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SUMARIO: Este trabaiho teve como objetivo verificar a patogenicidade in vitro de dois isolados de
Beauveria bassiana para ovos e larvas de Boophilus microplus, observar alteragbes causadas em
ovos e calcular a concentragao letal 50 e 90. Foram preparadas cinco suspensdes com concentragdes
diferentes de conidios (104, 105, 10, 107 e 108}, que foram estabelecidas em pré experimento e quantificadas
em camara de Neubauer. O percentual de ecloséo verificado nos grupos tratados com ambas os isolados
do fungo foi muito menor que o observado nos grupos controles. Nestes, obteve-se um percentual de
eclosdo de 93,3%, enguanto nos tratados este percentual variou entre 20% a 86,6%, de acordo com o
isolado e a concentracdo do fungo. Nos bioensaios com larvas, observou-se nos grupos controle que o
percentual de mortalidade ficou em torno de 13% a 16,5%, enquanto nos tratados o percentual de
mortalidade variou entre 18,8% a 88%. Na analise de prébites realizada com os dados referentes ao
percentual de eclosdo dos ovos tratados com o isolado 986, verificou-se a CL 50 de 2,46 x 107 conidios/
ml; e com o isclado 747 verificou-se a CL 50 de 2,49 x 107 conidios/ml. Com os dados referentes ao
percentual de mortalidade das larvas tratadas com o isolado 986, verificou-se uma CL 50 de 6,83 x 108
conidios/ml, e com o isolado 747 verificou-se uma CL 50 de 1,01 x 107 conidios/ml.

PALAVRAS-CHAVE: Boophilus microplus, Beauveria bassiana, fungos entomopatogénicos, controle

microbiano.

INTRODUCAO

QO carrapato Boophilus microplus (Canestrini, 1887}
apresenta grande importncia para a pecuaria nacional.
Segundo WHARTON (1974), este carrapato € originario do
Continente Asiatico, sendo introduzido na maioria dos paises
tropicais e subtropicais através da importagfo de bovinos.
Estima-se que todo territdrio brasileiro esteja incluido em
7ona favoravel a este carrapato (EVANS, 1978).

As perdas diretas e indiretas devidas a este parasita siio:
mortalidade de gado, principaimente das ragas européias;
desenvolvimento lento de animais parasitados. acarretando
na diminui¢io da produgio de carne e leite; transmissio de
agentes patogénicos, perdas na produgao de couro e gastos
com produtos carrapaticidas (PENNA, 199()).

A mortalidade de carrapatos em colonias laboratoriais
devido a fungos {01 observada por BOYCEV & RIZVANOV
(1960), Estes autores veriticaram que o fungo Botryiis
cinereq inviabilizava os ovos do fxodes ricinus, obtendo um
percentual de eclosao dos ovos infectados em torno de 6.5%.
Mais tarde, LIPA {1971} listou 15 fungos cncontrados em
ovos e larvas dos seguintes carrapatos: Argas persicus,
A.reflexus, Dermacentor marginatus, Hyalomma detritum,
Ixodes persulcatus, I ricinus, Ornithodorus papillipes ¢
Rhipicephalus bursa. O fungo Aspergillus fumigatus toi
isolado de todas as espécies € 0 Penicilium insectivorum
foi isolado de sels espécies.

Os fungos Beauveria bassiana, B. cinerea ¢ P.
insectivorum tambem foram utilizados para promover
infeccdes artificiais em /. ricinus. Os resultados
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demonstraram uma diminuicao do percentual de eclosio dos
ovos ¢ uma mortalidade vaniavel de 86% a 100% (GORSKOVA
1966).

