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The effect of Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Penicillium corylophilum or Fusarium oxysporum
on the dynamic of hemocytes presented in the haemolymph of engorged females of Boophilus microplus was
studied. The inoculation was carried out with conidia suspension of different fungi in the concentration of 10°
conidia/ml. A negative control group wasinocul ated with 0.1% Tween 80 water solution and atestimony group was
comprised of non inoculated ticks. The haemolymph sampleswere collected in 24, 48 and 72 hours post-challenge.
Inall the studied periods, prohemocytes, plasmatocytes, granulocytes, spherul ocytes and oenocytoidswere observed
in the specimens inoculated with fungus and also in the controls groups (negative and testimony). Prohemocytes,
plasmatocytes and spherulocytes were the most cells in the haemolymph. The absence of hemocytes 72h post-
challenging was observed prior to the death of the specimensinoculated with B. bassiana suggesting afailurein the
cellular response. Hyphae and conidia growth was observed in the samples treated with entomopathogenic fungi
(B. bassiana or M. anisopliae). The groups treated with non entomopathogenic fungi (P. corylophilum or F.

oxysporum) did not shown significant differences in relation to the negative control and testimony groups.
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RESUMO

Foi estudado o efeito de Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Penicillium corylophilum ou Fusarium oxysporum
sobre adinémica celular de hemdcitos presentes na hemolinfa
de fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus. Para a
inoculagdo foi utilizado uma suspensdo de fungos na concen-
trac&o de 10° conidios/ml. Foram formados aindaum grupo con-
trole negativo inoculado com umasolugéo 0,1% de Tween 80 e
um grupo testemunho (ndo inoculado). As amostras de
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hemoalinfaforam coletadasem 24, 48 e 72 horas pos-inocul aco.
Em todos os grupos foram identificados prohemécitos,
plasmatdcitos, granulécitos, esferuléeitos e oenocitéides.
Prohemdcitos, plasmatécitos e esferuldeitos foram as células
mais numerosas na hemolinfa. No grupo inoculado com B.
bassiana foi constatado que ap6s 72 horas, as Unicas células
observadas foram esferul 6citos e c8ulas com morfologia dte-
rada, indicando um comprometimento da resposta celular. Foi
observado o crescimento de hifas e conidios na hemolinfa nos
tratamentos com fungos entomopatogénicos (B. bassiana, M.
anisopliae). No grupo tratado com M. anisopliae, mesmo ndo
apresentando dteracdo na estrutura de populacdo celular, foi
observadamortalidade dos carrapatos. Ostratamentos com fun-
gos ndo entomopatogénicos (P.corylophilum e F. oxysporum)
nao apresentaram diferencas significativas em relagdo aos gru-
pos controle negativo e testemunho.
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INTRODUCAO

A respostaimune celular eminvertebradosinclui mecanis-
mos de defesa realizados com a participacédo de diferentes
tipos celulares (LACKIE, 1988; LAVINE; STRAND, 2002;
LEVASHINA, 2004). Vériostiposcelularesforam caracteriza-
dos e identificados em diferentes espécies de carrapatos sen-
do utilizados principa mente caracteristicas morfol 6gicas, fun-
cionais e bioquimicas (DOLP, 1970; BRINTON;
BURGDORFER, 1971; CARNEIRO; DAEMON, 1996, 1997,
2001). Os tipos celulares freqlientemente encontrados em
artropodes sdo prohemacitos, esferulécitos, granuldcitos,
plasmatdcitos, adipohemacitos, oenocitéides.

Os hemdcitos representam um importante papel no meca-
nismo de defesa dos carrapatos, e assim, como nos insetos, a
fagocitose é uma das primeiras reagdes frente a um micro-
organismo (ZHIOUA et a., 1997). Estas células sdo a base
para o processo de retirada dos patégenos na hemolinfa, atra-
vés do processo de fagocitose, nodulagéo, encapsulamento,
além da producao de substancias reativas de oxigénio e secre-
¢80 de peptideos com atividades antimicrobianas no local da
infecc@o (LACKIE, 1988; LEVASHINA, 2004).

