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RESUMO

Atualmente o método de maior interesse adotado para o controle de Boophilus
microplus, carrapato de um s6 hospedeiro que acarreta prejuizos globais de milhdes
de dolares anuais, baseia-se na utilizacdo de fungos entomopatogénicos, sendo
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana o0s mais utilizados. Este trabalho
avaliou a compatibilidade quimica dos carrapaticidas Cipermetrina High Cis técnica
100 (CHC) e Amitraz sobre M. anisopliae var. acridum. No ensaio quimico as
concentracgoes utilizadas foram: 0,20ug; 0,50ug; 1,00ug; 2,00ug; 5,00pg e 10,00ug.
Para cada tratamento foram utilizadas cinco repeticbes e um controle. Os parametros
analisados foram, a germinacdo de conidios, 0 crescimento linear, a esporulacdo e a
condicdo nuclear. Foi determinada, também a toxicidade. Os menores percentuais de
germinagéo, 49,50%, 58,07% e 51,06% foram observados nos tratamentos com
Amitraz nas concentragdes 0,20ug; 5,00pg e 10,00ug, respectivamente. O diametro
da colbnia foi afetado no terceiro dia de cultivo (66,67%) na concentracdo de 0,50ug
de CHC. O carrapaticida Amitraz no sexto dia de cultivo na concentracao de 10,00ug
promoveu um menor percentual de esporulagdo (33,35%). M. anisopliae var.
acridum ndo apresentou alteragbes citologicas quando crescido em meio com
carrapaticidas. A toxicidade obtida de 46,98% no sexto dia de cultivo, segundo a
metodologia utilizada determinou que o produto Amitraz na concentracédo de 10,00ug
€ moderadamente txico para este fungo. Os resultados obtidos contribuirdo para um
emprego futuro do controle integrado do B. microplus utilizando-se carrapaticidas

guimicos e fungos entomopatogénicos.



ABSTRACT

Now the method of larger interest adopted for the control of Boophilus microplus, tick
of only one host that carts global damages of million of annual dollars, with bases on
the use of entomopathogenic fungi, being Metarhizium anisopliae and Beauveria
bassiana the more used. This work evaluated the chemical compatibility of the
acaricids Cipermetrina High Cis technical 100 (CHC) and Amitraz with M. anisopliae
var. acridum. In the chemical bioassays the concentrations used were: 0,20ugQ;
0,50ug; 1,00ug; 2,00ug; 5,00ug and 10,00ug with five repetitions per treatment and a
control. The analyzed parameters were, the conidial germination, the lineal growth,
the esporulation and the nuclear condition. It was observed too, a the toxicity. The
smallests percentage of germination, 49,50%, 58,07% and 51,06% were observed in
the treatments with Amitraz in the concentrations 0,20ug; 5,00ug and 10,00ug,
respectively. The diameter of the colony was affected in the third day the of culture
(66,67%) in the concentration of 0,50ug of CHC. The acaricid Amitraz in the sixth day
the of culture in the concentration of 10,00ug promoted a percentage minor of
esporulation (33,35%). M. anisopliae var. acridum didn't present alterations
cytological when grown in middle with acaricids. The toxicity of 46,98% in the sixth
day the of culture, according to the used methodology determined that the product
Amitraz in the concentration of 10,00ug is moderately toxic to M. anisopliae var.
acridum. The results obted contribute to a future use of the integrated control of B.

microplus used chemical acaricids and entomopathogenic fungi.



1. INTRODUCAO

Os fungos foram os primeiros patdégenos de insetos a serem utilizados no
controle microbiano. Aproximadamente 80% das doencas tém como agentes
etioldgicos estes organismos, 0s quais pertencem a cerca de 90 géneros e mais de
700 espécies. A maioria dos géneros ja relatados, ocorrem no Brasil e mais de 20
incidem sobre pragas de importancia econbmica. As enzootias e epizootias
registradas, tém sido, aqui e em outros paises, um fator importante na reducao da
populacao de pragas (ALVES, 1998).

A grande variabilidade genética desses entomopatégenos pode ser
considerada uma das suas principais vantagens no controle microbiano de insetos.
Através de testes de patogenicidade € possivel selecionar linhagens de fungos
altamente virulentos, especificos ou ndo, com caracteristicas adequadas para serem
utilizados como inseticidas microbianos, visando o controle de grande numero de
pragas das culturas econémicas (ALVES, 1998; AZEVEDO, 1998).

Os carrapatos sédo considerados 0s mais importantes e eficientes vetores de
doencas no mundo (HOOGSTRAAL, 1985). O maior prejuizo, causado pelos
carrapatos, deve-se a sua habilidade em transmitir protozooses, riquetisioses e
viroses. Mas, apesar do progresso alcancado pelos programas de controle de
artropodes em décadas anteriores, através de agentes quimicos, estes ainda
representam na atualidade um risco constante e grave para a populacdo mundial,
seja a humana, ou a animal, sendo fundamental o conhecimento da inter-relacéo
“artropode - agente patogénico - hospedeiro” dentro do ambiente total para se pensar
em controle efetivamente viavel (OMS, 1980; WAHARTON, 1983). No Brasil esse
controle é exclusivamente voltado para o Boophilus microplus, carrapato de um sé
hospedeiro, que no entanto, acarreta prejuizos globais no valor de US$
967.886.184.00 (HORN, 1985).



O homem desenvolveu véarios métodos para o controle do carrapato (KHALAF-
ALLAH, 1999), no entanto, nem todos foram capazes de resolver o problema
(FRISCH, 1999), para cuja solugcéo imediatista sempre fora o uso de substancias
guimicas acaricidas; porém, essas drogas determinaram, em diferentes épocas, 0
aparecimento de cepas de carrapatos resistentes a elas, além de determinarem a
permanéncia de residuos em produtos de origem animal e no meio ambiente
(FARIAS,1999). Consequentemente o controle das populacdes de artropodes deve
ser realizado, com o propésito de sua reducdo, respeitando a integridade do
ecossistema (MONTEIRO et al.,, 1998a) e para isto, vem se efetivando o controle
biologico como medida alternativa e promissora (SAMISH & REHACEK, 1999).
Varios pesquisadores tém se dedicado ao estudo de infeccOes experimentais de
carrapatos com bactérias e fungos (ATHAYDE et al., 1999a,b; BITTENCOURT et al.,
1999) e, mais especificamente, usando o Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana (ATHAYDE et al., 2001).