Este rtrabalho teve como objetivos: verificar a
patogenicidade in virro do fungo B. bassiana, inoculado sob
forma de suspensao conidial em ovos de B microplus  verificar

i

a patogenicidade ix vitro deste fungo, inoculado sob forma
de suspensdo cm larvas nio alimentadas de B. microplus ;
observar alteragdes ocasionadas pelo fungo em etapas do
desenvolvimento embrionario de ovos de B. microplus ¢
calcular a concentragao letal (CL)Y 50 € 90 para os ovos e larvas
deste carrapato,

MATERIAL E METODOS

Os ovos e larvas ndo alimentadas de B. micropfus utilizadas
neste expernimento foram obtidas na Estagiic para Pesquisas
Parasiologicas W. O. Neitz. a partir de teledginas coletadas
em estabulo, de ammais artificialmente infestados, Para
manutengido da coloma de carrapatos foi mantide um bovino
Jovem de aproximadamente dez meses de idade, que foi
submetide a miestacdes artificiais quinzenais com larvas de
B.omicroplus. As fémeas ingurgitadas foram coletadas 21 dias
apOs a infestagdo, tavadas com dgua deionizada, secas em
papet tiltro, pesadag em balanga analitica, colocadas em placas
depetri ¢ levadas a incubadora tipo BOD a 27°C com umidade
relativa (UR) superior a 80%, para a obtengio dos ovos e das
larvas ndo alimentadas.

Os dois 1solados de R bassiana foram obtidos do
Departamento de Entomologia, da Escola Superior de
Agricultura Luis de Queiroz/USP. Um isolado designado como
986, for obtido de carrapalos naturalmente infectados e outro,
designado 747, foi isolado de lormigas. As suspensdes de
conidios foram preparadas a partir do cultivo do fungo B
hassiana em meio de arroz em sacos de polipropileno |
utilizando 50 ml de agua destilada ¢ rés gotas de espalhante
adesive Tween 80, Foram preparadas cincoe suspensdes
com concentragoes diferentes de conidios { 104, 107, 107,
HO7 e 107 /ml ). que foram estabelecidas em pré experimento,
e quantificadas em camara de Neubauer (BITTENCOURT
etalii 1994 a, b).

Iistas suspensdes foram utilizadas para imersfo in vitro
de ovos e larvas ndo alimentadas de 8. micropius | com base
nas tecnicas de avaliagio de carrapaticidas descritas por
TORRADO & GUTIERREZ (1969} e STENDEL (1980), para
avaliagdo do percentual de mortalidade e controle destes
estadios evolutivos. Com relacio ans ovos de B. microplus,
também, foram avaliados pardmetros da fase ndo parasitiria
como perfodo de incubagio ¢ de eclosio,

BITTENCOURT er afi;

Cada grupo de tratamento ficou constiteido de trés
repetigdes, com de 0,1 g de avos. Os ovos foram colocados
em tubos de ensaio ¢ receberam 0,5 mi de cada suspensio.
Ap6s um nmunuto, o excesso da suspensio foi elirminada e os
ovos foram levados para cAmara climatizada 4 27 + 1°C 2 80",
UR. As observagies sobre a duragao dos periodos de
incubacdo e eclosao foram realizadas diariamente através de
abservagdo visual, durante 45 dias. A avaliacdo da eclosio foi
feita, 30 dias apds, a infecgdo com o auxilio de microscopio
estereoscdpico.

Nos testes para avaliagdo da susceptibilidade larval foram
utilizados grupos com 30 larvas, Cada grupe foi colocado em
tube de ensaio, tampado ¢ invertido, para que as larvas se
deslocassem para o fundo. Foram colocados 0,5 ml de cada
suspensiio € apds wm minuto, o excesso de suspensio (o
eliminado ¢ os tubos com as larvas colocados em cimara
climatizada. A leitura do percentual de mornalidade foi feita
apos dez dias, quando os tubos foram examinados com o auxilio
de microscopio estereoscopico.

