até¢ o 20° dia apods a
realizacdo do tratamento das mesmas.

3.11. Reisolamento dos Isolados Fungicos apds o Bioensaio

As quendginas do grupo controle e dos grupos tratados com as suspensdes conidiais
foram colocadas em cdmara umida e incubadas em camara climatizada sob temperatura de 27
+1 °C e umidade relativa > 90% para facilitar o desenvolvimento de N. rileyi. Apos 30 dias, as
quenoginas foram transferidas para meio de cultura SMAY modificado em placas de Petri
com para posterior confirmacao das caracteristicas macro e micromorfoldgicas.

3.12. Analise Estatistica

Para andlise dos dados referentes ao peso inicial das fémeas, periodo de pré-postura,
peso de postura, periodo de postura, periodo de incubagdo, periodo de eclosdo e peso da
quenogina foi realizada a analise de variancia, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) para comparagao entre as médias, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Para andlise dos dados referentes ao percentual de eclosdo das larvas oriundas dos
ovos de fémeas tratadas, da eclosdo das larvas oriundas dos ovos submetidos ao tratamento e
do percentual de mortalidade das larvas, foi realizada a analise de Kruskal Wallis, seguida
pelo teste t de Student para comparacdo entre as ordenagdes médias, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) (SAMPAIO, 2002).

O célculo das concentragdes letais, CLsy € CLg, foi realizado pelo método de analise
de probites segundo Finney (1971), e os calculos foram realizados com o auxilio do programa
”Probit or Logit Analysis”.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacao Morfolégica dos Isolados

Em meio de cultura SMAY modificado, Nomuraea rileyi apresentou colonias verdes,
e fidlides com aspecto de “garrafa”, engrossadas na base e com um pequeno pescoco, onde se
originou conidios unicelulares. Na placa de Petri foram visualizados inumeros conidios com
formato elipsdéide ou cilindrico, bastantes hifas e pouquissimos conididéforos. Essas
caracteristicas estdo de acordo com as descritas por ALVES (1998).

Os aspectos macromorfologicos da colonia foram avaliados no 30° dia de incubagdo
apresentando tamanho de 1,5 cm de didmetro, margens irregulares, aspecto convexo,
pulverulenta e de coloracdo esverdeada. O reverso da colonia apresentou coloragdo
amarelada. Essas caracteristicas estdo de acordo com Samson (1974).

4.2 Viabilidade das Suspensdes de Conidios

Os conidios dos isolados Nr 177 e Nr 151 de N. rileyi apresentaram 100% de
germinagdo, sob temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa >80%, porém somente apds um
periodo de 96 horas, quando acrescido ou ndo de cloranfenicol.

Os resultados demonstraram que a germinagdo dessa espécie de fungo ocorre mais
tardiamente quando comparado a outras espécies de fungo entomopatogénicos. Como
descritos por diversos autores. Bahiense et al. (2007), testaram os fungos B. bassiana ¢ M.
anisopliae sobre cepa de R. (B.) microplus resistente a deltametrina em teste de estabulo;
Angelo (2007) avaliou o efeito dos fungos Isaria farinosa, I. fumosorosea, Paecilomyces
lilacinus e Lecanicillium lecanii sobre as diferentes fases de desenvolvimento do mesmo
carrapato, ¢ Fernandes (2007) testou 53 isolados de B. bassiana sobre larvas de R. (B.)
microplus. Em todos esses estudos, os isolados apresentaram germinagdo proxima a 100% em
um periodo de 24 horas.

A velocidade do processo de germinagdo dos fungos depende do isolado, das
condi¢des ambientais ¢ do passado térmico dos conidios. Pekrul e Grula (1979), Jackson et
al., (1985) apud ALVES (1998) relataram que os conidios dos isolados mais virulentos de B.
bassiana, I. fumosorosea (=P. fumosoroseus) e Verticillium lecanii apresentaram maior
velocidade de germinag¢do quando comparado aos isolados menos virulentos da mesma
espécie. No entanto, outros estudos demonstraram que o isolado mais virulento de N. rileyi foi
o que germinou mais lentamente (BOUCIAS; PENDLAND, 1984). apud ALVES (1998).

Experimentos realizados por Sujii et al. (2002), em nivel de campo, demonstraram que
a viabilidade dos conidios de N. rileyi pode permanecer elevada (acima de 75%) sobre a
superficie de cadaveres da lagarta A. gemmatalis por um periodo de até 10 dias. Isso
comprova que os conidios do isolado CG 859 de N. rileyi foram capazes de resistir as
condi¢des ambientais, além de atuarem como fonte de indculo durante este periodo. Embora
esses conidios tenham apresentado elevado percentual de germinagdo em condigdes ndo
controladas, esta ocorreu de forma lenta, confirmando o atraso na germinacao de conidios de
N. rileyi quando comparado a germinagao de conidios de outros fungos entomopatogénicos.
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4.3 Bioensaio com Fémeas Ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
4.3.1 Peso médio das fémeas ingurgitadas

O peso médio das fémeas utilizadas no grupo controle e nos grupos tratados com as
diferentes concentragdes dos isolados Nr 177 ¢ Nr 151 de N. rileyi se encontram na tabela 2 e
sdo similares aos descritos por Bennett (1974).

Tabela 2. Peso médio, em gramas, de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tratadas com diferentes suspensdes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr 151 de
Nomuraea rileyi*.