A utilizacdo de patdgenos associados & subdosagens de inseticidas quimicos
€ uma pratica que tem sido usada experimentalmente. A finalidade do emprego do
inseticida quimico é provocar um estresse no inseto para torna-lo mais sensivel ao
patégeno (ALVES, 1998).

Dentre os métodos utilizados para o controle de carrapatos encontra-se 0
controle integrado, no entanto, necessita-se de informacdes acerca da
compatibilidade do uso associado do método quimico e aos dados bioldgicos
através da utilizacdo de fungos. O presente trabalho avaliou a compatibilidade
guimica entre os carrapaticidas e o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

var. acridum.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Controle de Carrapatos

Os carrapatos pertencem a Classe Arachnida, Ordem Acarina, Subordem
Metastigmata, Superfamilia Ixodoidea e Familia Ixodidae (CORDOVES, 1997). S&o
0s mais importantes e eficientes vetores de doenca no mundo (GONZALES, 1975). A
sua classificacdo é bastante controvertida, sendo que além das caracteristicas
morfologicas, a especificidade ao hospedeiro tem caracterizado pelo menos 700 das
800 espécies de ixodideos existentes (HOOGSTRAAL, 1985). Causam paralisia
através de secrecdes toxicas das glandulas salivares e podem transmitir virus,
rickettisias, bactérias e protozoarios (FAUST & JUNG, 1975).

As fémeas precisam de 15 a 20 dias para se engurgitarem de sangue, assim
como de uma grande quantidade do mesmo, ou seja, cada fémea suga em média de
dois a trés microlitros de sangue do animal, alimentam-se apenas uma vez,
produzem grandes massas de ovos e morrem (RAMIREZ, 1982). O ciclo de vida do
carrapato € composto de uma fase de vida livre e de uma fase parasitaria,
necessitando ambas as fases de uma temperatura de 27° C e umidade relativa do ar
acima de 70%. No meio ambiente, o ciclo biologico dos carrapatos é regulado pelas
estacdes do ano. O B. microplus, produz aproximadamente trés a quatro geracoes
por ano (WHARTON & UTECH, 1969).

Para o controle de carrapatos, utiliza-se usualmente produtos quimicos, 0s
qguais entre outros prejuizos elevam o custo de producdo (FRISCH,1999; VAZ
JUNIOR et al.,, 2000; JONSSON et al.,, 2000) cujas cifras giram em torno de
aproximadamente 1 bilhdo de ddélares por ano(HORN,1987) na pecuaria sul-
americana. Dentre o0s produtos utlizados se incluem derivados Arsénicos,
Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos, Amidinas, Piretréides Sintéticos e

Avermectinas. Devido as dificuldades de uso destes produtos, os carrapatos tém



desenvolvido resisténcia aos diferentes principios ativos (DE CASTRO & NEWSON,
1993; KAY & KEMP,1994; BAXTER et al., 1999).

Técnicas ‘in vitro” e ‘in vivo” sdo realizadas para demonstrar a resisténcia dos
carrapaticidas Organofosforados desenvolvida pela cepa (R4) de B. microplus
(STONE et al, 1984) podendo ser controlada no campo com o0 uso dos
carrapaticidas Diazinon e Ethyl Pirimiphos.Neste sentido LUGURU et al. (1984)
observaram que alguns carrapatos da Zambia apresentaram suscetibilidade aos
carrapaticidas Dieldrin, Dioxathion, Dimethoate e Chlorfenvinphos, para este estudo
foram utilizadas larvas de duas a trés semanas das espécies de Amblyomma
variegatum, B. decoloratus, B. microplus, Rhipicephalus appendiculatus, R.evertsi
evertsi e R. pravus; concluindo que algumas cepas de B. decoloratus e R.
appendiculatus foram resistentes a Dieldrin, Dioxathion e Dimethoate, que R.evertsi
evertsi foi resistente a Dieldrin e Diexathione, e ainda que, uma cepa simples do
carrapato R. pravus foi resistente ao Dioxathion e uma das quatro cepas de A.

variegatum ao Dieldrin.

O problema continua e novas estratégias para resolvé-lo foram adotadas por
BEUGNET et al. (1994) quando estudaram a resisténcia desenvolvida por cepas de
Boophilus microplus contra varios carrapaticidas, em Nova Caledbnia, na Franca e
propuseram uma estratégia moderada baseada na rotacdo de carrapaticidas e
limitacdo de tratamento para o controle desta espécie, que podera vir a ser integrado
com uso classico de produtos quimicos, a vacinagdo, medidas agronbémicas e

biolégicas.

Os predadores naturais do B. microplus sdo as formigas, as aranhas,
(ROCHA, 1984; MATTHEWSON, 1984), os passaros, do género Buphagus,
(MWANGI et al.,1991), as galinhas domeésticas (HASSAN et al., 1991) e parasitéides
(MWANGI et al.,1991), mas por dependerem do sangue dos animais dificiimente
serdo usados como controle dessa praga. O controle microbiano nas ultimas

décadas tem se intensificado, principalmente na area agricola, devido aos sérios



danos que os inseticidas quimicos tém causado no ecossistema (ALVES, 1998a). O
controle biologico de artrépodes por fungos de ocorréncia natural € um importante
fator regulador das populacdes dos mesmos (BELLOWS, 2001). A vantagem do uso
de agentes entomopatogénicos sobre os pesticidas quimicos, reside na eficacia, no
custo, na seguranca ao homem e aos outros organismos, na reducdo de residuos
guimicos nos alimentos e no meio ambiente, na preservagdo dos inimigos naturais e

no aumento da biodiversidade no ecossistema (LACEY et al., 2001).

A mortalidade de Ixodes ricinus foi observada por SAMSINAKOVA (1957)
guando avaliou a infec¢ao natural por Beauveria bassiana. A mortalidade de col6nias
de carrapatos em laboratorio por fungos também foi estudada por BOYCEV &
RIZVANOV (1960) e por LIPA (1971) que isolou 15 fungos encontrados em ovos e
larvas de carrapatos, o mesmo autor observou que Aspergillus fumigatus foi
patogénico & teledginas de Hyalomma scupense e Dermacentor marginatus,
determinando a mortalidade no inicio ou no final da postura. Infeccdo natural foi
observada em Rhipicephalus sanguineus por fungos (ESTRADA-PENA et al., 1990),
registrada através de estudos histolégicos, que a colonizacdo do carrapato foi
realizada via anus, intestino e tubos de Malpighi, consequentemente impediu a

oviposic¢ao, provocando a morte destes carrapatos e posterior mumificagao.