Em ixodideos Carneiro e Daemon (1996, 1997) verificaram
para larvas e ninfas a presenca de cinco tipos celulares basi-
cos: prohemacitos, plasmatécitos, granul écitos, esferul écitos
e oenocitéides. Nos adultos foram identificados
adipohemacitos, aém dos tipos citados acima.

A resposta de ixodideos a corpos estranhos foi avaliada a
partir dareacdo celular de Dermacentor variabilis inoculado
com cepa B31 de Borrelia burgdorferi, sendo observado um
aumento de, aproximadamente, seis vezes da populagdo de
hemacitos, nas primeiras seis horas apos inoculagéo (JOHNS
et al., 2000). Em relacdo a utilizacdo de fungos
entomopatogénicos tem sido observadas alteragdes no nu-
mero e tipo celular em artropodes com na utilizacéo de
Metarhiziumanisopliae (HUXHAM et al., 1989a).

Atuamente, o potencial patogénico deste fungo vem sen-
do testado em Boophylus microplus como alternativa de con-
trole(BITTENCOURT et al., 1992, 1994, 1995). Eminsetosfoi
observado que a invasdo do fungo M. anisopliae causava
uma inibicdo da resposta imune celular (HUXHAM et d.,
19894). Este fato tinha sido anteriormente observado por
Prasertphon e Tanada (1968) em insetos utilizando os fungos
M. anisopliae e Beauveria bassiana.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
guantitativamente a resposta celular de fémeas ingurgitadas
de B. microplus inoculadas com M. anisopliae, B. bassiana,
Penicillium corylophilum e Fusarium oxysporum.

MATERIALEMETODOS

Asfémeas ingurgitadas de B. microplus utilizadas no ex-
perimento foram coletadas apds desprendimento natural de
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um bovino artificialmente infestado, mantido na Estacéo para
Pesquisas Parasitol 6gicas W.O. Neitz, do Instituto de Veteri-
néria, Universidade Federa Rura do Rio de Janeiro.

Os grupos foram formados por espécimes com pesos de
aproximadamente 280 mg + 20, divididosem seisgrupos expe-
rimentais. um grupo tratado com B. bassiana (isolado 986),
M.anisopliae (isolado Ma 959), P. corylophilum ou F.
oxysporum, grupo tratado com solugdo de tween 80 em &gua
destilada estéril a 0,1% (controle negativo) e um grupo que
ndo foi inoculado (testemunho). Cada grupo foi constituido
por dez espécimes totalizando 60 carrapatos.

A inoculagdo da suspensdo fungica ou solugéo controle na
regido dorsal do idiossoma das fémeas ingurgitadas foi feita
com o auxilio deumamicroseringaHamilton de 10ul (Hamilton,
Reno. NV) sendo administrado 1ul da suspensdo flungica na
concentracdo 10° conidios/ml e solugéo de tween 80 em &gua
destilada estéril a 0,1%. Posteriormente, os espécimes foram
fixados em placas de Petri e mantidos em camara climatizada
comtemperaturaeumidade controladas (27 + 1°Ce=80% UR).

As amostras de hemolinfa utilizadas na confeccéo dos
esfregagos foram obtidas 24, 48 e 72horas apds ainoculagéo,
com a sec¢do daregido distal do tarso de uma ou mais patas
com auxilio detesouraoftalmica. Apdsacoletaemlaminasde
vidro paramicroscépio, a gota de hemolinfafoi secadaao ar,
fixadaem acool metilico (P. A) por 3 minutos e coradas por 20
minutos com corante de Giemsa a 0,02%. As céulas foram
identificadas com auxilio de um microscépio 6tico Inalh com
aumento de 400 e 1000x. Foram contadas cem célulasem dife-
rentes campos da lamina, seguindo sempre da esquerda para
direitae de cimaparabaixo. A caracterizacao morfol dgicafoi
feita com base na classificagc@o Jones (1962) e revisdes de
Arnold (1974) e Gupta (1979).

Paraaavaliacéo dos resultados obtidos na contagem dife-
rencial de hemdcitos, observados na hemolinfa de carrapatos
nos diferentes grupos estudados, foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Kruskal Wallis, anivel designificanciade 5%,
seguido do teste de Dunn para comparagéo entre as médias.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram identificados cinco tipos celulares presentes na
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de B. microplus em todos
0s grupos estudados. prohemadcito (PR), esferuldcito (ES),
granulécito (GR), plasmatécitos (PL) e oenocitéide (OE).