Isolado Fiingico Controle 10° con. mI™! 10° con. mI! 107 con. mI™ 10® con. mI!
Nr 177 0,2403 a 0,2400 a 0,2390 a 0,2389 a 0,2397 a
Nr 151 0,2403 a 0,2388 a 0,2394 a 0,2411 a 0,2400 a

* Meédias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

Bennett (1974) descreveu que fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus com pequeno
tamanho sdo menos eficientes na producdo de ovos quando comparadas a fémeas com peso
entre 160 e 300 mg. No presente estudo, o peso médio das fémeas dos grupos controle ou
tratado com as diferentes concentracdes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr 151 do fungo N.
rileyi se enquadram nessa faixa ideal de peso, dando confiabilidade as amostras de R. (B.)
microplus selecionadas, e indicando que houve homogeneiza¢do das amostras em todos os
grupos avaliados.

4.3.2 Periodo de pré-postura

O periodo de pré-postura ndo demonstrou diferenca significativa dos grupos tratados
com as diferentes suspensdes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr 151 do fungo N. rileyi
quando comparados com o grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3. Média do periodo de pré-postura, em dias, de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com suspensdes conidiais de diferentes suspensdes dos
isolados Nr 177 e Nr 151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico  Controle 10° con. mI” 10° con. mI™ 10" con. mI™ 10® con. mI”
Nr 177 2,2 ab 2,2 ab 2b 2,1ab 2,5a
Nr 151 22a 22a 2a 2,1a 2,1a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

Davey et al (1984) relataram que o periodo de pré-postura em R. (B.) microplus se
mantém dentro de uma faixa de variagdo de um a seis dias sob temperaturas de 22 a 27°C
corroborando os dados encontrados no grupo controle do presente bioensaio. As fémeas
tratadas foram mantidas em camara climatizada sob temperatura de 27°C de acordo com o
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Dipeolu (1984), pois essa temperatura se encontra dentro da faixa considerada ideal para
espécies do género Boophilus.

Nomuraea rileyi ndo foi capaz de ocasionar alteragdao no periodo de pré-postura, fato
esse que pode ser atribuido a auséncia de conidios sobre a superficie das quenoginas, quando
as mesmas foram colocadas em placa de Petri em meio SMAY modificado para ser realizado
o isolamento fungico.

Angelo (2007) utilizou diferentes concentracdes conidiais dos fungos
entomopatogénicos P. lilacinus, I. farinosa, I. fumosorosea e Lecanicillium lecanii e avaliou
seus efeitos in vitro sobre diferentes parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas do
carrapato R. (B.) microplus. O autor ndo observou reducdo significativa do periodo de pré-
postura dos grupos tratados com as suspensoes conidiais, independente da espécie do fungo e
da concentracao de conidios utilizadas.

Bittencourt et al. (1994) avaliaram a ag¢ao do fungo M. anisopliae (isolados mae ¢ Bm)
sobre fémeas de R. (B.) microplus ¢ observaram aumento no periodo de pré-postura quando
utilizaram ambos isolados nas concentra¢des 10’ e 10® conidios ml™'. Esses dados demonstram
o potencial desse entomopatdogeno no controle bioldgico de fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus.

4.3.3 Peso da postura

No presente trabalho, os isolados Nr 177 e Nr 151 de N. rileyi ndo demonstraram
alteracdes no peso da postura de fémeas ingurgitadas tratadas com as diferentes suspensdes
conidiais, quando estas foram comparadas entre si ou com o grupo controle. (Tabela 4).

Tabela 4. Peso médio da postura, em gramas, de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensodes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr
151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico  Controle 10° con. mI 10° con. mI’ 107 con. mI'! 10® con. mI’
Nr 177 0,1297 a 0,1222 a 0,1380 a 0,1323 a 0,1177 a
Nr 151 0,1297 a 0,1250 a 0,1422 a 0,1226 a 0,1233 a

* Meédias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

Fernandes et al., (2002) ao avaliarem esse parametro bioldgico de fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus submetidas ao tratamento com trés isolados de M. anisopliae (Ma0l,
Ma02 e Ma04) e um isolado de B. bassiana (Bb30) também observaram que esses fungos nao
provocaram alteracdo significativa no peso total da postura.

Os trabalhos supracitados diferem dos resultados encontrados por Bittencourt et al.,
(1992) que, ao utilizarem suspensdes nas concentracdes 10%, 10°, 10°, 10" e 10® conidios ml™
sobre fémeas da mesma espécie de carrapato observaram uma quantidade de massa de ovos
inferior ao do grupo controle, independente da concentragao conidial utilizada nos diferentes
tratamentos. Esses resultados evidenciaram a patogenicidade de M. anisopliae sobre essa fase
ndo parasitaria de R. (B.) microplus.
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4.3.4 Periodo de postura

As diferentes supensdes de N. rileyi utilizando os isolados Nr 177 ¢ Nr 151 ndo
apresentaram alteragOes significativas do periodo de postura de fémeas de R. (B.) microplus
(tabela 5).

Gloria et al. (1993) descreveram que as fémeas de R. (B.) microplus mantidas na
temperatura de 27 = 1°C apresentaram periodos de postura com duragdo de 3 a 16 dias. Esse
periodo foi compativel com o observado no grupo controle do presente trabalho, em média 11
dias, garantindo assim a validade da amostra de R. (B.) microplus utilizada no bioensaio.