A ocorréncia de fungos entomopatogénicos sobre |I. ricinus, foi demonstrada
por KALSBEEK et al. (1995), os mesmos constataram que Paecilomyces farinosus e
Verticillium lecanii foram as espécies mais dominantes, sendo registradas também,
as espécies B. bassiana, B. brongniartii, e V. aranearum. Quanto a estacdo do ano,
uma proporcdo elevada de carrapatos coletados no outono estavam infectados.
ZHIOUA et al. (1999) isolaram dois fungos de fémeas de |. scapularis coletadas do
campo e identificaram estes isolados como V. lecanii e Verticillium sp., determinando

uma prevaléncia de 4.3%.

A mortalidade e a reducdo na oviposicao de fémeas de B. microplus
infectadas com M. anisopliae foi observada por MONTEIRO et al. (1998b). Ja



FRAZZON et al. (2000) analisaram 12 isolados de M.anisopliae e determinaram a
patogenicidade do isolado E6S1 para o B. microplus e concluiram que os isolados
apOs passagem em carrapatos infectados experimentalmente sdo mais patogénicos,

portanto, mais viaveis para seu emprego e controle biolégico desse carrapato.

A patogenicidade de B. bassiana e de M. anisopliae sobre teledginas de R.
sanguineus de cdes domiciliados do Semi-arido Paraibano, foi estudada in vitro por
ATHAYDE et al. (1999a;b) que evidenciaram principalmente, a reducéo do peso da
massa de ovos, a diminuicdo no periodo de postura, a diminuicdo no percentual de
eclosdo, a mortalidade larval entre 70% e 80% e o percentual de controle, em

relacdo ao grupo tratado de 79,43% para M. anisopliae e 99,99% para B. bassiana.

N&do ha duvida que o método de controle de carrapatos, que mais tem
interesse biolégico, na atualidade, é o uso de fungos (KAAYA & HASSAN, 2000;
BITTENCOURT, 2000), por produzirem uma grande quantidade de esporos viaveis,

dentre outros fatores.

2.2. Metarhizium anisopliae var. acridum DRIVER; MILNER & TRUEMAN

2.2.1. Aspectos da Taxonomia e da Biologia

As espécies de fungos de maior interesse, que causam doencas nos insetos,
pertencia a subdivisdo Deuteromycotina, mais especificamente a classe
Hyphomycetes (KENDRICK, 1981; ROBERTS & HUMBER, 1981). As espécies mais
comuns estdo nos géneros: Metarhizium, Beauveria, Nomurae, Hirsutella,
Paecilomyces, Verticillilum entre outros CUNA-ALVES LIMA, 1989). Metarhizium
flavoviride = GAMS & ROZSYPAL se enquadrava nas categorias taxondmicas
seguintes:  Amastigomycota, Deuteromycotina, Hyphomycetes, Moniliales e
Moniliaceae (ALEXOPOULOS & MIMS, 1979). Atualmente essa classificacdo
artificial caiu em desuso e esses fungos apresentam durante o seu desenvolvimento

apenas o ciclo assexual, sendo modernamente chamados de anamorfos.



O género Metarhizium Sorokin,segundo TULLOCH (1976) comporta duas
espécies: M. flavoviride e M. anisopliae, esta ultima com duas variedades, as quais
foram separadas pelo tamanho dos conidios; sendo, M. anisoplie var. anisopliae, que
apresenta conidios curtos que variam de 3,5 a 9,0 um e M. anisopliae var. majus
com conidios longos variando de 9,0 a 18,0 um (VON ARX, 1981). Com o dominio
das técnicas enziméticas avancadas e da biologia molecular, tornou-se possivel o
estudo das caracteristicas bioquimicas e moleculares, para auxiliar na taxonomia
com base também, nas caracteristicas morfoldgicas, de maneira que, este género
consta de trés espécies, M. anisopliae, M. flavoviride e M. album (RAKOTONIRAINY
etal. 1994).

Novos métodos desenvolvidos para compreender a biologia desses fungos
(INGLIS et al. 1999) demonstraram através da analise de PCR (AP-PCR/RAPD) que
existe apenas uma pequena variacado genética entre os isolados de M. flavoviride. No
mesmo estudo apenas a ndo ambiguidade de telomeric fingerprinting diferenciou
algumas linhagens deste fungo, de linhagens da Africa e da Australia. Esta técnica
estimou uma similaridade menor que 50% de DNA telomérico entre linhagens
distintas, definindo que este locus é efetivamente mutavel nesta espécie. Ja DRIVER
et al. (2000) através de técnicas moleculares de sequenciamento das regides ITS e
28S rDNA D3 e do RAPD, confirmaram as trés espécies para o género, ressaltando
a predominancia do M. anisopliae, no entanto foram reconhecidos quatro
agrupamentos, dois compostos por M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var.
majus e outros dois que foram descritos como novas variedades, baseado nas suas
distintas sequéncias ITS, compostos por M. anisopliae var. lepidiotum e M. anisopliae
var. acridum var nov. O terceiro agrupamento representou duas novas variedades,
M. flavoviride var. novazealandicum e M. flavoviride var. pemphigum var nov.,

também baseado nas suas sequéncias ITS.

O M. flavoviride foi descrito pela primeira vez por GAMS & ROZSYPAL (1973)
guando o isolaram de larvas e pupas de curculionideos, Ceutorrhynchus maculata-

alba e C. albovittatus e de solos cultivados na Europa; os conidios de linhagens



jovens mostravam-se tipicamente elipsdides, com 7-9 (-11) x 4,5-5,5 pum,
apresentavam-se hialinos quando vistos isoladamente e a massa conidial
apresentava coloracdo verde-amarelada a olivacea. ROMBACH et al. (1986)
isolaram de gafanhotos uma nova variedade, na Asia; o M. flavoviride var. minus,
com base nos conidiéforos ramificados, células conidiogénicas clavadas e longas
cadeias de conidios elipséides, semelhantes aos de M. flavoviride descrita por
GAMS & ROZSYPAL (1973), mas que se diferenciava pela mensuracédo dos conidios
(4,5-7 x 2-3 ym), de forma elipsoide a ovdide, hialinos, formando massa conidial
verde-acinzentada quando mais velhos. No Brasi, MAGALHAES et al. (1995) e
MOREIRA et al. (1996) o isolaram do gafanhoto (Schistocerca pallens) na regido
Nordeste.

