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Resumo: Em funcdo do desenvolvimento de resisténcia aos diversos quimioterapicos existentes, o controle
biolégico vem sendo uma alternativa promissora no controle do Boophilus microplus. Neste trabalho foi avaliada
a acdo patogénica de Sporothrix insectorum e de Paecilomyces fumosoroseus nas diferentes fases do ciclo de
vida do Boophilus microplus. Para isso, os fungos em estudo foram cultivados em meio de cultura apropriado,
obtendo-se a suspensdo estoque, a partir da qual foram preparadas suspensdes nas concentracbes de 10°,
10¢, 107, 108, 10° conidios/mL para ambos os fungos. Os ovos e as larvas foram tratados por aspersao, e as
partendginas foram imersas nas diferentes suspensfes de conidios. A patogenicidade dos fungos foi avaliada
pela “performance reprodutiva” das carrapatas. O delineamento experimental foi realizado com cinco repeti¢des
para cada grupo de tratamento, nas diferentes concentragdes fungicas. Os fungos S. insectorum e P. fumosoroseus
reduziram em 50,19% e 49,34%, respectivamente, a postura das partendginas, quando utilizados na concentracdo
de 108 conidios/mL. Em relagéo a eficacia, tais fungos alcancaram os valores de 82,99% e 82,93% na concentracdo
de 108 conidios/mL e na de 10° conidios/mL, respectivamente. Sobre ovos de B. microplus, a atividade de P.
fumosoroseus foi superior a de S. insectorum, reduzindo a eclodibilidade em 79,04% na concentracdo de 10°
conidios/mL. S. insectorum reduziu tal parametro em apenas 37,92%, na concentragdo de 107 conidios/mL. No
tratamento das larvas, os fungos avaliados néo diferiram significativamente (P<0,05) quanto a mortalidade das
mesmas. As elétron-micrografias de varreduras, dos diferentes instares do B. microplus, evidenciam o poder
predador dos fungos S. insectorum e P. fumosoroseus. Em face dos resultados obtidos, pode-se inferir que S.
insectorum e P. fumosoroseus apresentaram acdo deletéria sobre partendginas de B. microplus in vitro, o que
reforca a possibilidade do eventual emprego, desses fungos, no biocontrole desse importante acaro.
Palavras-chave: Boophilus microplus, Sporothrix insectorum, Paecilomyces fumosoroseus, controle biolégico.

Abstract: In function of the development resistance to the several existent quimiotherapics, biological control has being
a promising alternative to the control of Boophilus microplus. In this work, the pathogenic action of Sporothrix insectorum
and Paecilomyces fumosoroseus in the different stages of life cycle of Boophilus microplus was evaluated. The fungis in
study were cultivated in appropriate culture medium and suspensions in the concentrations of 10% 10°, 107, 108, 10°
conidia/mL for both fungis were prepared, starling from stock suspension. The eggs and the larvaes were treated by
spray, and the engorged tick were immersed in the different conidia suspensions. The pathogenicity of the fungis were
appraised for the reproductive performance of the ticks. The experimental was accomplished with five repetitions for
each treatment group, in the different fungal concentrations. The fungis S. insectorum and P. fumosoroseus reduced in
50,19% and 49,34%, respectively, the posture of the infected engorged female ticks, in the concentration 108 conidia/mL.
In relation to effectiveness, the fungis S. insectorum and P. fumosoroseus, they reached the values 82,99%, in the
concentration 108 conidia/mL, and 82,93% in the concentration 10° conidia/mL, for the respective fungis. In the eggs
treatment with the S. insectorum and P. fumosoroseus, the fungi P. fumosoroseus presented a superiority with reduction
of eclodibility in 79,04%, in the concentration 10° conidia/mL, while the S. insectorum, reduced in only 37,92%, in the
concentration 107 conidia/mL. In the larvas treatment there were not significant differences in the larva mortality in both
fungi. The electronic microscopy, in different stage of life of the B. microplus, showed the power predatory of the fungi S.
insectorum and P. fumosoroseus. With these results, it can be inferred that S. insectorum and P. fumosoroseus presented
deleterious action on engorged female of B. microplus in vitro, what reinforces your possibility eventual control of this
important tick.
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1 Introdugao

