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Efeito do contato dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae na ecdise ninfal de Amblyomma cajennense

Effect of contact of the fungi Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae on Engorged Larvae of Amblyomma cajennense

Edson Jesus de Souza,* Rosana Colatino Soares Reis;** Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt***

Resumo

Este experimento teve como objetivo verificar o efeito in vitrode dois isolados de Beauveria bassiana e de trés isolados
de Metarhizium anisopliae na ecdise larval de Amblyomma cajennense. Foram testadas quatro suspensbes com con-
centracdes diferentes de conidios/ml (10E5, 10E6, 10E7e 10E8 ). Os percentuais médios de muda de larvas ingurgitadas
tratadas com as diferentes suspensdes foram inferiores ao observado nos grupos controle (p<0,05). Os grupos tratados
apresentaram uma percentagem de ecdise inversamente proporcional & concentragéo de conidios da suspenséo (p<0,05).
A percentagem mais baixa de ecdise (<20%) foi observada no grupo tratado com o isolado M. anisopliae (Ma 959) na
concentragéo de 10E8 conidios/ml. As CL 50 que interromperam a ecdise variaram de 5,24 x 10E7 até 5,09 x 10E9
conidios/ml entre os diferentes isolados (p<0,05).
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Introducao

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), amplamente
distribuido no continente americano, desde o sul do Texas
nos Estados Unidos até a América do Sul, é um parasita
que ataca varias-espécies animais e 0 homem (Cooley &
Kohls, 1944; Hoffmann, 1962). Por ser um carrapato que
realiza mudas fora do corpo do hospedeiro, necessitando
de trés hospedeiros para completar seu ciclo, apresenta
maior possibilidade de se infectar e transmitir patégenos
(Prata et al., 1997), sendo considerado transmissor da
Ehrlichiose Bovina (Massard, 1984), Babesiose Equina
(Horta & Figueiredo, 1914) e Tifo Exantemaético (Monteiro
etal.,, 1931), afora os danos diretos causados pela espoli-
agao sanglinea e lesdes cutaneas.

A mortalidade de carrapatos em coldnias laboratoriais de-
vido a fungos foi observada por Boycev & Rizvanov (1960).
Mais tarde Lipa (1971) listou 15 fungos encontrados em
ovos e larvas de carrapatos. Gorskova (1966), utilizando
Beauveria bassiana para promover infecgdes artificiais em
Ixodes ricinus, demonstrou uma diminui¢éo do percentual
de eclosao de larvas e uma mortalidade varidvel de 86% a
100% de um grupo de larvas tratadas.

Ainfecgdo artificial de ovos, larvas e fémeas ingurgitadas
de Boophilus microplus pelo fungo Metarhizium anisopliae
foi descrita por Bittencourt et al. (1994), que observaram
elevada mortalidade de larvas, verificando o desenvolvimen-
to deste fungo na hemolinfa desta espécie de carrapato e
alteragdes nas seguintes etapas da fase nao-parasitaria:
periodo de pré-postura, periodo de postura, indice de pro-
dugdo de ovos, periodo de incubagéo, periodo e percentual
de ecloséo.

Barbosa et al. (1997), promovendo a infec¢éo artificial de
larvas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus com o
fungo B. bassiana, observaram que nas concentragdes de
10E8 conidios/ml de suspenséo a mortalidade de larvas
ingurgitadas foi de 100%, ndo ocorrendo, portanto, a muda
para ninfa nesse grupo tratado.

Este experimento teve como objetivos verificar o efeito na
ecdise in vitro dos fungos B. bassiana e M. anisopliae,
sob forma de suspensao conidial em contato com larvas
ingurgitadas de A. cajennense e calcular as concentra-
¢oes letais 50 e 90 para larvas alimentadas desta espécie
de carrapato.
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Material e métodos

O presente experimento foi desenvolvido na Estagéo para
Pesquisas Parasitolégicas W. O. Neitz (EPPWON) do
Departamento de Parasitologia Animal da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Os exemplares utilizados para manutengéo da col6nia de
A. cajennense foram coelhos, Oryctolagus cuniculus (L.,
1758), mesticos (Califérnia x Nova Zelandia) com idade
entre 60 e 90 dias, de ambos o0s sexos, com peso inicial
entre 1,5 e 2,1kg, obtidos do setor de Cunicultura do Insti-
tuto de Zootecnia da UFRRJ, sem utilizagao de produtos
acaricidas e infestagdes anteriores com carrapatos. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais, onde rece-
beram ragao comercial para coelhos (Cargill &) e agua ad
- libitum.