Estudos sobre os parametros nutricionais basicos de M. flavoviride
demonstraram que, o0 mesmo necessita de uma fonte de carboidrato e de nitrogénio,
para a producdo de biomassa vegetativa (JENKINS & PRIOR, 1993). Durante a
formacéo e crescimento dos conidios do fungo M. flavoviride em meio liquido simples
contendo sacarose e extrato de levedura cinco isolados de M. flavoviride,
hospedeiros de acrididios, produziram células esporégenas e esporos indistinguiveis

morfologicamente de fidlides aéreas e conidios.

A reducéo e viabilidade de conidios estocados em diferentes Oleos vegetais e
minerais a temperatura de 25°C, foi verificada por STATHERS et al. (1993). A
temperatura acima de 40°C causava retardamento na germinacdo e na morte dos
conidios (Mc CLATCHIE et al., 1994). No entanto foi constatado que os conidios
produzidos a 30°C eram mais tolerantes & altas temperaturas do que os produzidos
a 26°C. Resultados semelhantes foram encontrados por XAVIER-SANTOS et
al.(1999) quando trabalharam com a linhagem brasileira CG423 de M. flavoviride.
OUEDRAOGO et al. (1997) observaram que entre 22 isolados de M. anisopliae e 14
de M. flavoviride, a maioria cresceu entre 11 e 32° C, sendo que a temperatura 6tima
de crescimento para o M. flavoviride ficou entre 25 e 32° C e concluiram que os

isolados desse fungo sdo muitos resistentes & altas temperaturas.



Outros fatores abioticos sé@o de interesse da biologia de fungos e FARIA et al.
(1998) avaliaram o efeito do teor de agua em conidios de M. flavoviride,
armazenados sob a forma de p6 e em formulacfes de dleos vegetais e minerais. Os
autores demonstraram a importancia da secagem dos conidios visando, o
armazenamento de fungos por longos periodos, haja vista que os conidios secos
apresentaram viabilidade de 60% nas duas formulagbes. Enquanto HONG et al.
(1998) observaram uma relacdo semi-logaritmica negativa entre a longevidade
conidial e equilibrio da umidade relativa em M. flavoviride estocado a 50°C. No
modelo, cada reducdo de 11-2% dentro de uma média de 10-7 a 80% do equilibrio

da umidade relativa dobrou a longevidade conidial.

A linhagem de M. flavoviride BR em cultivo de 18 dias em meio BDA natural a
temperatura ambiente foi estudada por FERREIRA (2000) que observou a coloracéo
esverdeada, a conidiagdo abundante, o aspecto pulverulento formado por zonas
concéntricas de diferentes densidades de esporulacéo e condicdo 100% uninucleada
dos conidios. Ainda analisou o crescimento e a condi¢do nuclear de M. flavoviride em
meio de cultura e substratos naturais diferentes e observou que em BDA (Oxoid) o
crescimento foi de 5,03 cm a temperatura ambiente e de 4,02 cm a temperatura de
25°C. Em BDA confeccionado a partir de batatinha (170g) o crescimento foi de 6,80
cm a temperatura ambiente e de 5,36 cm a temperatura de 25°C. O fungo
apresentou viabilidade de 97,85% em milho de munguza, sobressaindo-se dos

demais substratos .

Os efeitos da luz natural e da luz artificial, por ultravioleta(uv) sobre a
germinacao de M. flavoviride foi estudado por MOORE et al. (1996) que verificaram
gue a luz natural causou mais danos na germinagao devido provavelmente a dose de
UV ser maior na luz natural em relacdo a luz artificial. KUKLINSKY-SOBRAL (1999)
analisou a variabilidade genética natural e induzida do M. flavoviride e observou que
este fungo é muito resistente & irradiagcdes ultravioleta, ultrapassando a dose de 300
J/m? preestabelecida para M. anisopliae (LUNA-ALVES LIMA, 1985).



O crescimento e a esporulacdo de M. flavoviride var. flavoviride foram
estudadas por ONOFRE et al. (2001) quando determinaram que as melhores
condi¢cbes foram obtidas tanto no meio de cultura BDA quanto no meio completo
(MC) quando combinados com o regime de luz claro continuo atemperatura de 27+
2°C. Também estudos sobre a compatibilidade quimica com o fungicida Manzate e
com os inseticidas Decis e Cipermetrin, foram analisados e nenhum efeito fungitoxico
foi observado com doses inferiores a 500ug/mL do fungicida, assim como, néao foi
observada também toxicidade dos inseticidas nas doses inferiores a 500ug/mL para
0 Decis e a 3000pg/mL para o Cipermetrin (PEDROZA & SILVA, 1999).

2.2.2. Potencial para o Controle Bioldgico

A patogenicidade a insetos relacionada com a producdo de toxinas foi
observada por KODAIRA (1962) que isolou pela primeira vez de M. anisopliae duas
substancias toxicas, a destruxinas A e B. M. flavoviride ndo € conhecido como
produtor de destruxinas, mas um isolado produz um par de diterpinas derivadas de
gama-pironas polissubstituidas, as viridoxinas, que exibem atividade inseticida contra
0 besouro da batata do Colorado, Leptinotarsa decemlineata. Sao toxinas altamente
efetivas e especificas contra insetos (GUPTA et al.,, 1993) e sugere também que a
atividade enzimética de fungos entomopatogénicos é um fator que interfere na
determinacao da viruléncia (GUPTA et al., 1994).

Os Deuteromicetos entomopatogénicos penetram no tegumento do
hospedeiro através da epicuticula e procuticula e no processo de penetracdo estao
envolvidos digestdo enzimética e pressdo mecanica, afirmaram MEDELIN et al.
(1966). ALVES (1998b) observou que a morte do inseto ocorre devido aproducéo de
micotoxinas. Citou ainda, patologia na hemocele, acdo histolitica e bloqueio
mecanico do aparelho digestivo no crescimento micelial,durante a fase invasiva do

fungo no interior do hospedeiro.