No Brasil, segundo Horn (1983), os prejuizos causa-
dos pelo Boophilus microplus atingem anualmente a
cifra de um bilhdo de ddlares. Entre os fatores responsa-
veis por essas perdas destacam-se: desvalorizacédo do
couro pelo ataque direto do parasito, desgaste dos
animais pelo hematofagismo a que sdo submetidos,
irritacdo no local da picada, estresse pelo manejo
imprimido aos animais para o controle do parasito,
mortalidade de aproximadamente 1,2% do rebanho em
virtude de intoxica¢c8es com antiparasitarios, acidentes
nos banheiros utilizados para o tratamento, redugéo da
taxa de natalidade, alto custo de aquisi¢éo dos quimiote-
rapicos, construcéo e manutencgdo de instalagdes, gastos
com mao-de-obra, e principalmente transmisséo dos
agentes da Tristeza Parasitaria Bovina (PENNA,1990;
VERRISSIMO, 1990).

O uso de produtos carrapaticidas é largamente
difundido e empregado ha anos, sendo considerado o
principal método de controle dos carrapatos. Contudo,
essa ampla utilizacéo tem gerado a selecdo de cepas
resistentes, paralelamente ao aumento gradativo de
custos quando aplicados isoladamente (DRUMOND,
1970, apud BARROS e EVANS, 1989).

O controle biolgico tem se apresentado como uma
alternativa promissora no controle de parasitos. Alguns
fungos tém sido objeto de pesquisas para o controle
alternativo de B. microplus. Rocha (1984) descreveu
vérias espécies de invertebrados que participam ativa-
mente no controle da fase de vida livre de B. microplus.

Alves et al. (1993) verificaram que o Metarhizium
anisopliae, nas doses 10°¢ e 107 conidios/mL, impediu a
ecloséo total de ovos de B. microplus. Embora tam-
bém patogénica para ovos desse acaro, a Beauveria
bassiana mostrou eficacia anti-embriogénica inferior o
M. anisopliae. Porém, tais fungos foram avaliados
apenas contra ovos de B. microplus.

O Sporothrix insectorum e o Paecilomyces
fumosoroseus tém demonstrado efeitos satisfatorios
guando utilizados na agricultura. Ordonez e David (1993)
verificaram que o Sporothrix insectorum reduz acentuada-
mente ainfestacdo pelo percevejo Leptopharsa heveae em
seringueiras (Hevea brasiliensis). Ainda, o P. lilacinus,
atuando em ovos de Meloidogyne arenaria, provocou
uma diminuicdo do niumero deste parasito do solo, em
estudo conduzido por Carlie e Watkinson (1994).

O Paecilomyces lilacinus, como parasito de ovos
de nematdides do género Meloidogyne, é considerado
bom agente de controle biolégico. Giraldo e Leguizamom
(1996) também estudaram o efeito de Paecilomyces
spp. no controle de ovos de Meloidogyne spp. em raizes
de diversas espécies de plantas cucurbitaceas. Os
autores observaram que, apés 100 dias, ocorreu uma
reducéo significativa da porcentagem de infeccéo das
raizes das referidas plantas pelo nematoide.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade anti-ixodidica dos fungos Sporothrix insectorum

56

e Paecilomyces fumosoroseus, em experimentos in
vitro e por microscopia eletrénica de varredura, sobre
as diferentes fases hiolégicas de Boophilus microplus
(partenoginas, ovos e larvas).