Prohemocitos

O nimero de prohemdcitos encontrados no grupo inocula-
do com B. bassiana, apresentaram diferenca significativa em
relagcdo ao grupo testemunha e controle negativo no terceiro
diaapdsainoculagéo, periodo em quendo foi maisobservadaa
presenca deste tipo celular nahemolinfa. Foi também observa
da diferenca significativa entre os dois primeiros dias andisa-
doseoterceiro diaapdsinoculagdo evidenciando adiminuicéo
acentuada do nimero destas células, chegando a zerar no ulti-
mo diadecoleta(Tabelal). A ausénciade célulasnahemolinfa
ocorreu apoés periodo de 48 horas sugerindo imunossupressdo
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do sistema de defesa que pode esta associado a producdo e
secregdo de enzimas pelo fungos B. bassiana, aterando com-
ponentes celularesdahemolinfa(HUNG, 1993). O grupo inocu-
lado com M. anisopliae também apresentou variagdes em rela-
¢a0 a0 nimero de células (Tabela1).

O tipo deindculo pode interferir, pois dependendo de tipo
utilizado, o organismo pode responder deformadiferenciada,
fato observado por Inoue et al. (2001) que também néo regis-
trou alterag@o significativadaestrutura da populagéo de célu-
las apds inoculagdo de goticulas de poliestreno fluorescente
em Ornithodoros moubata. O mesmo padréo foi observado
na populacéo de células em Manduca sexta inoculadas com
gotas de l&tex. A inoculagéo de bactérias provocou a depres-
s8o de plasmatécitos (GENG; DUNN, 1989).

O ato nimero de prohemécitos no grupo inoculado com B.
bassana em relacdo aos outros grupos no inicio sugere que
houve uma tentativa do organismo em responder ao processo
infeccioso, através da mobilizac&o celular. Posteriormente, foi
observada a auséncia de cdlulas na hemolinfa em funcéo da
atuacdo inibidora da resposta celular por este fungo. Normal-
mente estas células sdo encontradas em pequenas quantida
des, apesar de ser responsavel pela origem dos outros tipos
celulares através de sua diferenciagéo em outros tipos celula
res, Situacdo observadanamaioriadosinsetos(ARNOLD, 1974).

O numero de células identificadas nos grupos inoculados
com F. corylophilum e P. oxysporum ndo apresentaram dife-
rencasignificativaentreasmédias (Tabelal). O baixo nimero
de prohemdcitos encontrados no presente estudo corrobora
as afirmacdes de Carneiro (1995) para R. sanguineus adultos.
Durante 0 estudo ndo foi observadamodificagdo significativa
na estrutura da populacdo destas células, ndo sendo também
identificada a presenca de conidios ou mesmo hifas na
hemolinfa, sugerindo um processo de fagocitose rapida e efi-
ciente pelo organismo do carrapato.

Plasmatécitos
A amplitude de variagao destas cél ulas pode ser encontra-
da na Tabela 1. Com excegdo do segundo dia de coleta, o
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grupo inoculado com M. anisopliae apresentou diminuicdo
progressiva deste tipo celular. A diminui¢do no nimero de
célulastambém foi observada para o grupo inoculado com B.
bassiana. Embora o grupo tratado com M. anisopliae tenha
apresentado diminuic&o na média das células, ndo foi possi-
vel afirmar que o sistema imune do carrapato tenha sofrido
agum tipo de influéncia, como observado no grupo inocula-
do com B. bassiana.

No grupo tratado com F. oxysporum e P. corylophilum
foram observadas oscilagdes entre os diferentes dias de ané
lise, 0 que pode ser associado ao sequestro de células para
formagdo de nddulos, aspecto mencionado por Crossley
(1975), sendo um dos motivos responsaveis pelo nimero irre-
gular dos tipos celulares na hemolinfa.