Vérios sdo 0s mecanismos envolvidos na patogenicidade de fungos sobre os
insetos. No ciclo das relagdes fungo-hospedeiro, mais especificamente, quando da
infeccdo, estdo envolvidas as seguintes fases: adesao; germinagdo sobre o inseto,
com formacdo do tubo germinativo; formacdo de apressorios; penetracao;
colonizacao; reproducdo do patogeno; disseminacdo do fungo; producédo de enzimas
e produgéo de toxinas conforme cita ALVES (1998b).

Pastos tratados com altas dosagens do fungo M. flavoviride foram observados
por MOORE et al. (1992) e constataram que ocasionava em 24h uma diminuicédo
diaria do consumo pelos gafanhotos e a morte sobrevinha entre cinco a 14 dias.O
mesmo fungo vem sendo estudado e testado contra varias espécies de insetos
(MAGALHAES et al. 1995). Atualmente é considerado o fungo de maior grau de
infectividade e patogenicidade contra gafanhotos (GOETTEL et al. 1995; BLANFORD
& THOMAS, 2001).

Nos gafanhotos se observa o fendmeno da termorregulacédo fisioldgica
(metabdlica), com funcdes diversas, entre elas a de defesa & infec¢cdes (WHITMAN,
1988). INGLIS et al. (1997) demonstraram que o0 aumento da temperatura corporal
pelos gafanhotos (Melanopus sanguinipes) é menos inibitéria para M. flavoviride. Em
estudo da oscilagdo da temperatura sobre a infeccdo competitiva e colonizacdo de
gafanhotos por B. bassiana e M. flavoviride, INGLIS et al. (1999) determinaram que
M. flavoviride se sobressai em relacdo ao B. bassiana, principalmente quando a

temperatura aumenta.

A termorregulacdo em acridideos de clima tropical em resposta a uma
infeccdo fangica foi demonstrada por BLANFORD et al. (1998) sob condicbes
naturais. A temperatura 6tima de Odaleus senegalensis foi de 39°C; e para aqueles

infectados por M. flavoviride, essa temperatura foi de aproximadamente 42°C.

O emprego de insetos estressados (DONEGAN & LIGHTHART, 1988) e a

auséncia de restricbes ambientais ao desenvolvimento do patdogeno (ROBERTS &



CAMPBELL, 1977), podem igualmente resultar em infecgbes que nas situacdes reais
nao ocorreriam ou que poderiam acontecer em intensidade consideravelmente

menor.

As formulages de conidios de M. flavoviride, em Oleo sdo mais eficazes em
condigbes de baixa umidade, concluiram BATEMAN et al. (1993) e constataram
também que a dose letal (DLsp) requerida € menor do que nas formulagbes abase de
agua. BATEMAN et al. (1998) examinaram dois métodos de transferéncia de doses
de micoinseticida a base de M. flavoviride, um por contato direto e outro por
residuos na vegetacdo, sobre o Schistocerca gregaria e concluiram que ndo houve
diferenca significativa no periodo de sobrevivéncia dos gafanhotos entre o0s

tratamentos.

Estudos com duas diferentes doses de M. anisopliae var acridum, para analise
do efeito sobre a sobrevivéncia e o potencial reprodutivo de S. gregaria, sob
condicdes favoraveis e ndo favoraveis a termorregulacdo foram realizadas por
BLANFORD & THOMAS (2001) os quais concluiram que a taxa de mortalidade
variou de >90% apds 10 dias, sob temperatura constante para 66%, apés 70 dias
sob condi¢bes 6timas de termorregulacdo. Nao foi observada diferenca significativa

entre os insetos controle e os tratados quanto ao potencial reprodutivo.

Recentemente vem se testando experimentalmente o M. anisopliae var.
acridum para o controle de carrapatos mas especificamente, sobre B. microplus
(ATHAYDE et al. 2001, ATHAYDE, 2002) e R. sanguineus (SANTOS et al. 2001),

com resultados eficientes e estimulantes para producao massal.

2.2.3. Compatibilidade Quimica de Fungos Entomopatogénicos com Acaricidas

Quimicos

Os agentes quimicos empregados no controle de carrapatos sédo formulados a

base de Organofosforados, Arsenicais, Organoclorados, Amidina, Formamidina,



Piretrides e Avermectinas, sob as formas de emulsédo para o banho de imerséo ou
pulverizacdo, suspensdo e solucdo para aplicacdo subcutanea. O uso desses
agentes é feito sem orientagdo incorrendo em erros de formulagdo e manuseio,
favorecendo ao aparecimento de cepas de carrapatos resistentes, a ecotoxicidade,
ressaltando ainda, a persisténcia de residuos em subprodutos de origem animal
(GRISSI & SCOTT, 1991; GRISSI et al. 1991).

Os organofosforados com atividade inseticida s&o considerados pouco
persistentes no ambiente, sendo degradados no periodo entre uma a duas semanas
(AGUIRRE, 2000).

Atualmente os piretrdides sdo bastante utilizados no controle do carrapato
bovino. Sdo classificados como néo persistentes para 0 meio ambiente. A absorcao
pelo organismo ocorre principalmente pelas vias orais, intragastrica, dérmica e
inalatéria. Dependendo do grau de exposicdo, 0s animais intoxicados podem
apresentar sintomas como sialorréia e émese, hiperexcitabilidade, tremores,
convulsbes, dispnéia, fraqueza, prostracdo e morte, sendo os sintomas iniciados
depois de poucos minutos ou horas de exposi¢do, dependendo da via de absorcao
(OSWEILER, 1998).

O conceito de Manejo Integrado de Pragas é baseado na exploracdo efetiva
de agentes de mortalidade naturais e introduzidos, que sejam capazes de manter as
espécies de pragas em densidades economicamente aceitdveis. A presenca de
patégenos de insetos-praga num ecossistema é importante, no entanto, sua eficacia
depende da compatibilidade com o0s outros componentes deste sistema,
determinando assim a eficdcia do seu uso em programas de manejo de pragas
(JAQUES & MORRIS, 1981).0 sucesso no controle de carrapatos sera viavel atraves

dos programas de controle integrado eficazes e duradouros (MWANGI et al. 1991).

Varios organismos entomopatogénicos, assim como o M. flavoviride, séo

utilizados no Controle Bioldgico. No entanto, testes laboratoriais tém demonstrado



gue os fungos sao afetados de formas adversas por fungicidas e fungiostaticos mas,
nao por todos os inseticidas (RAMARAJEH et al. 1967; OLMERT & KENNETH, 1974;
IGNOFFO et al. 1975; JAQUES & MORRIS, 1981; JAROS-SU et al. 1999;
KUKLINSKY-SOBRAL et al. 1999).