2 Material e Métodos
2.1 Multiplicagao e obtengao do inéculo

Placas de Petri (BDA), contendo os S. insectorum
e P. fumosoroseus, ap6s 10 a 12 dias do cultivo, recebe-
ram, a temperatura ambiente, 5,0 mL de agua destilada
esterilizada. Com auxilio de uma al¢a de Drigalsky, os
esporos foram removidos, sendo as suspensoes transfe-
ridas para Erlenmeyers esterilizados com capacidade
de 250 mL, os quais foram estocados em geladeira a
4°C. A partir dessas suspensoes estoque, foram prepa-
radas suspensdes de esporos em agua destilada e
esterilizada, mais o espalhante Tween 80 (1g/1L de
agua), nas concentracdes de 10%, 10°, 107, 10%e 10°
conidios/mL.

2.2 Obtengao e axenizagao de partenoginas,
de ovos e de larvas de B. microplus

Os exemplares de B. microplus foram obtidos de
animais naturalmente infestados. Parte das fémeas
ingurgitadas, colhidas e selecionadas ap6s minucioso
exame morfolégico, foi empregada nos bioensaios in
vitro e parte utilizada na manutencéo da col6nia de B.
microplus. As fémeas selecionadas foram axenizadas
externamente, mergulhando-as em uma solugéo de
hipoclorito de sédio a 0,5% por um minuto. Em seguida,
foram transferidas para uma solucéo de tiossulfato de
sédio a 1%, por 30 segundos, e lavadas por trés vezes
consecutivas em agua destilada esterilizada. Os exem-
plares colhidos e axenizados foram mantidos em placas
apropriadas, em cAmara climatizada (BOD), a tempera-
tura de 27°C, umidade relativa superior a 80% e foto-
periodo de 16 horas.

ApOs oviposigdo das carrapatas, 0os ovos foram
pesados e distribuidos em placas de Petri, contendo
agar-agua a 2%, e previamente identificadas (0,05g de
ovos por placa). Para obtencéo de larvas, 0,05g de ovos
foram colocados em seringas esterilizadas adaptadas.

2.3 Delineamento experimental

Os testes foram realizados em duas etapas, com
delineamento inteiramente casualizado, idénticos, para
evitar contaminagéo cruzada entre os dois fungos. Em
cada teste foram empregados cinco grupos tratamentos
(concentrag@es fungicas de 10° 10°, 107, 10%e 10°
conidios/mL), mais o grupo-controle, tratado apenas com
o veiculo das suspensfes (agua e uma gota de
espalhante) e cinco repeticdes cada.

2.4 Bioensaio - partendginas

As fémeas ingurgitadas pertencentes as cinco
repeticdes de cada tratamento (10 carrapatas por repe-
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ticdo), foram banhadas, por imersdo, com 10 mL de
cada suspensao (S. insectorum ou P. fumosoroseus),
durante cinco minutos. Em seguida, as carrapatas foram
transferidas e fixadas individualmente em placas de
Petri. Essas placas foram colocadas em condictes
favoraveis para o desenvolvimento do parasito e do
patdgeno em estufa tipo BOD, 27°C, umidade superior
a 80% e fotoperiodo de 16 horas, por um periodo de 20
dias.

2.5 Bioensaio - ovos

Os ovos utilizados nos testes foram colhidos de
fémeas axenizadas que ovipuseram em condi¢des
assepticas. A seguir, foram transferidos para placas de
Petri, onde cada tratamento com cinco repeti¢cdes foram
tratados com duas gotas de suspenséo de esporos de
S. insectorum elou P. fumosoroseus (conta-gotas), nas
diferentes concentracdes utilizadas e acondicionados
em camara climatizada como descrito no item anterior.