Com os dados obtidos foi realizadu a analise de variancia
fatorial inteiramente casualizado, cntre os dois isolados ¢ as
diferentes concentragdes, denominadas tratamenios,
posteriormente foi realizado o 1este de Tukey com os dados
ohtidos, utitizando o software Sistanvax - EMBRAPA. A analise
de probites foi realizanda com o auxilio do software Micro
Probit 3.6

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual médio de eclosdo de larvas nos grupos de
ovos tratados com ambos 1solados do tungo foi menor que o
observado nos grupos controle. Nestes, obteve-se um
percentual de eclosdo de 93,3%, enquanto nos grupos tratados
este percentual variou entre 20% a 86,6%. de acordo com os
diferentes isolados e as concentragdes do [ungo utilizadas
(Fig. I).

Nos hioensaios onde foram testados os dois isolados em
larvas de B.microplus, observou-se nos grupos controle que
o percentual de mortaiidade ficou em torno de 13% a 16.5%.
enquanto nos grupos tratados o percentual de mortahidade
variou entre 18 8% a 88Y%, dependendo da concentragao
utifizada (Fig.1}).

Na analise de probites realizada com o auxilio do software
Micro Probit 3.0, com os dados referentes ao percentual de
eclesdo de larvas nos ovos tratados com o isolado 986,
verificou-se a concentragao letal (CL)Y 30 de 2 46 X 10 conidios!
mleaCL 90 de 1,68 X 14" nos ovas tratados com o isolado
747 verificou-se a CL 30 de 2 49 X 10 conidios/mle a CL 90 de
3,69 X 10, Na mesma andlise realizada com os dados
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Fig. 1. Percentual de ecloséo e sobrevivéncia de larvas de Boophilus
micropius infectadas com diferentes concentragdes dos isolados
986 e 747 do fungo Beauvetia bassiana.

reterentes ao percentual de mortalidade das larvas tratadas
com o isolado 986, verificou-se uma CL 50 de 6,83 X 14°
conidios/mi e a CL 90 de 5,85 X 10%, enquanto para as tratadas
com a1solade 747 verificou-se uma CL 50 de 1,01 X 107 conidios/
mieCL90de 1,15 X 17,

O percentual médio de eclosdo das larvas foi1 inferior ao
observado nos grupos controle. Nos trabalhos de DAVLY ef
alii (1980) e BITTENCOURT et afii (1990) toram observados
resultados semelhantes aos obtidos no grupo controle deste
experimento, utilizando temperatura ¢ umidade relativa
semethantes. No presente trabalho, os grupos tratados com o
ssolado 986 apresentaram CL 50 inferior ao isolado 747, apesar
desta diferenca ndo ser signiticativa., A nivel de 5%. Os grupos
tratados apresentaram um percentual de eclosao inversamente
proporcional a concentragio de conidios/ml, isto €, 4 medida
qite eleva-se a concentragdo da suspensio ocorre uma
diminuigdo do percentual de eclosdo das larvas em ovos
tralados,

BOYCEV & RIZVANOV (1960) obtiveram um percentual
de eclosao de 6.5% nos grupos de ovos de Lricinus tratados
com B.oinerea. GORSKOVA (1966) tambem observou um
percentual de eclosdo muito baixo quando tratou [ ricinus
com O hassiana. mostrando que a atuagde dos dois
microorganmismos no percentual de eclosio ¢ semelhante,
apesar destes autores ndo terem quantificado as suspensdes
ulithzadas. Vinas espécies de [ungos isolados de ovos, larvas,
ninfas ¢ aduitos de oito espécies de carrapatos também foram
listadas por LIPA (1971), que demonstrou que os fungos
estudados [oram infectantes para todos os estagios dos
carrapatos. GORSKOVA (1966) também cstudou a
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Tabela 1. Pericdol médio de Incubagido e de Eclosdo de larvas,
ohservades nos ovos de Beoophilus microplus tratadas com
diferentes concentracdes de dois isolados de Beauveria bassiana
{Temperatura 27°C, Umidade relativa 80% e fotoperiodo de 14/10
hs).

Isolado 986a® Isclade 74767

Concentragao Incubagao Eclosao Incubagao Eclosao
413 X 10¢ 280a 9.67 a 3067a 867a
8,27 X 107 2733 a 867 b 2867a 80b
6,67 X 108 270b 8.0 be 28,33b 7,67 be
4,17 X 108 2367 ¢ 8.0 be 2433c 70bc
8,67 X 10¢ 2233 c 7.67 cd 230¢c 6,33 cd
Controle 21,33 d 567 d 220d 533d

' Pericdo em dias.