Os fungicidas que inibem o crescimento de fungos entomopatogénicos, em
testes in vitro, incluem: Benomyl, Maneb, Zineb, Captan, Ferbam, Chlorothalonil e
Mancozeb. Os inseticidas sdo: Methyl Parathion, Phenthoate, Chlordane, Lindane e
Toxaphene. O Benomyl e o Maneb tém sido considerados os produtos inibitorios
mais efetivos contra varios fungos (WILDING, 1972; OLMERT & KENNETH, 1974;
IGNOFFO et al. 1975; MERRIAM & AXTELL, 1983; MOHAMED et al., 1987;
TODOROVA et al. 1998).

Os pesticidas mais compativeis com B. bassiana foram , Dinocap, Daconil e
Diflubenzuron (OLMERT & KENNETH, 1974; DELGADO et al. 1999); Carbaryl,
Carbofuran, DDT, Endrin, Naptalam, Trifluram em Nomuraea rileyi IGNOFFO et al.
1975); Binapacryl e Daconil em V. lecanii (OLMERT & KENNETH, 1974); com M.
anisopliae foram Pyrethrin, Permethrin, Resmethrin, Diflubenzuron e Methoprene
(MOHAMED et al. 1987).

Os produtos fungicidas geralmente inibem os fungos entomopatogénicos
enguanto que a maioria dos inseticidas testados sdo compativeis ou estimulantes. A
combinacgdo de inseticidas com fungos entomopatogénicos matara mais insetos e de
forma mais rapida (JAQUES & MORRIS, 1981).

Estudos sobre a sensibilidade de B. bassiana a herbicidas foram realizados
por GARDNER & STOREY (1985) que ressaltaram a ocorréncia de inibicdo na
germinacdo, sem afetar o crescimento micelial ,caracterizando uma atividade fungica
gue podera ter um impacto benéfico na epizootilogia do fungo, agindo como um fator

de preservacao do inéculo infectivo.



Dose superior a recomendada para aplicagdo no campo foi testada por
MOHAMED et al. (1987) que constataram também que o crescimento micelial do M.
anisopliae foi compativel com todos os inseticidas, Organofosforados, Carbamatos,
Piretroides, Hidrocarbonetos Clorados e por produtos reguladores do crescimento de

insetos e observaram que a germinacao conidial foi sensivel a esses inseticidas.

B. bassiana e M. anisopliae foram incubados em varias doses de acaricidas
organofosforados por mais de 120 horas e os dois fungos mantiveram o crescimento
e as caracteristicas morfolégicas normais KAAYA et al. (1996). TODOROVA et al.
(1998) demonstrou in vitro a inibicdo do crescimento B. bassiana por fungicidas e
herbicidas. LECUONA (1999) concluiram que Deltametrina, Cipermetrina, Carbaril,
Metamidofos, Clorpirifés, Triclorfon e Parathion apresentaram ac¢do fungiostética

sobre B. bassiana

Aplicacbes de B. bassiana 20-28 horas apés o tratamento quimico, ndo
demonstraram 100% de mortalidade de conidios com nenhum dos fungicidas
testados por LORIA et al. (1983). LECUONA (1999) observou que existe um efeito da
dose assim como também, um comportamento diferencial entre os inseticidas e a
linhagem considerada.A aplicacdo de inseticidas tem que ser feita apds um
planejamento efetivo para evitar a interferéncia nas epizootias naturais e na eficacia
dos fungos (MOHAMED et al. 1987), quando empregado nos programas de Controle

Bioldgico.

Conidios de B. bassiana formulados em 6leo mineral com o formulado de
Diflubenzuron e Fenitrothion contra populacdes de gafanhotos foram testadas por
ONSAGER & SWEARINGER (1999) e constataram que em 14 dias de tratamento as
populacdes de gafanhotos diminuiram em 38,1% na area tratada com B. bassiana,
29,4% em areas tratadas somente com Diflubenzuron, e 55,6% em &reas tratadas
com B. bassiana mais Diflubenzuron. O efeito da combinacdo de Diflubenzuron e B.
bassiana foram aditivo e ndo sinergético. Na area com Fenitrothion, apés uma dose

de 95,5% dentro das primeiras 48 horas apds o tratamento, as populacbes de



gafanhotos aumentaram a uma taxa de 12,4% por dia no resto do periodo de 14

dias, enquanto a densidade em outras areas tratadas continuaram a diminuir.

Os fungos para serem utilizados no controle microbiano de insetos na forma
de inseticidas biolégicos, precisam estar disponiveis em grande quantidade. Os
insetos, normalmente, necessitam de elevado potencial de inéculo para serem
colonizados por esses patdgenos e por isso, para que eles atuem como inseticidas
microbianos, e sejam eficientes independentemente da densidade populacional dos
insetos, altas doses por hectare devem ser empregadas. Se o fungo se estabelecer
na forma de colonizacdo, as doses poderdo ser mais baixas, o suficiente para a
formacédo de focos primarios, importantes para a ocorréncia das doencas. O controle
microbiano deve visar o estabelecimento enzoético do patdgeno, para que 0 mesmo
possa contribuir com outros métodos, para a manutencdo de pragas ao nivel nao
econbmico, dentro dos conceitos atuais de manejo de pragas segundo ALVES
(1998b).



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de Realiza¢c&o do Experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Controle Bioldgico do
Departamento de Micologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade

Federal de Pernambuco.

3.2. Material Fungico

A linhagem Metarhizium anisopliae var. acridum CG423 foi isolada do
gafanhoto Schistocerca pallens (Orthoptera: Acrididae), no Rio Grande do Norte-
Brasil e foi cedida da Colecdo de Cultura de Fungos Entomopatbgenicos do
CENARGEN/EMBRAPA e esta depositada na Micoteca (URM) , no Departamento de

Micologia da Universidade Federal de Pernambuco ( Figura 1).

FIGURA 1. Metarhizium anisopliae var. acridum com 12 dias de cultivo
em meio BDA.