Esses resultados foram similares aos obtidos por Angelo (2007), que utilizou os
isolados CG 202 e CG 36 dos fungos |. fumosorosea ¢ P. lilacinus, respectivamente, sobre
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus e ndo observou redugdo significativa desse
parametro. Porém, os isolados CG 420 de L. lecanii ¢ CG 198 de I. farinosa causaram
diminui¢do significativa do periodo de postura das fémeas quando foram utilizadas as
concentra¢des 10’ e 10® conidios ml™' de L. lecanii e 10® conidios ml™ de I. farinosa.

Tabela 5. Média do periodo de postura, em dias, de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensodes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr
151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fiingico  Controle 10° con. mI™* 10° con. mI™! 107 con. mI™! 10® con. mI!
Nr 177 11,9a 11,5a 11a 10,7 a 11,8a
Nr 151 119a 11,1a 12,3a 11,1 a 10,3 a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

Outro trabalho também demonstrou redugdo significativa no periodo de postura das
fémeas de R. (B.) microplus quando diferentes suspensdes conidiais de M. anisopliae (10*, 10
10°, 10" ¢ 10® conidios ml™") foram testadas (BITTENCOURT et al., 1994). Esta redugéo foi
inversamente proporcional a concentracdo do fungo utilizada, demonstrando sua eficacia
quando utilizado no controle bioldgico dessa espécie de carrapato.

4.3.5 Periodo de incubac¢ao
O periodo de incubacdo foi um dos pardmetros avaliados para identificar o efeito dos
isolados entomopatogénicos Nr 177 ¢ Nr 151 de N. rileyi sobre a fase ndo parasitaria de R.

(B.) microplus, nao demonstrando reducao significativa desse pardmetro nos grupos tratados,
independente da concentragdo de conidios utilizada (Tabela 6).
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Tabela 6. Média do periodo de incubagdo, em dias, de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensodes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr
151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico  Controle 10° con. mI! 10° con. mI’ 107 con. mI'! 10® con. mI”
Nr 177 23,0a 232a 23,1a 23,1a 234 a
Nr 151 230a 232a 233a 23a 232a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

Segundo Gloria et al. (1993), o periodo de incubac¢do de ovos de R. (B.) microplus
variou de 24 a 27 dias quando as fémeas foram colocadas na temperatura de 27 + 1°C e
umidade relativa de 80 + 10%. No entanto, no presente estudo, sob as mesmas condigdes de
temperatura ¢ umidade, esse parametro variou entre 23 e 23,4 dias, apresentando maior
proximidade com os dados encontrados por Bittencourt et al. (1994), em que o grupo controle
apresentou 22,47 dias.

Bittencourt et al. (1994) descreveram um aumento no periodo de incubacido dos ovos
provenientes de fémeas ingurgitadas dessa mesma espécie de carrapato tratadas com as
concentracdes 10%, 10°, 10°, 10" ¢ 10* de M. anisopliae. Esse aumento foi diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo de conidios utilizada.

Fernandes et al., (2002) relataram ndo haver qualquer diferenca nesse pardmetro
quando os isolados Ma01, Ma02 ¢ Ma04 de M. anisopliae e o isolado Bb30 de B. bassiana
foram testados sobre fémeas de R. (B.) microplus, diferindo dos trabalhos realizados
anteriormente por Bittencourt et al. (1994, 1997).

Perinotto et al.,(2006), ao avaliarem os efeitos do isolado Nr 138 do fungo N. rileyi
sobre fémeas de R. (B.) microplus, observaram diferengas significativas nesse parametro
quando compararam os grupos tratados com o grupo controle. Porém, o resultado foi inferior
aos obtidos com outros fungos entomopatogénicos como M. anisopliae (BITTENCOURT et
al.,1994) ¢ B. bassiana (BITTENCOURT et al.,1997).

4.3.6 Periodo de eclosao das larvas

As diferentes suspensdes conidiais dos isolados Nr 177 ¢ Nr 151 de N. rileyi ndo
causaram diminui¢do significativa do periodo de eclosdo das larvas, conforme mostrados na
tabela 7.

Tabela 7. Média do periodo de eclosdao das larvas, em dias, de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensdes conidiais dos
isolados Nr 177 ¢ Nr 151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico  Controle 10° con. mI™! 10° con. mI™ 107 con. mI™! 10® con. mI!
Nr 177 6,1a 48a 55a 5,5a 5,3a
Nr 151 6,1 a 5,7a 79 a 6,5a 6,7 a

* Meédias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p< 0,05).
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Perinotto et al.,(2006) ao avaliarem o mesmo parametro em fémeas de R. (B.)
microplus utilizando o isolado Nr 138 de N. rileyi, observaram que a concentragio 10°
conidios ml™ foi capaz de reduzir o periodo de eclosdo das larvas oriundas da postura das
fémeas que foram submetidas ao tratamento. Esse periodo foi de 4,7 dias enquanto que no
grupo controle foi de 8,8 dias. Esses dados demonstram que diversos isolados podem
apresentar resultados diferentes para uma mesma espécie de carrapato e que novos estudos
devem ser realizados com o objetivo de testar a agdo de outros isolados de N. rileyi.

No trabalho realizado por Angelo (2007), o periodo de eclosdo das larvas foi reduzido
significativamente somente com a concentragio 10® conidios ml™' do isolado CG 36 de P.
lilacinus. Os isolados CG 198 de I. farinosa, CG 202 de |. fumosorosea e CG 420 de L.
lecanii ndo foram capazes de causar redugdo significativa desse parametro.