A média dos plasmatécitos dos grupos tratados com F.
oxysporume P. corylophilum néo diferiram significativamen-
te do controle, em todo periodo avaliado, mesmo as médias
dos grupos tratados sendo inferiores aos grupos testemunha
e controle negativo. Este fato pode ser atribuido a resposta
celular, devido ao seqiiestro destas células para a resposta
celular com aformag&o de nddul os nos tecidos e 6rgéos, ten-
do por finalidade isolar o agente invasor, pois ndo foram ob-
servados conidios e hifas livres na hemolinfa. A confirmacéo
da presenca destes nddulos nos diferentes tecidos néo foi
realizada no presente estudo.

Granuldcitos

Nos carrapatos inoculados com M. anisopliae, este tipo
celular apresentou aumento acentuado 72 horas apds
inoculagdo, enquanto no grupo tratado com B. bassiana apos
48 horas, seguido por umadiminui¢do, culminando naauséncia
de células nas amostras coletadas apds 72 horas (Tabela 1).

Em relag@o a dindmica, a diminuicdo nas médias destas
células foram descritas por Silva et a. (2000) ao observar a
respostacel ular em mosquitos (Culex quinquefasciatus) quan-
do inoculado com Candida albicans, sendo constatada a di-
minui¢do de granuldcitos, ao contrério da populag@o de
plasmatdcitos, que aumentou. Foi observadaaindaafagocitose

Tabela 1. Tipos celulares identificados na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus em diferentes tempos
apos inoculagdo com fungos entomopatogénicos e dos grupos testemunho (sem inoculagdo) e controle negativo (inoculado
com agua e tween 80 a 0,1%).

Tipo celular Horas apés Testemunho Controle negativo Metarhizium Beauveria Fusarium Penicillium
inoculagédo X+« X+ s anisopliae bassiana oxysporum corylophilum
X+ X+ sd X+ sd X+
Prohemocitos 24 360+ 320Aa 8,40+4,58 A a 6,30+ 7,75Aa 16,30t 13,77 Aa 3,70+ 495Aa 3,80+ 3,29 Aa
48 5,80+ 6,37 Aa 4,20+3,68 A a 0,30+ 0,67Aa 6,60+ 4,838ABa 5,60+ 3,60Aa 1,90+ 2,18 Aa
72 9,10+ 6,42 Aa 8,20+5,67 Aa 4,80 + 6,73 Aab 0,0+ 0,00B b 2,30+ 2,45 Aab 5,10+ 6,85 A ab
Plasmdcitos 24 51,90+ 1542 Aa 52,20+ 8,78 Aa 57,5+¢9,12Aa 3540+ 19,83 Aab 24,70+ 1551 Ab 37,50+ 12,09 A ab
48 44,60+ 1943 Aa 5850+2343Aa 69,80+ 27,28 Aa 11,30+7,93ABb 43,70+ 11,06 Abc 48,70+ 16,60 A ac
72 42,90+ 9,22 Aa 51,60+19,18 Aa 4850+ 1231Aa 0,00+0,00 B b 39,70+ 2397 Aa  37,10t1456 A a
Granulécitos 24 4,70+ 8,27 Aa 21,00 +1298 Ab 8,40+ 9,30Aab 12,20+ 11,97 Aab 8,30+ 6,98Aab 3,00+537Aa
48 11,40+t 954 Aa 10,80+ 6, 60A a 470+ 452Aa 16,80+ 18,44 Aa 6,10+ 8,17 Aa 280+33%9Aa
72 12,80+8,34 Aab 11,00+ 9,39 Aab 17,80+ 14,83 Aa 0,00£0,00Bb 3,00+4,40 A ab 6,00+ 7,92 Aab

Letras mailsculas referem-se a analise entre as linhas da mesma coluna, dentro do mesmo tipo celular; letras mindsculas referem-se a
comparacgao entre tratamentos. Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas, segundo teste Kruskal Wallis (p > 0,05).
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dos conidios inoculados e formacdo de nddulos na parede
dos tecidos apds um periodo de 72 horas. Entretanto, em nos-
sos estudos, estaavaliagéo ndo foi realizadaparaacomprova-
¢80 do sequiestro destas células da circulagdo como citado
anteriormente.