3.3. Principios Ativos Utilizados

Amitraz 12,5% - grupo quimico: Amidina
Cipermetrina High Cis Técnica 100> 10% - grupo quimico: Piretréide

3.4. Concentragdes Utilizadas

Os carrapaticidas foram diluidos em &gua destilada, e as concentracfes
trabalhadas foram: 0,20ug; 0,50ug; 1,00pg; 2,00pg; 5,00ug e 10,00upg, as quais
corresponderam a 0,2 mL: 0,5 mL; 1,0mL; 2,0 mL; 50mL; 10,0 mL do produto
Amitraz e 0,25 mL; 0,62mL; 1,25mL; 2,5mL; 6,25 mL; 12,5 mL do produto
Cipermetrina High Cis Técnica 100, para cada 125 mL de meio BDA (batata-

dextrose-agar).
3.5. Meio de Cultura e Solucgdes Utilizadas
3.5.1. Batata-Dextrose-Agar (BDA) OXOID

Batata-dextrose-agar 39,009
Agua destilada 1000,00mL

3.5.2. Solucéo de Albumina

Clara de ovo 5,00mL
Agua destilada 95,00mL

! Triatox-COOPERS BRASIL LTDA
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3.5.3.

3.5.4.

3.5.5.

3.5.6.

3.5.7.

Solucao Tween 80 (0.1% v/v)

Tween 80
Agua destilada

Solucéao de NaOH 1N

NaOH
Agua destilada

Solucéo de HCI 1N

HCI
Agua destilada

Solucédo Tampéao Fosfato
Solucédo A

NazHPO4. 12 Hzo

Agua destilada

Solugéo B

KH2PO4

Agua destilada

Solugéo Corante de HCI| Giemsa

Solucao estoque Giemsa (M

Solucéo tampéao fosfato

0,10mL
100,00mL

40,009
1000,00mL

85,00mL
1000,00mL

3,739

1000,00mL

2,409
1000,00mL

1,00mL
10,00mL



3.6. Manutencéao da Cultura

A linhagem foi repicada para o meio BDA contido em tubos de ensaio, onde a
cultura permaneceu a temperatura ambiente (30°C) durante 12 dias e em seguida foi

acondicionada em refrigerador a 4°C.

3.7. Efeito de Carrapaticidas sobre Metarhizium anisopliae var. acridum

3.7.1. Germinagé&o Conidial em BDA com Diferentes Concentragdes de
Carrapaticidas

Uma alcada da linhagem crescida em meio BDA e meio BDA mais
carrapaticida foi transferida para tubos de ensaio com 10 mL de solugdo Tween 80. A
suspenséo foi agitada por aproximadamente 2 minutos em Vortex. Em seguida com
o auxilio de uma pipeta graduada foi transferido 1mL para um tubo de ensaio
contendo 9mL de &gua destilada e autoclavada mais a dose preestabelecida do
carrapaticida. Estes tubos foram incubados durante 1 hora em BOD a 28+1°C; apds
o tratamento 0,1mL do conteddo dos tubos foi semeado em placas contendo 20mL
de BDA com o auxilio de uma alca de Drigalsky, e para o grupo controle foi semeado
0,1mL da suspenséo de esporos ndo tratada com o carrapaticida. Apés 17 horas da
inoculacdo, leituras foram realizadas diretamente ao microscopio onde foram
contados 500 conidios por placa, em trés placas. Em varios campos de uma mesma
placa foram contados conidios germinados e ndo germinados em faixas que
correspondem ao didmetro vertical e horizontal do campo. O conidio considerado
germinado, € aquele cujo tubo germinativo se apresenta maior do que um terco do

tamanho do conidio.

3.7.1.1. Calculo para Germinacao de Conidios

A germinacdao de conidios foi calculada pela férmula:



G = n x 100 = % germinacgéo
1500

Onde: 1500 conidos = total de conidios germinados e ndo germinados
n = total de conidios germinados

G = porcentagem de germinacéo

3.7.2. Crescimento Linear em BDA com  Diferentes Concentracdes de

Carrapaticidas

O experimento foi conduzido a temperatura ambiente de 3°C, onde foram
realizados seis tratamentos o0s quais corresponderam & concentracoes

preestabelecidas.

Uma alcada da linhagem, foi trasferida para o centro das placas de Petri
contendo meio BDA e de outras contendo meio BDA mais carrapaticida, com cinco
repeticbes e o controle para cada tratamento. Posteriormente foi realizada a
mensuracdo das colénias nas placas de Petri com o auxilio de uma régua

milimetrada em intervalo de 3, 6 e 12 dias pds inoculacao.

3.7.3. Esporulacdo em BDA com Diferentes Concentracdes de Carrapaticidas

Uma alcada da linhagem crescida em meio BDA e meio BDA mais
carrapaticida foi transferida para tubos de ensaio com 10 mL de solu¢cdo Tween 80. A
suspensao foi agitada por aproximadamente 2 minutos em Vortex. Em seguida com
o auxilio de uma pipeta de Pasteur foi transferida uma aliquota da suspensao para a

camara de Nellbauer onde foi realizada a quantificagdo de conidios.



3.7.4. Determinacéo da Toxicidade

Para avaliar a toxicidade dos produtos quimicos sobre M. anisopliae var.
acridum foi utilizado o modelo de classificagéo proposto por ALVES et al. (1998):

T=20(CV) + 80 (ESP.)
100

T = valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulagdo para a

classificagdo do produto quimico.
CV = % de crescimento vegetativo com relacao atestemunha.

ESP. =% de esporulacdo com relagédo atestemunha.

3.7.5. Condicdo Nuclear de Metarhizium anisopliae var. acridum

A condicdo nuclear foi observada através da técnica de coloracdo de HCI-
Giemsa (LUNA-ALVES LIMA & AZEVEDO, 1983).

3.8. Anélise Estatistica
O delineamento foi inteiramente casualizado com dados submetidos a analise

de variancia e comparacdo das medias pelo Teste de Tukey a 5% (FINNEY,1971;
PIMENTEL-GOMES, 1984).



4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Efeito de Carrapaticidas sobre Metarhizium anisopliae var. acridum

4.1.1. Germinacdo Conidial em BDA com Diferentes Concentracdes de
Carrapaticidas

O efeito dos carrapaticidas sobre a germinacdo de Metarhizium anisopliae var.
acridum estdo descritos na Tabela | e os dados originais encontram-se na Tabela |
do anexo. Nao foi observada diferenca significativa entre as concentracdes testadas
do carrapaticida Cipermetrina High Cis Técnica 100 (CHC) quanto ao percentual de
germinacao, no entanto, as concentragdes 0,50ug, 1,00ug e 2,00ug do carrapaticida
Amitraz diferiram das concentracdes 0,20ug, 5,00ug e 10,00pg. Os carrapaticidas
testados apresentaram diferencas significativas nas concentracées 0,20ug, 0,50ug,
5,00pg e 10,00pg. O menor percentual de germinacédo foi obtido nas concentragoes
0,20ug (49,50%) e 10,00ug (51,06%) quando foi utilizado o carrapaticida Amitraz.