4.3.7 Indice nutricional

Os isolados Nr 177 e Nr 151 de N. rileyi ndo causaram diminuigdo significativa do
indice nutricional das fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, independentemente da
concentragdo de conidios utilizada (tabela 8).

Esses resultados diferem dos encontrados por Perinotto et al.,(2006) que ao utilizarem
o isolado Nr 138 de N. rileyi observaram reducdo significativa nesse parametro, porém
somente com a maior concentracio testada (10° conidios ml™), no qual o indice nuticional foi
de 52%. O autor relata que apesar de ter apresentado um bom resultado, outras espécies de
fungos entomopatogénicos, como B. Bassiana e M. anisopliae, apresentam resultados mais
promissores para o controle biologico de carrapatos.

Tabela 8. Média do indice nutricional (%) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensodes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr
151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico  Controle 10° con. mI” 10° con. mI'! 107 con. mI™ 10® con. mI!
Nr 177 73,10 a 66,25 a 75,23 a 74,91 a 67,81 a
Nr 151 73,10 a 74,43 a 78,16 a 67,37 a 68,27 a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de t de
Student (p< 0,05).

Bahiense et al. (2007) relataram que o fungo M. anisopliae na concentracio 10°
conidios ml™ reduziu o indice nutricional de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus tratadas
sobre bovinos em teste de estabulo. Essa reducdo foi considerada significativa quando
comparado ao grupo controle nos dias +2 e +25 pos-tratamento.

Em estudos realizados com outras espécies de fungos, Angelo (2007) observou que |.
fumosorosea demonstrou redugdo significativa do indice nutricional de fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus. Esses valores foram 59,02% no grupo tratado com a concentragdo 10°
conidios mI" enquanto que no grupo controle, esse valor foi de 69,65%. O isolado de L.
lecanii também demonstrou redugdo nesse parametro quando as duas maiores concentragdes
conidiais (10®e 107 conidios mlI™) foram utilizadas, enquanto que somente a concentragdo de
10® conidios ml™ do isolado de I. farinosa foi capaz de causar diminuicdo significativa do
indice nutricional das fémeas. O isolado CG 36 de P. lilacinus nido causou redugdo desse
parametro, similarmente aos resultados encontrados no presente estudo.
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4.3.8 Indice de producio de ovos

Nomuraea rileyi (isolados Nr 177 ¢ Nr 151) ndo demonstrou potencial patogénico para
as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, pois ndo ocasionou diminui¢do significativa no
indice de produgdo de ovos, independente da concentracao de conidios utilizada (Tabela 9).

O grupo controle apresentou indice de producdo de ovos semelhantes aos
demonstrados em estudos prévios realizados em condi¢des similares de temperatura (27 £1°C)
(Gléria et al., 1993). Portanto, a cepa de R. (B.) microplus testada no presente estudo
apresentou resultados condizentes com os descritos na literatura.

Tabela 9. Média do indice de producdo de ovos (%) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensodes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr
151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico Controle 10° con. mI! 10° con. mI’ 10" con. mI” 10® con. mI!
Nr 177 54,49 a 50,33 a 58,14 a 55,72 a 49,22 a
Nr 151 54,49 a 53,20 a 59,19 a 50,50 a 51,81 a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de t de
Student (p< 0,05).

Diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo, outros estudos tém
demonstrado resultados mais promissores ao testarem outras espécies de fungos
entomopatogénicos. Angelo (2007) relatou que o fungo L. lecanii reduziu significativamente
esse indice quando as quatro diferentes concentragdes de conidios foram testadas sobre
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus. Gindin et al. (2001) obtiveram resultados similares
aos encontrados por Angelo (2007), pois ao utilizarem a concentragdo 1 x 10’ conidios ml™
de L. lecanii sobre B. annulatus, R. sanguineus e Hyalomma excavatum, obtiveram redugdo
da massa de ovos das fémeas ingurgitadas. Dessa forma, pode-se sugerir que as geragdes
futuras do carrapato estardo comprometidas, uma vez que L. lecanii foi capaz de interferir na
postura das fémeas ingurgitadas.

Bahiense (2007) ao testar o potencial de M. anisopliae sobre R. (B.) microplus em
teste de estdbulo descreveram que houve reducdo no indice de produ¢do de ovos no segundo
dia ap6s as fémeas terem sido submetidas ao tratamento com suspensao aquosa do fungo na
concentragio 10® conidios ml™.

O indice de produgdo de ovos de R. (B.) microplus tratados com dois isolados de M.
anisopliae (isolado mée ou isolado Bm) foi de 5% a 38% e 4,7% a 34,5% respectivamente,
enquanto que o grupo controle apresentou indices maiores, variando de 54,9% e 55,4%. Em
ambos os isolados testados, a concentragio 10® conidios ml™ apresentou melhores resultados
quando comparada com as demais concentragdes utilizadas (Bittencourt et al.,1994).