O fungo B. bassiana durante seu desenvolvimento pro-
duz compostos que, além deinibir aproducdo de pseuddpodes,
afeta a dispersdo destas células, caracteristica muito impor-
tante para o reconhecimento de corpos estranhos no organis-
mo do hospedeiro. Dependendo da cepa utilizada, a quantida-
de de células utilizadas no inéculo também pode apresentar
diferentes efeitos sobre apopul acéo de hemdcitos (HUXHAM
etal., 1989)

Johns et al. (1998) ao pesquisarem 0 mecanismo de defesa
de D. variabilis inoculados com diferentes bactérias, verifica
ram que o nimero de hemacitos aumentou em aproximadamen-
te seis vezes em relacdo ao grupo testemunha, entretanto este
aumento ndo se manteve, pois com 72 horas a contagem de
hemécitos ndo apresentou diferenca significativa entre os tra-
tamentos, caracteristica ndo observada no presente trabal ho.
Entretanto, quaisquer ateragdes na populacdo de hemdcitos
s80 importantes para o controle de infecgao pelo organismo.

Tanto granuldcitos como plasmatdcitos sdo responsavels
pela fagocitose de corpos estranhos na hemolinfa e depen-
dendo do potencia patogénico, estes microorganismos sdo
retirados mais ou menos rapidamente da hemolinfa
(CROSSLEY, 1975). Estefato pode explicar agrande variabili-
dade e oscilagdo na freqliéncia destas células.

Esferuldcitos

No grupo tratado com M. anisopliae, 0 nUmero de
esferul dcitos ndo apresentou diferenca significativa em rela-
¢80 a0 grupo testemunha. Esta média sugere que ao invés do
organismo responder a infecgdo, M. anisopliae passou pelo
organismo do carrapato sem ser reconhecido como corpo es-
tranho €/ ou inibiu umarespostacelular efetiva, pois o nimero
de células permaneceu sempre inferior ao grupo testemunha
(Tabela?2).
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A imunossupressao provocada pelo fungo foi citada por
Huxhamet d. (1998a) como relacionadaaliberacéo dedestruxinas
produzidos por M. anisopliae atuando sobre arespostacelular em
insetos. Esta substéncia esta associada a reduc@o na formagéo
dos agregados cdlulares, provocando acentuada redugéo nafor-
magao de nddul os e néo ativagdo da cascata de profenol oxidase.

No tratamento com B.bassiana foi observada diminuicéo
progressivano nimero de células, sendo que no ultimo diade
coleta ndo foram observadas células na hemolinfa, evidenci-
ando uma atuacdo de imunossupresséo deste fungo sobre
estetipo celular. Hung et al. (1993) ao comparar a atuagéo de
C. albicans e B. bassiana em Spodoptera exigua relatam que
mesmo tendo sido rapidamente fagocitado por granuldcitos
apos inoculagéo, os conidios de B. bassiana ndo foram
destruidos, sendo observadas hifas na circulagéo e diminui-
¢&0 no nimero de células circulantes, sugerindo que este fun-
go é resistente ao processo de fagocitose.

Nos grupos tratados com P. corylophilum e F. oxysporum,
mesmo apresentando variagbes no nimero de células, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos control e negati-
Vo e testemunha, sugerindo uma resposta rapida com posteri-
or normalizagéo nacontagem de célulascirculantes (Tabela2).

A resposta celular envolve agregagdes celulares nas quais
estdo envolvidos os esferuldcitos. Segundo Crossley (1975),
isto pode justificar o maior nimero destas células encontra-
das nos grupos tratados com ambos o0s fungos, em relacdo ao
grupo testemunhae controle negativo, nos primeiros dias apds
inoculagdo, por estarem desempenhando tal fungéo. Silva et
a. (2000), ao inocular C. albicans em insetos, constataram
gue o periodo de atividade fagocitaria dos plasmatécitos e
granuléeitos no periodo de 6 a 18 horas, apds inoculagéo,
sendo este mecanismo diminuido apds 24 horas.