Fémeas ingurgitadas de A. cajennense foram coletadas
de cavalos naturalmente infestados e sem contato recente
com carrapaticidas. Apds a coleta, as mesmas foram la-
vadas em agua corrente, secas, identificadas, pesadas e
acondicionadas em placas de Petri por meio de fita adesi-
va. Apds o inicio da postura os ovos foram pesados, dividi-
dos em aliquotas de 200mg e colocados em tubos de en-
saio devidamente identificados, em temperatura e umida-
de relativa controladas (27°C e >80%UR). Destes ovos ori-
ginaram as larvas utilizadas neste experimento..

As larvas ingurgitadas usadas no experimento foram obti-
das de infestagdes artificiais em coelhos, seguindo a téc-
nica de Neitz et al. (1971), que se baseia na colocagao de
um saco feito de tecido fixado ao redor da base das ore-
Ihas dos coelhos, vedando-se o intersticio com a pasta
Unna aquecida até a fusao. Apés a solidificagdo da pasta,
reforga-se a vedagao com esparadrapo. Os sacos possu-
em uma abertura na extremidade distal por onde foram

“colocadas as larvas para alimentagéo, sendo a abertura, a
seguir, costurada. Apés trés a cinco dias de ingurgitamento
das larvas, estas foram retiradas do saco e divididas em
aliquotas de 30 larvas por tubo de ensaio.

Os isolados de M. anisopliae e B. bassiana utilizados no
experimento foram cedidos pelo Departamento de
Entomologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, da Universidade de Sao Paulo (USP). Foram ava-
liados trés isolados de M. anisopliae, denominados Ma
959 (isolado de carrapato), Ma 319 (isolado de formiga), e
Ma E9 (isolado padréao) e dois isolados de B. bassiana,
denominados Bb 986 (isolado de carrapato) e Bb 747 (iso-
lado de formiga).

As suspensoes de conidios de cada isolado foram prepa-
radas a partir de fungos produzidos em meio de arrozem
sacos de polipropileno, utilizando 50ml de agua destilada
e trés gotas de espalhante adesivo Tween 80a. Cada
bioensaio com larvas ingurgitadas foi constituido de um
grupo realizado em condi¢cbes controladas de temperatura
e umidade (27+ 1°C e >80%UR), com quatro diferentes
tratamentos nas concentragdes (10E5, 10E6, 10E7 e
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10E8), que foram estabelecidas em pré-experimento e
quantificadas em camara de Neubauer (Bittencourt et al.,
1994); e um grupo controle para cada isolado, sendo que
para cada tratamento foram feitas 10 repeti¢des e utiliza-
das 30 larvas ingurgitadas em cada repeticao.

Os tubos de ensaio foram vedados na extremidade com algo-
déo hidrdfilo e identificados com a concentragao e o isolado
do fungo utilizado. Apés agitagdo da suspensao a ser testa-
da, cada grupo de larvas recebeu um mililitro da suspensao,
sendo mantidas imersas durante cinco minutos. Apds esse
tempo, o excesso da suspensao foi eliminado através da in-
versao dos tubos de ensaio, que foram mantidos nas condi-
¢Oes de temperatura e umidade ja descritas.

A avaliag&o dos efeitos das diferentes amostras dos fungos
B. bassiana e M. anisopliae sobre larvas ingurgitadas de A.
cajennense foi realizada através da observagéo do percentual
de ecdise, 15 dias ap6s a exposigao aos fungos.

% Controle = [(Ndmero de larvas alimentadas que realiza-
ram muda para ninfa X 100) / 30]

Foram feitas andlises de variancia (ANOVA) para saber se
houve varia¢gdes dentro de um mesmo tratamento e entre
0s outros tratamentos com os diferentes isolados e con-
centragdes. A ANOVA foi seguida por aplicagdo do teste
de TUKEY (p < 0,05) para comparagao entre as médias,
calculando-se o coeficiente de variagao para verificar a pre-
cisdo dos dados. Para calcular as concentragdes letais,
CL 50 e CL 90, foi usada a analise de prébites, segundo
Litchfield & Wilcoxon (1949), utilizando o programa “Probit”.

Resultados e discussao

Em relagéo ao parametro percentual de muda de larvas
ingurgitadas para ninfas, foram observadas diferencgas sig-
nificativas entre os tratamentos (10E8, 10E7, 10E6, 10E5
e controle) em todos .0s isolados testados, reduzindo o
percentual @ medida que se aumentava a concentragdo de
conidios na suspensao (Figura 1).

1007

BControle E10E5 [O10E6 O10E7 H®10ES8

% de ecdise

Ma 319 Ma E9
Isolados

Bbo8ge Bb747

Figura 1: Percentual de ecdise de larvas ingurgitadas de Amblyomma
cajennense infectadas com diferentes concentragdes dos isolados
de fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (Ma 959, Ma
319 e Ma E9) e Beauveria bassiana (Bb 986 e Bb 747).
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Os valores de CL 50 e CL 90 encontrados para promover a
inibicao da ecdise de larvas ingurgitadas, para os diferen-
tes isolados, se encontram na Tabela 1.