Pirali-Kheirabadi et al. (2007), ao avaliarem a patogenicidade dos isolados de M.
anisopliae (IRAN 437 ou DEMI 001), B. bassiana (IRAN 403 C), L. psalliotae (IRAN 468 C
e IRAN 518 C) sobre as diferentes fases de desenvolvimento de R.(B.) annulatus observaram
que todos os isolados testados provocaram diminuicao significativa na eficiéncia reprodutiva
das fémeas tratadas. Os isolados IRAN 437 de M. anisopliae ¢ IRAN 468 C de L. psalliotae
quando testados na maior concentragdo, 10’ conidios ml™, ocasionaram uma diminui¢io de
88,69% e 78,15% neste parametro, respectivamente. A eficiéncia reprodutiva desses dois
isolados mostrou ser inversamente proporcional a concentracao conidial utilizada.
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4.3.9 Percentual de eclosao

O isolado Nr 177 de N. rileyi ocasionou diminui¢do significativa do percentual de
eclosdo das larvas oriundas da postura de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus tratadas
com a suspensio 10° conidios ml™'. As demais concentragdes desse isolado, assim como todas
as suspensdes do isolado Nr 151, ndo foram capazes de ocasionar tal reducdo quando
comparados com o grupo controle (tabela 10).

Tabela 10. Percentual médio de eclosdo das larvas oriundas dos ovos de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensdes conidiais dos
isolados Nr 177 e Nr 151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico  Controle 10° con. mI” 10° con. mI'! 107 con. mI™! 10® con. mI”
Nr 177 91,0 ac 75 be 942 a 86,1 ab 68,5b
Nr 151 91,0 a 73,7 a 90,1 a 74,3 a 82,8 a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de t de
Student (p< 0,05).

Resultados mais promissores foram obtidos por Perinotto et al., (2006) ao utilizarem o
isolado Nr 138 do fungo N. rileyi, ocasionando uma redugdo significativa de 36% nesse
parametro, quando a maior concentragio conidial (10® conidios ml™) foi utilizada.

Isaria fumosorosea foi capaz de reduzir o percentual de eclosdo de larvas, porém
somente quando se utilizou as concentracdes 10° ¢ 107 conidios ml™ no tratamento de fémeas
ingurgitadas. No entanto, com os isolados de I. farinosa, P. lilacinus e L. lecanii tal redugao
néo foi demonstrada nas diferentes concentragdes conidiais utilizadas (Angelo, 2007).

Bittencourt et al. (1994) obtiveram melhores resultados com as concentragdes 10°
conidios ml" de dois isolados de M. anisopliae (isolado mde e isolado Bm) sobre femeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus, porém as demais concentragdes (10, 10°, 10°e 107 conidios
ml™") também apresentaram reducio significativa desse pardmetro.

Bittencourt et al., (1992) relataram que o percentual de eclosdo das larvas oriundas dos
ovos de fémeas de R. (B.) microplus tratadas com os mesmos isolados de M. anisopliae
descritos no paragrafo acima, foi bem inferior ao do grupo controle. Esses indices ficaram
entre 0 e 60% de acordo com as suspensdes conidiais utilizadas, enquanto que o indice obtido
com o grupo controle foi superior a 90% de eclosdo, demonstrando o potencial de M.
anisopliae no controle desse artropode.

Bittencourt et al. (1997) ao verificarem a patogenicidade in vitro dos isolados 986 e
747 de B. bassiana em fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus observaram que os valores
desse percentual decresceram progressivamente de acordo com o aumento das concentragdes
de conidios utilizadas em cada tratamento. Esses dados foram similares aos encontrados por
Bittencourt et al. (1995) e Peralva et al., (1996), que testaram os mesmos isolados de B.
bassiana sobre as diferentes fases do desenvolvimento de R. (B.) microplus.

Fernandes et al., (2002) avaliaram trés isolados de M. anisopliae (Ma0l, Ma02 e
Ma03) e um isolado de B. bassiana (Bb30) quanto a sua patogenicidade para fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus. Esses autores observaram redugdo significativa do
percentual de eclosdao das larvas em pelo menos um dos grupos tratados com os diferentes
isolados.

O fungo B. bassiana foi utilizado em infeccdo experimental de fémeas de Ixodes
ricinus por Boycev e Rizvanov, (1960), mantidas a temperatura de 25°C e umidade relativa de
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90%. Esses autores observaram um percentual de eclosdo das larvas de apenas 6,5%,
demonstrando que esse entomopatdgeno exerce controle sobre a populacdo de carrapatos da
espécie l. ricinus.

Kaaya et al. (1996) evidenciaram em testes in vitro com B. bassiana e M. anisopliae,
que a concentragio 10° conidios ml™ inibiu a eclosdo das larvas de Amblyomma variegatum.
As larvas provenientes dos ovos das fémeas tratadas com M. anisopliae apresentaram um
indice de eclosdo de 3,9%; ndo sendo evidenciada eclosdo quando as fémeas foram tratadas
com B. bassiana, demonstrando assim, uma grande reducdo desse parametro, ja que no grupo
controle o percentual de eclosdo foi de 68,3%.

Os resultados do presente estudo ndo foram tdo promissores quanto os obtidos pelos
autores supracitados. Essas diferengas podem ser atribuidas tanto as espécies de carrapatos
quanto aos diferentes fungos entomopatogénicos estudados.

4.3.10 Percentual de controle

Ao tratar as fémeas de R. (B.) microplus com o isolado Nr 177 de N. rileyi, foi obtido
um percentual de controle de 17,15 e 27,62% nas concentragdes 10° e 10® conidios ml
respectivamente. O isolado Nr 151 foi capaz de ocasionar um pequeno percentual de controle
nas diferentes concentracdes testadas, exceto na concentracio 10° conidios ml”, como
demonstrado na tabela 11.