2.6 Bioensaio — larvas

As larvas empregadas nos ensaios, provenientes de
ovos das fémeas axenizadas, foram colocadas em serin-
gas esterilizadas até eclosdo. Em seguida, aliquotas
de larvas vivas e ativas foram transferidas para envelopes
confeccionados com papel de filtro, os quais foram
selados por grampos. Foram adicionadas aos mesmos
duas gotas de suspensao das diferentes concentracdes
de S. insectorum elou P. fumosoroseus, sendo cada
concentracdo acondicionada em placa de Petri e incuba-
das como descrito no item anterior. Os envelopes foram
abertos cinco dias apds o tratamento, tempo necessario
a acdo do fungo (ALVES et al., 1998).

A patogenicidade e reisolamento de S. insectorum
e P. fumosoroseus, nos diferentes instares do B.
microplus, ap6s 25 dias do tratamento com as suspen-
s@es fangicas foram avaliados e comparados com as
culturas originais, segundo coloracdo e morfologia da
colénia.

2.7 Estudo ao microscopio eletrénico de
varredura sobre o modo de agao de S.
insectorum e P. fumosoroseus e mecanismo
de parasitismo dos fungos sobre os
diferentes instares do B. microplus

Os ovos, as larvas e as partendginas de B.
microplus, ap0s os respectivos periodos de incubacéo,
foram examinados quanto a colonizagédo pelos fungos.
Os espécimens que se apresentaram parasitados foram
fixados em glutaraldeido a 3% em tampéo de fosfato
de potéssio a 0,05 M, pH 7,4 por 72 horas. Em seguida,
foram lavados na solug&o tamp&o pura, por seis vezes
consecutivas, com intervalo de 15 minutos e fixados
em tetroxido de dsmio a 2%, no mesmo tampé&o. A
seguir, foram novamente lavados, desidratados em uma
série gradual de acetona, secos em secador de ponto
critico, montados em suportes, recobertos com 35 nm
de ouro e elétron-micrografados em microscopio
eletrénico de varredura JEOL JSM 5410, operando em
15 kV (MAIA e SANTOS, 1997).

2.8 Parametros Ixodolégicos

Para a avaliagédo dos parametros ixodoldgicos, nos
bioensaios com partendginas, foi utilizada a equagao
(GONZALES et al., 1993):

% Reducédo de

Peso médio da massa de
- ovos do grupo controle

Peso médio da massa de
ovos do grupo tratado

X 100

oviposicao =
total

Peso médio da massa de ovos do grupo controle

Os percentuais de ecloséo foram calculados por
meio da contagem de cascas e ovos, oriundos de
partendginas e de ovos tratados, colhidas de todos os
grupos e repeticdes experimentais.

A avaliag¢do dareducéo do percentual de eclodibili-
dade dos ovos, submetidos ao S. insectorum e P.
fumosoroseus, foi calculada da seguinte forma:

% Percentual =

Média da eclodibilidade
do grupo de controle

Média da eclodibilidade
do grupo tratado

X 100

Eclodibilidade

Média da eclodibilidade do grupo controle
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A metodologia adotada para calculo das percenta-
gens de eficacia reprodutiva e de controle (eficacia) foi

a estabelecida por Drummond et al. (1973), por meio
das seguintes variaveis:

% Estimativa de

Peso dos ovos (g)

X % Eclosdo x 20000

Reproducéo(ER)

% de Controle ou de eficacia -

Peso das fémeas (g)

ER controle — ER tratado x 100

ER controle

A mortalidade das larvas foi determinada a partir de
exame através de estereoscopio e contato com estilete.

Os dados ixodoldgicos foram avaliados pelo procedi-
mento ANOVA (SAS, 1998) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey.

3 Resultados e Discussao

Os resultados de reducao de postura (Tabela 1) de-
monstraram que os fungos utilizados (S. insectorum e
P, fumosoroseus) promoveram uma substancial reducéo
na postura das partenoginas (50,19% e 49,34%, respec-
tivamente), principalmente na concentracéo 102 conidios/
mL. Esses dados assemelham-se aos encontrados por
Bittencourt (1992) que, testando Metarhizium anisoplae
e Beauveria basiana (108 conidios/mL) em ovos, larvas
e fémeas ingurgitadas de B. microplus, observou elevada
mortalidade em todos os estagios evolutivos.