No presente estudo a primeiraobservagéo foi realizada 24
horas ap0ds inoculagdo, sendo observado um nimero peque-
no destes tipos celulares em relagdo ao grupo testemunha e
controle negativo, devido a possivel mobilizagdo destas célu-
las para realizac&o de fagocitose, formacdo de agregados ou
nddulos. Durante o estudo também foi observado um grande

Tabela 2. Tipos celulares encontrados na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus em diferentes tempos
apos inoculagdo com fungos entomopatogénicos e dos grupos testemunho (sem inoculagdo) e controle negativo (inoculado
com agua e tween 80 a 0,1%).

Tipo celular Horas apés Testemunho Controle negativo Metarhizium Beauveria Fusarium Penicillium
inoculagéo X+ X+ anisopliae bassiana oxysporum corylophilum
X+« X+« X+« X+«

Esferulécitos 24 25,90+11,17 Aab 16,00+8,83 Aab 19,30+ 12,33 Aab 9,00+ 593 Aa 39,60+ 16,44 Ab 4510+ 12,78 Ab
48 18,90+ 16,68 Aab 15,60+10,72 Aab 12,20+ 1256 Aab 4,80+ 8,12Ab 37,60+ 13,74 Aa 31,60+ 16,30 Aa
72 23,20+1325Aa 10,70+ 4,32 Aab 1350+1382Aab 0,30+ 0,95Ab 16,90+13,04 Aab 38,50+ 1943 Aa

Oenocitdides 24 060+126Aa 0,20+ 0,63 Aa 0,20+ 0,63 Aa 0,60+ 1,26 Aa 0,40+ 0,84 Aa 0,40+ 0,84 Aa

48 0,50+ 1,08 Aa 0,00+ 0,00 A a 0,30+ 0,67 Aa 0,30+ 0,95Aa 0,00+ 0,00 Aa 0,00+ 0,00 Aa

72 1,30£1,83Aa 0,00+0,00 A a 0,00+ 0,00 Aa 0,00+ 0,00 Aa 0,10+ 0,32Aa 0,00+ 0,00 Aa

Células néo 24 8,10+ 5,84 Aa 2,20+ 3,61 Aa 8,30+ 8,72 Aa 4,90+ 8,29 ABa 5,60+ 542Aa 3,90+ 545Aa
identificadas 48 4,90+ 4,51 Aab 0,00+ 0,00 Aa 6,50+ 7,66 Aab 22,40+ 17,17 Ab 4,80+ 6,61 Aab 10,70+ 10,17 Aab

72 6,40+ 3,92Aa 7,30+ 7,89 Aa 10,70+ 9,23 Aa 1,00+ 2,54 Ba 6,80+ 8,02 A a 5,90+ 5,69 A a

Letras mailsculas referem-se a analise entre as linhas da mesma coluna, dentro do mesmo tipo celular; letras mindsculas referem-se a
comparagao entre tratamentos. Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas, segundo teste Kruskal Wallis (p > 0,05).
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numero de granulos na hemolinfa, sugerindo a atuacéo desta
célula na resposta imune pelo processo de degranulaggo.

Oenocitbides

Estas células foram encontradas em peguenas quantida
des em todos os grupos estudados. Nos grupos inoculados
com fungos, apesar de apresentarem média superior a obser-
vadano grupo inocul ado com éguaetween 80 (controle nega
tivo), ndo apresentaram diferencas significativas entre os di-
ferentes tratamentos. Numericamente este tipo celular parece
ndo ter sofrido influéncia pela presenca de conidios na
hemolinfa. Contudo, devido ao fato de ser uma célula com
atividade rel acionada a ativacao dacascata de profenol oxidase
e ndo ao processo de fagocitose, ha a necessidade de uma
avaliacdo posterior direcionada para estes aspectos. Mesmo
em carrapatos que ndo foram desafiados com ainoculacdo de
corpos estranhos, este tipo celular é considerado pouco co-
mum, conformerel atado por Brinton e Burgdorfer (1971) emD.
andersoni stalis (Tabela 2).

Embora o presente experimento tenhaavaliado o efeito de
fungos sobre este tipo celular, obteve-se resultado semel han-
te ao de Carneiro (1995) em relacdo a pequena quantidade de
células observadas em fémeasingurgitadas de R. sanguineus,
guando somente ap0s sete dias do inicio da postura, estas
células puderam ser encontradas.