Tabela 11. Percentual médio de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com diferentes suspensodes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr
151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fungico  10°conidios mI'  10°conidios mI' 10" conidios mlI" 10 conidios mI”

Nr 177 17,15 -16,66 -3,06 27,62

Nr 151 15,90 -13,92 15,39 3,25

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de t de
Student (p< 0,05).

As diferentes concentragdes de ambos os isolados de N. rileyi testados no presente
experimento apresentaram resultados menos satisfatérios que os observados em outros
estudos, nos quais foram utilizadas outras espécies de fungos entomopatogénicos sobre o
carrapato R. (B.) microplus.

Perinotto et al.,(2006) ao avaliarem a ac¢do do isolado Nr 138 de N. rileyi sobre fémeas
ingurgitadas do carrapato R. (B.) microplus, obtiveram um percentual de controle de 67,36%.
Esses resultados foram mais satisfatorios que os obtidos neste estudo.

Estudos realizados por Angelo (2007) calculou o percentual de controle de diversos
isolados a 10® conidios ml™' e relatou os seguintes resultados: L. lecanii ocasionou 41,02%, |.
farinosa 25,15%, I. fumosorosea 59,19%. Esses resultados foram bem melhores do que os
obtidos no presente estudo, exceto o isolado CG 36 de P. lilacinus que apresentou resultados
similares ao presente estudo, mostrando percentuais variando entre 4,28% e 13,5%.

O percentual de controle obtido com o isolado Ma 959 de M. anisopliae sobre o
carrapato R. (B.) microplus foi de 96,60%, resultado esse bem superior aos isolados testados
de N. rileyi (Bittencourt et al., 1992). Vale ressaltar que a agdo patogénica do fungo M.
anisopliae vem sendo amplamente estudada nos ultimos anos sobre varios géneros de
carrapatos, e at€ mesmo sobre outros géneros de artrépodes.
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Bittencourt et al. (1992) observaram que o percentual de controle nos grupos tratados
com a suspensdo Mae variou de 38,5 a 97,4% e com a suspensdo Bm variou de 40,1 a 96,6%
em fun¢do da concentragdo conidial utilizada. Esse percentual de controle elevado
demonstrou o potencial desse entomopatdgeno no controle do carrapato dos bovinos.

Nomuraea rileyi ¢ considerado um fungo entomopatogénico com potencial para
controle biologico da lagarta Anticarsia gemmatalis. Seja em condi¢des naturais ou quando
testado em condigdes laboratoriais, o percentual de controle obtido ¢é bastante satisfatério.

4.4 Bioensaio com Ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

As diferentes suspensdes conidiais testadas nos bioensaios com os isolados Nr 177 e
Nr 151 de N. rileyi ndo foram capazes de reduzir o percentual de eclosdo de larvas quando os
ovos de R. (B.) microplus foram submetidos ao tratamento (Tabela 12).

Tabela 12. Percentual médio de eclosdo das larvas oriundas dos ovos de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratados com diferentes suspensdes conidiais dos isolados Nr 177 e Nr
151 de Nomuraea rileyi*.

Isolado Fingico Controle 10°conidios ml" 10 conidios mI" 107 conidios mI"  10® conidios mI™
Nr 177 982a 98,6 a 98,4 a 97,4 a 98,1a

Nr 151 98,2 a 98,5a 98,2a 98,5a 98,3 a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de t de
Student (p< 0,05).

O trabalho de Perinotto et al.,(2006) apresentou diferentes resultados com o isolado Nr
138 de N. rileyi, pois obtiveram uma reducao de 50% no percentual de eclosdao das larvas de
R. (B.) microplus quando utilizaram a concentragdo 10® conidios ml™'. Esses dados ndo foram
tdo relevantes quanto os demonstrados por Bittencourt et al. (1996), que ao testarem dois
isolados de B. bassiana (Bb 986 ¢ Bb 747) sobre os ovos desse mesmo carrapato, obtiveram
uma varia¢do no percentual de eclosdo entre 20 e 86,6% nos grupos tratados e de 93,3% no
grupo controle.

Metarhizium anisopliae e B. bassiana também demonstraram resultados satisfatorios
nos tratamentos com ovos de R. (B.) microplus, ao reduzirem o percentual de eclosdo quando
foram utilizadas as concentracdes de 10° conidios ml" (PAIAO et al., 2001).

Angelo (2007) ao utilizar os fungos entomopatogénicos L. lecanii e I. farinosa obteve
resultados significativos reduzindo o percentual de eclosdo das larvas pelo menos em uma das
concentragdes utilizadas, porém o isolado CG 36 de P. lilacinus nao foi capaz de causar
reducdo desse parametro. Os melhores resultados foram obtidos com I. fumosorosea, que
reduziu significativamente a eclosdo das larvas em praticamente todas as concentragdes, com
excecdo da concentracdo 10° conidios ml™. Esse resultado também foi demonstrado em outra
etapa do mesmo estudo, quando se observou que I. fumosorosea foi capaz de reduzir a eclosido
das larvas provenientes dos ovos das fémeas ingurgitadas tratadas.