Quando analisados estatisticamente, observou-se
o efeito deletério dos fungos entomopatogénicos S.
insectorum e P. fumosoroseus sobre a eclodibilidade
dos ovos dos grupos das partendginas tratadas e respec-
tivos percentuais de eficacia (P<0,05). A concentracéo
de 10®conidios/mL foi melhor para o fungo S. insectorum,
apresentando 82,99% de eficacia, enquanto que as
outras concentragdes (10°, 108, 107, 10° conidios/mL)

apresentaram eficacia de 27,93%, 17,14%, 50,26%,
68,44%, respectivamente. Esta acdo deletéria, do
referido fungo, pode ser visualizada na Figura 1A, onde
se observa uma completa colonizac¢ado da partendgina.

Para o fungo P. fumosoroseus, a melhor eficacia,
em partendginas, foi alcangada na concentracéo de 10°
conidios/mL, que apresentou valor de 82,93%, enquanto
que as concentracdes de 10°, 108, 107, 108 conidios/
mL apresentaram eficicia de 13,21%, 6,49%, 43,40%,
66,26%, respectivamente. A colonizagdo da partendgina,
pelo fungo, desencadeando uma leséo no tegumento,
pode ser verificada na Figura 1 B - seta.

Esses dados contrastam com os resultados de Barc
et al. (1999), para Metarhizium anisoplae, 0s quais
demonstraram que tal fungo apresentou 40% de efica-
cia sobre fémeas ingurgitadas de B. microplus, na con-
centragdo de 108 conidios/mL. Os autores concluem
que o referido fungo, na concentracéo empregada, foi
insuficiente no controle do ixodideo em questéo.

Os resultados de eclodibilidade e o percentual de
reducéo de eclodibilidade dos ovos tratados com sus-
pensdes do S. insectorum e P. fumosoroseus, nas
mesmas concentracdes, sdo bastante divergentes entre
si. O melhor percentual de reducéo de eclodibilidade
significativa (P<0,05) (79,04%) foi apresentado pelo P,

Tabela 1 — Eficacia dos fungos Sporothrix e Paecilomyces fumosoroseus sobre partendginas (Boophilus
microplus), percentagens de reducéo de eclodibilidade dos ovos tratados, percentagens de mortalidade de
larvas tratadas e suas respectivas comparag8es multiplas (teste de Tukey) das médias.

Tratamentos Eficacia (%)

Reducédo de Eclodibilidade (%)

Mortalidade das Larvas (% de Eficacia)

(conidios/mL) S. insectorum P. fumosoroseus

S. insectorum

P. fumosoroseus S. insectorum P. fumosoroseus

Controle - - -
10° 27,93% 13,21 10,12°
10° 17,14%° 6,43 20,62%"
10’ 50,26 43,4%° 37,92%°
10° 82,99° 66,26" 17,68%"
10° 68,44°° 82,93 25,08

37,5°"° 88,46" 38,46
79,04° 46,15 26,92
65,79 65,38 53,85
54,31°°¢ 61,54 84,62"
54,46"° 42,31 69,23

* As comparagdes multiplas da Eficacias sédo calculadas sobre redugcdo de postura e eclodibilidade dos ovos das partendginas

tratadas.

** Na comparagdes multiplas, todos os controles séo identificados por *

*** p< 0,05

“- valor estimado do namero de larvras oriunda de 1g de ovos de Boophilus microplus
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fumosoroseus na concentracdo de 106 conidios/mL. Nas
outras concentragfes (10°, 107, 108, 10°conidios/mL)
néo houve diferenca significativa (P>0,05) nos percen-
tuais de reducéo de eclodibilidade (37,50%, 65,79%,
54,36%, 54,46%). Na Figura 1 D observa-se ovo para-
sitado pelo fungo e alteragBes sobre a camada externa,
provavelmente causadas por enzimas.