No grupo inoculado com B. bassiana foi refor¢cado sua
caracteristica imunossupressora sobre a populacéo de célu-
las semelhante ao observado para os outros tipos celulares
(Tabela 2). Nos grupos inoculados com fungos néo
entomopatogéni cos, apesar de apresentarem média superior a
observada no controle negativo, ndo apresentaram diferen-
¢as significativas entre os diferentes tratamentos.

Cédlulasndoidentificadas

Em todos os grupos estudados foram encontradas varias
células apresentando caracteristicas indeterminadas que im-
possibilitaram sua identificacdo. Este tipos sGo geralmente
encontradas na hemolinfa, cuja populagdo de células durante
o periodo de ingurgitamento, sofre uma intensa atividade de
divisdocelular (TSILENEVA, 1959).

Apesar davariagdo no nimero destas células nos diferen-
tes dias estudados ndo ser considerada significativa, exceto
no grupo tratado com B. bassiana, foi observada acentuada
variago entre as médias nos diferentes dias de andlise tanto
no grupo testemunha como controle negativo. As médias de
células observadas para M. anisopliae e B. bassiana foram
superiores as do grupo testemunha e controle negativo no
primeiro diaaposinoculacdo (Tabela2).

No grupo inoculado com B. bassiana foi observada dife-
renca significativaem relacdo ao controle negativo na segun-
da coleta, como também entre os dias dentro deste mesmo
tratamento (Tabela2), enquanto o nimero de hemdcitosdimi-
nuia nas coletas posteriores, o numero de células ndo
identificadas aumentava, levando a crer que estas células te-
nham tido sua morfologia aterada pela presenca do fungo na

hemolinfa, situagdo observada por Hung et al. (1993) em
Soodoptera exigua.

Além da alteracdo na populagéo de células da hemolinfa,
outra caracteristica que evidencia o potencial patogénico dos
fungos, foi a mortalidade progressiva de espécimes estuda-
dos.

O grupo inoculado com B. bassiana comegou a apresentar
mortalidade das amostras a partir do terceiro dia de coleta,
periodo utilizado para a execucdo da analise estatistica, com
perda total do grupo formado no quinto dia apds inocul agéo,
enguanto nos espécimes inoculados com M. anisopliae foi
observada mortalidade a partir do sétimo dia, se estendendo
atédécimo primeiro diaapdsinocul acdo. Resultado semelhante
ao apresentado por Bittencourt et al. (1995) em fémeas de B.
microplustratados com M. anisopliae, que mesmo sem haver
inoculacdo do fungo, as fémeas apresentaram mortalidade a
partir do sétimo dia apds inoculagéo. Dados diferentes foram
observados por Frazzon et a. (2000), que com metodologia
similar aBittencourt et al. (1995), verificaram 100% de mortali-
dade em fémeas de B. microplus no periodo de duas semanas
apos exposi¢ao aos conidios de M. anisopliae (isolado E6S1),
mostrando que isolados diferentes podem provocar respos-
tas distintas.

Os carrapatos do grupo tratado com F. oxysporum e P.
corylophilum apresentaram periodo de vida de aproximada-
mente de 14 dias, enquanto 0s grupos testemunha e controle
negativo sobreviveram por aproximadamente vinte dias. Este
resultado demonstra que, apesar destes fungos serem néo
entomopatogénicos, diminuiram a longevidade dos carrapa-
tos, com destaque para o P. corylophilum, levando a crer que
estes fungos possuem um possivel potencial patogénico so-
bre B. microplus. Entretanto, ha necessidade de estudos
imunol 6gi cos, bioquimicos entre outros, para que varios pro-
€essos sgjam esclarecidos.

Considerando as variagOes celulares observadas pode-
mos concluir que os fungos ndo entomopatogéni cos ndo pro-
vocaram um estimul o imunol 6gico duradouro ou expressivo o
suficiente para provocar ateracéo na estrutura da popul agéo
de hemdcitos, sendo, estes, rapidamente retirados de circula-
¢80. Beauveria bassiana, diferentemente de M. anisopliae,
provocou inibicéo acentuada da resposta celular que foi ma-
nifestada pela diminui¢éo acentuada dos hemadcitos culminan-
do na auséncia de células na hemolinfa.
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