Monteiro et al., (1998a, b) testaram a patogenicidade dos isolados 747 e 986 de B.
bassiana e os isolados 959, E9 e 319 de M. anisopliae sobre o carrapato R. sanguineus e
obtiveram excelentes resultados. Vinte dias apds o tratamento, e utilizando a concentracdo de
10 conidios ml" ndo havia ocorrido eclosdo das larvas em 95% dos ovos que foram
submetidos ao tratamento. Além disso, Bittencourt et al. (2000) ao testarem trés isolados de
M. anisopliae ¢ um isolado de B. bassiana sobre ovos do carrapato Anocentor nitens
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observaram uma reducdo do percentual de eclosdo das larvas variando de 30 a 90%. Esses
dados demonstram a patogenicidade desses fungos sobre outras espécies de carrapatos.

4.5 Bioensaio com Larvas nao Alimentadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

No presente estudo, os melhores resultados obtidos com N. rileyi foram sobre as larvas
nio alimentadas de R. (B.) microplus. A concentragdo 10° conidios ml™ do isolado Nr 177 de
N. rileyi foi capaz de promover um percentual de mortalidade das larvas de 14,5 e 69,5% no
15° e 20° dia ap6s o tratamento, respectivamente. As demais concentragdes apresentaram um
percentual de mortalidade significativo, no entanto esses resultados ndo foram tao
satisfatorios quanto aos obtidos com a maior concentracdo testada. Esses dados sao
relevantes, pois ndo houve mortalidade das larvas no grupo controle, evidenciando que a
mortalidade nos diferentes tratamentos, mesmo que tardiamente, se deve a patogenicidade do
isolado fungico (Tabela 13).

Tabela 13. Percentual médio de mortalidade das larvas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tratados com diferentes suspensoes conidiais do isolado Nr 177 de Nomuraea
rileyi*.

Nomuraea rileyi

5 -1 6 -1 7 -1 8 -1
(Nr 177) Controle 10° con. ml 10° con. ml 10’ con. ml 10° con. ml
15° dia 0 (a) 4,6 cd 3,5bd 5,5bc 14,5b
20° dia 0 (a) 33,5b 5,8b 7,5b 69,5 ¢

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de t de
Student (p< 0,05).

O isolado Nr 151 de N. rileyi ndo apresentou um percentual de mortalidade esperado
sobre as larvas nao alimentadas de R. (B.) microplus, quando estas foram submetidas ao
tratamento com as diferentes suspensdes conidiais. Ao utilizar a maior concentragdo (10
conidios mI™), o percentual de mortalidade ficou entre 10 ¢ 15%, somente no 15° e 20° dia
apos o tratamento.

Tabela 14. Percentual médio de mortalidade das larvas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tratadas com diferentes suspensdes conidiais do isolado Nr 151 de Nomuraea
rileyi*.

Nomuraea rileyi

(Nr 151) Controle 10% con. mI™! 10° con. m1™ 107 con. mI! 10% con. mI!
15° dia Oa 0a 0a S5a 10a
20° dia 0a 0a 0a 10a 15a

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de t de
Student (p< 0,05).

Perinotto et al., (2006), ao avaliarem o isolado Nr 138 de N. rileyi, ndo obtiveram
resultados satisfatorios quanto a mortalidade das larvas de R. (B.) microplus no 10° dia apds o
tratamento com as diferentes suspensdes conidiais (10°, 10°, 107, 10°* conidios ml™). Isso pode
ser atribuido ao fato da germinacdo completa dos conidios dos isolados Nr 177 e Nr 151 de N.
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rileyi ocorrer lentamente, por volta de 96 horas, retardando assim o processo de infec¢dao. No
presente estudo, o isolado Nr 177 somente provocou mortalidade das larvas a partir do 15°
dia.

Bittencourt et al. (1996) ao verificarem a patogenicidade dos isolados 986 ¢ 747 de B.
bassiana sobre larvas ndo alimentadas de R. (B.) microplus observaram um maior percentual
de mortalidade das larvas dos grupos tratados com as suspensdes flingicas de diferentes
concentragdes, variando entre 18,8 e 88%; enquanto que no grupo controle esse percentual
variou entre 13 ¢ 16,5%.

Bahiense et al. (2003) também obtiveram bons resultados ao testarem o isolado Bb
LCM 01 de B. bassiana sobre larvas de R. (B.) microplus. O percentual de mortalidade foi de
6, 14, 27, 55 ¢ 93% nas concentracoes 10° , 106, 107, 10® ¢ 10° conidios ml'l, respectivamente,
dez dias apds tratamento. Esses resultados demonstram o elevado potencial carrapaticida de
B. bassiana sobre larvas nao alimentadas do carrapato R. (B.) microplus.

Castro et al. (1997) ao utilizarem o isolado 959 de M. anisopliae sobre adultos, ninfas
e larvas de R. (B.) microplus em teste de estabulo, obtiveram os seguintes resultados: a
concentracao 10° conidios ml™! ocasionou um percentual de mortalidade de 41, 69,4 e 47,7%,
respectivamente. Em relagdo a mortalidade das larvas, os melhores resultados foram
observados logo apos a infeccao fungica, demonstrando haver uma maior atividade do fungo
sobre as fases evolutivas do carrapato imediatamente apos as mudas, pois o quadro de
infeccdo inicial nesses artropodes ocorre através da colonizacdo e penetragdo de seu
tegumento.