? Médias seguidas da mesma letra. em uma mesma coluna, nae diferem entre
si, pele Teste de Tukey, a 9% de prababilidade.

mortalidade de larvas de [ ricinus infectadas com o {ungo 8.
bassiana, porém este autor ndo quantificou a infecgio ¢ obleve
uma mortalidade variavel entre 86% a 100%, dependendo do
isolado utlizado. Resultados similares aos citados acima toram
obtidos neste trabalho com ambos 1solados de B. bassiana.
Qs periodos médios de incubagio ¢ o de cclosio, em dias,
observados nos grupos de ovos tratados com os isolados
986 ¢ 0 747 de B. bassiana foram maiores que os observados
nos grupos controle (Tabela 1). O resultado do teste de Tukey
realizado nos dados da undlise fatorial mostrou que existe
diferenca significativa a nivel de 5% entre os dois solados,
entre as concentracOes, mas nfo apresenta significincia na
interacdo entre isolados ¢ concentragdes. No periodo de
incubagcdo dos ovos tratados com ambos isolados, as
concentraghes 10* ¢ 107 apresentaram diferenga significativa
das demais concentragdes, e no periodo de eclosie dos ovas
tratados com ambos 1solados, a concentragao 10* apresentou
diferenca significativa das demais concentracoes (Tabela 1).
BOYCEV & RIZVANQOV (1960} obtiveram um aumento do
periodo de incubagio apds o tratamento de 7. ricimis com 8.
bassiana, com 0 grupo controle apresentando um periodo de
27 dias, enquanto os grupos tratados, apresentaram um periodo
de 40 dias. GORSKOVA (1966) verificou que o tratamento
deste mesmo carrapato com trés tungos distintes também
resultou na ampliagdo do periodo de incubagao, concordando
cam BOYCLEV & RIZVANOV (1960} e o presente trabalho. Da
mesma forma que ocorre com o periodo de incubagdo, o
periodo de eclosio sofre um aumento que é diretamente
proporcional ao aumento da concentragio de conidios/ml. Os
resultados obtidos nos grupos controle loram semelhantes
aos obtidos por DAVEY ef alii. (1990) e BITTENCOURT et
alii. (1990).
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Assim, pode-se concluir que os isolados tratados de B,
bassiana loram patogénicos para ovos e larvas de B.
microplus, sendo este patdgeno, inimigo natural de
importincia potencial para ser usado no controle microbiano

desta praga.

SUMMARY

The purpose of this study was to confirm the in vitro
patogenicity of the fungus Beauveria bassiana to the eggs
and larvae of Beophilus microplus, to observe the damage
made to eggs and to calculate the lethal concentration (LC) 50
and 90 to both stages. Five suspensions with different spore
concentrations (10°, 10°,10% /107 and 16*/ml ), were prepared
betore the trial by counts in a Neubauer’s chamber. The
percentage hatching observed in the treated groups with
two isolates of fungus was much smaller than that observed
n the controls. Hatching was 93.3% in the controls, while in
the treated groups it ranged from 20% to 86.6%, depending
apon the isolate and fungus concentration. In larval
bioassays, the mortality in the control groups varied from
139% o 16.5%, while in the treated groups it ranged from
18.5% to 88%,. Probit analysis of data from the hatching of
eggs treated with the 986 isolate showed a LC 50 of 2,46 x 107
conidia/ml. Isolated 747 showed a LC 50 02,49 x 107 conidia/
mil. Data from the mortality of larvae treated with isolated 986
showed a 1.C 50 of 6,83 x 107 conidia/ml and with the isolated
747 itwas 1,00 x 107 conidia/ml.

KEY-WORDS: Boophifus microplus. Beauveria bassiana,
entomopathogenic fungus, microbial control.
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