O fungo S. insectorum apresentou melhor percentual
de reducao de eclodibilidade (37,92%), estatisticamente

S8H M

HZ.000 Larm

Bl8qea e

BlLB4a6aI BkU X1

significativa (P<0,05), na concentracdo de 107 conidios/
mL (Fig. 1 C), enquanto que nos outros tratamentos, 0s
resultados obtidos foram de 10,12%, 20,62%, 17,68%,
25,08%, para as respectivas concentraces de 105, 108,
108, 10°conidios/mL.

Em experimento conduzido por Fernadez et al.
(2001), néo foi encontrada diferenca estatistica sobre o
percentual de ecloséo de larvas de B. microplus oriundas
de ovos tratados com diferentes isolados de B.

1 & m

ail1a49

ISk m D147

Figura 1 — Elétron-micrografias de varredura: A) Regido labial da partendgina de Boophilus microplus predadas por Sporothrix
insectorum, colonizada pelo fungo. B) Partendgina de B. microplus.predado por Paecilomyces fumosoroseus, detalhe do tegumento
colonizado pelo fungo, com rupturas ("). C) Ovo de B. microplus predado por S. insectorum, rompimento da cuticula externa, e habitado
por hifas. D) Ovo de B. microplus predado por P. fumosoroseus, detalhe do ovo com rupturas na camada externa (hifas sob a camada).
E) Larva de B. microplus predado por S. insectorum, detalhe da hifas penetrando no interior da articulacéo (7) e conidios aderidos ao
trocanter (). F) Hifas e coniodios do fungo P. fumosoroseus colonizando a regiéo dorsal da larva de B. microplus.
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bassiana, comparado ao grupo controle. Os autores
apenas ressaltam que foi bastante inferior.

As larvas de B. microplus tratadas com suspensées
de conidios dos fungos S. insectorum e P. fumosoroseus,
ndo apresentaram diferencas estatisticas na mortalidade
(P>0,05), guando comparadas ao controle nas diferentes
concentracdes 10°, 10°%, 107, 108, 10° conidios/mL, de
ambos os fungos. Observa¢des mostraram que as larvas
tratadas apresentaram uma diminui¢do de movimentos
dos seus membros posteriores, ficando evidente sua
acédo prejudicial sobre a deambulacdo das referidas
larvas (Fig.1 E e 1F).

4 Conclusoes

Com base nos resultados apresentados nesta
pesquisa, pode-se inferir:

a) Sporothrix insectorum e Paecilomyces fumosoroseus
apresentaram acao deletéria sobre partendginas de
B. Microplus, in vitro.

b) S. insectorum apresentou 82,99% de eficacia no
controle das partenéginas, em suspenstes de 108
conidios/mL, enquanto P. fumosoroseus alcangou
82,93%, em suspensao de 10° conidios/mL.

c) P. fumosoroseus proporcionou uma maior reducao
da eclodibilidade de ovos de B. microplus (79,04%)
do que S. insectorum (37,92%), quando utilizadas
suspensodes de 106 conidios/mL e 107 conidios/mL,
respectivamente.

d) A eficacia dos fungos sobre larvas de B. microplus
foi de 84,62% e 88,46% (P. fumosoroseus e S.
insectorum) nas suspensodes de 108e 10° conidios/
mL, respectivamente.

e) A microscopia eletrénica de varredura ilustra a acdo
dos fungos S. insectorum e P. fumosoroseus sobre
os diferentes instares do B. microplus.

Portanto, com base nos resultados obtidos, pode-
se inferir que os fungos Sporothrix insectorum e
Paecilomyces fumosoroseus, apresentaram acao
deletéria in vitro sobre as diferentes fases do ciclo do
B. microplus. O emprego desses fungos como agentes
de biocontrole pode ser uma alternativa promissora no
combate deste importante acaro.
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