Tabela 1: Concentragdes letais (CL 50 e CL 90), visando &
inibicio da ecdise, observadas em larvas alimentadas de
Amblyomma cajennense, tratadas com os diferentes iso-
lados de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae
(Ma) em condigdes controladas (Temperatura 27+1°C e
Umidade Relativa 80% )

Inibigao da ecdise

Isolados CL 50’ CL 90

Ma 959 5,24 E7 2,68 x E10
Ma 319 5,09 E9 3,52 x E15
Ma E9 8,78 E8 2,26 x E16
Bb 986 2,94 E8 7,64 x E14
Bb 747 2,02 x E8 6,84 x E10

t ConcentragGes em conidios/ml.

Os valores para o percentual de ecdise nos grupos contro-
le variaram de 75% a 83% dentre todos os isolados testa-
dos; ja para os grupos tratados, variaram de 81% a 20 %,
conforme as concentragdes e os diferentes isolados (Fi-
gura 1). Barbosa et al. (1997), avaliando a agao de dois
isolados de B. bassiana sobre larvas ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus, observaram um percentual de
mortalidade das larvas do grupo controle de 24%,; j& para
os grupos tratados, constataram percentuais de 67, 94 e
100%, para os tratamentos 10¢, 10°e 108, respectivamen-
te, com o isolado Bb 747. Ja para o isolado Bb 986, a
mortalidade variou de 35% em 10* a 100% nas concentra-
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¢bes de 10°e 108. Os dados apresentados por estes auto-
res sdo semelhantes aos obtidos no presente trabalho, ja
que o percentual de mortalidade de larvas ingurgitadas re-
flete-se inversamente no percentual de ecdise.

Podemos notar que os valores de mortalidade para os gru-
pos tratados, encontrados por Barbosa et al. (1997), refle-
tem percentuais de controle maiores do que os obtidos no
presente trabalho, pois em nenhum tratamento observa-
mos um percentual de ecdise de 0%, o que representaria
o percentual de mortalidade de 100%, encontrado pelos
autores supracitados, nos tratamentos 10® conidios/mlem
ambos os isolados; essa diferenca talvez seja em decor-
réncia de se tratar de espécies diferentes de carrapatos.

S&o poucos os trabalhos que utilizam controle microbiano
pertinentes a esse estagio de desenvolvimento, porém vari-
os autores também verificaram o efeito de fungos
entomopatogénicos para larvas ndo-alimentadas de carra-
patos. Bittencourt et al. (1994 e 1996) avaliaram o efeito de
M anisopliae e B. bassiana, em larvas de Boophilus
microplus e verificaram elevada patogenicidade de todos os
isolados testados. Monteiro (1997) constatou a elevada
mortalidade de larvas nao-ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus quando expostas a estes mesmos isolados de
entomopatdgenos. Boycev & Rizvanov (1960) verificaram a
elevada mortalidade (93,5%) de larvas de Ixodes ricinus ap6s
a sua imersao numa suspensao de B. bassiana. Kaaya et
al. (1996), trabalhando com larvas nao-ingurgitadas de
Rhipicephalus appendiculatus e Amblyomma variegatum,
imersas em suspensao com 10°conidios/ml de B. bassiana,
constataram mortalidade de aproximadamente 100%.

Com base nos resultados aqui apresentados, podemos concluir
gue os entomopatdgenos testados demonstram causar efeito
deletério in vitro sobre o estagio de larva ingurgitada de A.
cajennense, demonstrando, desta forma, seu potencial para utili-
zagao em programas de controle desta espécie de carrapato.

This work evaluated the in vitro effects of two isolated of Beauveria bassiana and of three isolated of Metarhizium
anisopliae for engorged larvae of Amblyomma cajennense. Four suspensions with different concentrations of conidia/ml
(105, 108, 107 and 10°%) were prepared. Significant differences (p<0,05) were observed among the treatments in the
parameter percentage of ecdise in all isolates tested. The percentage of ecdise of engorged larvae treated was smaller
than that observed in the control groups, the treated groups presented an ecdise percentage inversely proportional to the
conidia concentration of the suspension. The lethal concentrations (LC) 50 found to promote the inhibition of the ecdise
of engorged larvae varied of 5,24 x 107 up to 5,09 x 10° conidia/ml among the different ones isolated.

Keywords. Amblyomma cajennense; Beauveria bassiana; Metarhizium anisopliae, entomopathogenic fungi, microbial control.
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