Ao testaram a patogenicidade dos isolados 747 e 986 de B. bassiana sobre ovos ¢
larvas de R. sanguineus, Monteiro et al., (1998a, b) observaram reducdo do percentual de
eclosdo e na sobrevivéncia das larvas conforme foram utilizadas as maiores concentracoes
conidiais. Monteiro et al., (2000), ao avaliarem a agdo do isolado 986 de B. bassiana sobre
ovos, larvas e fémeas ingurgitadas de A. nitens, obtiveram os melhores resultados com larvas
ndo alimentadas. Esses dados, foram similares aos encontrados no presente estudo com o
isolado Nr 177 de N. rileyi, embora as espécies de fungo e carrapatos testados por Monteiro et
al., (1998 a, b; 2000) tenham sido distintas.

As concentracoes letais, CL5y e CLgg, obtidas com os isolados Nr 177 ¢ Nr 151de N.
rileyi sobre larvas ndo alimentadas estdo demonstradas na tabela 15. Esses valores indicam a
concentragao de conidios necessaria para causar mortalidade de 50% (CLsg) € 90% (CLg) da
populacdo de larvas de carrapatos submetida ao tratamento.

Tabela 15. Concentragoes letais, CLsy ¢ CL 99 dos isolados Nr 177 ¢ Nr 151 de Nomuraea
rileyi obtidas através da avaliagdo do percentual de mortalidade de larvas ndo alimentadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Dias apés o tratamento

Fungos
15° dia 20° dia
Nomuraea rileyi CL 50 2,43 x 10 " con. ml” 2,54 x 10 ° con. ml’!
(Nr 177) CL g 1,12 x 10 "®* con. mI™ 2,95 x 10 B con. ml!
Nomuraea rileyi CL 5o 1,78 x 10 ** con. ml"l 1,29 x 10 * con. ml”
(Nr 151) CL g 2,36 x 10 " con. ml”! 1,06 x 10 "® con. ml™
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Bittencourt et al. (1997) ao testarem o isolado 747 de B. bassiana obtiveram os valores
de CLsy e CLgy de 3,21 x 10° conidios ml™ e 8,74 x 10® conidios ml'l, respectivamente.
Concentracdes letais menores foram obtidas quando os autores utilizaram o isolado 986 de B.
bassiana: CLso de 2,23 x 10° conidios ml"! e CLo, de 1,41 x 10® conidios ml"'. Com base
nesses baixos valores obtidos nas concentragdes letais, os isolados de B. bassiana foram
considerados patogénicos para larvas de R. (B.) microplus. Valores proximos dessas
concentragdes letais foram obtidos no presente estudo, com excec¢do do isolado Nr 177 de N.
rileyi no 15° dia ap6s o tratamento, portanto os isolados utilizados no presente estudo
apresentam patogenicidade sobre a mesma fase de desenvolvimento desse carrapato.

4.6 Reisolamento Fungico

As amostras de quendginas, ovos e larvas n3o alimentadas de R. (B.) microplus
submetidas ao tratamento com as diversas concentra¢des dos isolados fangicos de N. rileyi,
assim como as amostras utilizadas no grupo controle ndo apresentaram desenvolvimento de
coldnias apods 20 dias de incubagdo em camara imida.

Gindin et al. (2001) utilizaram suspensdes de nove fungos sobre as diferentes fases de
desenvolvimento de B. annulatus, nos quais somente cinco fungos foram patogénicos: B.
bassiana, M. anisopliae, M flavoviride, I. fumosoroseus e V. lecanii. Os autores relataram que
os carrapatos submetidos ao tratamento com M. anisopliae e M flavoviride apresentaram as
superficies dorsais e ventrais colonizadas pelo fungo e os que foram submetidos ao tratamento
com B. bassiana e I. fumosoroseus, a colonizagado fingica ocorreu de forma diferente, através
das aberturas naturais. Verticillium lecanii mesmo mostrando sua patogenicidade sobre este
artropode, ndo colonizou a superficie dos espécimes tratados, pois ndo apresentou sinais
tipicos da infecgdo fungica. O mesmo ocorreu com os isolados de N. rileyi testados no
presente estudo.

4.7 Consideracoes Finais

Mais de 90% dos hospedeiros susceptiveis a N. rileyi sdo pertencentes a Ordem Lepidoptera,
e as variagdes quanto ao tempo da germinagdo dos conidios sobre suas cuticulas, variam de
acordo com cada espécie hospedeira implicada. A germinacao de conidios no tegumento de S.
litura ocorre entre 46 ¢ 48h ¢ ¢ bem similar aos relatados para Heliothis zea e Spodoptera
frugiperda. No entanto, esse processo ocorre em até 8 horas em Pseudoplusia includens e
entre 6 e 18 horas na Anticarsia gemmatalis. Essas diferengas no tempo de germinagdo podem
ser atribuidas as variagdes na composigdo do tegumento das diferentes larvas. E possivel que
isso ocorra devido a similaridade entre os componentes de superficie de N. rileyi e células de
insetos susceptiveis, permitindo assim, o desencadeamento no quadro de infec¢do
(SRISUKCHAYAKUL et al., 2005). Certamente essa mesma relagcdo parasita — hospedeiro
nao ocorreu entre N. rileyi e R. (B.) microplus, demonstrando que essa espécie de carrapato
nao ¢ susceptivel aos isolados fungicos testados no presente estudo.
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5 CONCLUSAO

e Os isolados Nr 177 e Nr 151 de N. rileyi ndo apresentam patogenicidade para fémeas
ingurgitadas, ovos e larvas ndo alimentadas de R. (B.) microplus.
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