TABELA |. Germinacdo de esporos de Metarhizium anisopliae var. acridum com 17 horas
de cultivo em BDA com diferentes concentracdes de Gpermetrina High Cis Técnica 100 e

Amitraz em relagéo ao grupo controle.

CONCENTRACAO ()

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
PERCENTUAL DE GERMINACAO (%)
CHC 99,44aA 76,95bA 101,02aA 84,94Aa 98,34aA 89,21aA

AMITRAZ 49,50bC 100,62aA 89,02aAB 98,92aA 58,07bBC 51,06bC

CVv=16,11%
Médias seguidas de mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de tukey (P>0,05).

Os dados obtidos com o carrapaticida Amitraz estdo de acordo com o0s
resultados conseguidos por MOHAMED et al. (1987) que testaram o efeito de varios

inseticidas sobre a germinagcdo do M. anisopliae e constataram que o inseticida



Malathion foi mais inibitério para este parametro. Os resultados observados com o
carrapaticida Amitraz diferiram dos obtidos por PACHAMUTHU & KAMBLE (1998)
que estudaram a compatibilidade de M. anisopliae e afirmaram que os inseticidas
Clorpirifés e Propetamfés nas concentragbes de 500, 50, 5 e 0,5 ppm e Ciflutrin nas
concentracdes 50; 5; 0,5 e 0,05 ppm néo inibiram a germinacdo de M. anisopliae.Os
resultados obtidos com o produto Cipermetrina neste trabalho sobre M. anisopliae
var. acridum demonstraram que as concentracdes nado diferiram entre si em relacao
ao percentual de germinagédo. Estes dados dscordam dos obtidos por ATHAYDE
(2002) que observou o percentual de germinacdo de conidios em meios com oS
carrapaticidas Diclorvos e Cipermetrina e constatou que todas as concentragoes
utilizadas diferiram do controle, e que todas as concentracdes utilizadas do produto
Cipermetrina se comportaram de forma diferenciada em relacdo ao controle e
diferiram entre si. O menor percentual obtido foi de 81,04% na concentracdo de
10,00ug do produto Cipermetrina.

4.1.2. Crescimento Linear em BDA com Diferentes Concentracfes de

Carrapaticidas

Os dados referentes a acao dos carrapaticidas sobre o percentual de
crescimento de M. anisopliae var. acridum, sdo mostrados nas Tabelas II; Ill e IV e
os dados originais encontram-se nas Tabelas IlI, 1l e IV do anexo. A concentragao
0,50pg do carrapaticida CHC em relacdo ao percentual de crescimento de M.
anisopliae var. acridum no 3° dia de cultivo diferiu da concentracdo 5,00ug, e as
demais concentracbes ndo apresentaram diferencas significativas. O carrapaticida
Amitraz também ndo apresentou diferencas entre concentracbes. Entre o0s
carrapaticidas CHC e Amitraz foram observadas diferengcas nas concentragoes
0,50pg e 10,00ug. O menor percentual de crescimento foi observado na
concentracao 0,50ug (66,67%) do carrapaticida CHC (Tabela II).



TABELA II. Diametro da colbnia de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com

diferentes concentracbes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz no 3° dia de

cultivo.
CONCENTRACAO (ug)
PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
PERCENTUAL DE CRESCIMENTO (%)
CHC 79,45aAB 66,67bB  103,03aAB  74,71aAB  124,07aA  79,31bAB
Amitraz 92,85aA 104,17aA  123,80aA 88,23aA 110,42aA  121,63aA
CV=20,42%

Médias seguidas da mesma letra, minascula na vertical e maidscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05)

Com relacdo ao percentual de crescimento (Tabela Ill) do 6° dia de cultivo, a
concentracao 2,00 pg do carrapaticida CHC diferiu das concentracdes 1,00 ug e 5,00
Hg. No carrapaticida Amitraz ndo foram observadas diferencas significativas entre as
concentracdes. Entre os carrapaticidas CHC e Amitraz as concentragbes 0,50 pg e
5,00 ug apresentaram diferencas significativas. O menor percentual de crescimento

do fungo foi observado na concentracéo 2,00 pg do carrapaticida CHC.

TABELA lll. Diametro da colénia de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com
diferentes concentragbes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz no 6° dia de

cultivo.

CONCENTRACAO (1g)

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00

PERCENTUAL DE CRESCIMENTO (%)

CHC 94,17aABC  87,59bBC  119,79aAB 82,64aC 124,24aA  100,00aABC
Amitraz 98,96aA 116,66aA 110,18aA 89,47aA 86,67bA 99,09aA

CV=13,91%
Médias seguidas da mesma letra, minUscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05)

A concentracdo 0,50ug do carrapaticida CHC em relacdo ao percentual de
crescimento no 12° dia de cultivo (Tabela IV; Figura 2) diferiu das concentracdes
1,00ug, 5,00pg e 10,00pug. O carrapaticida Amitraz ndo apresentou diferengas

significativas entre as concentracdes. As mesmas apresentaram diferencas com



relacdo aos carrapaticidas. O menor percentual de crescimento do fungo foi

observado na concentracao de 2,00ug do carrapaticida Amitraz (Figura 3).

FIGURA 2. Metarhizium anisopliae var. acridum em

BDA mais Cipermetrina  High Cis
Técnica 100 na concentracdo de 0,50ngy
no 12° dia de cultivo.



FIGURA 3. Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA
mais Amitraz na concentracdo de 2,00ny
no 12° dia de cultivo.

TABELA IV. Diametro da colénia de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com
diferentes concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz no 12° dia de

cultivo.

CONCENTRACAO (1g)
PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00

PERCENTUAL DE CRESCIMENTO (%)

CHC 110,53aCD 101,75aD  159,46aAB  104,16cdA 168,57aA  134,06aBC
Amitraz 110,37aA 113,72aA 97,08bA 89,02aA 91,46bA 97,99bA

CV=10,68%
Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e maidscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05)

O crescimento de M. anisopliae var. acridum quando associado com
carrapaticidas ndo foi afetado , discordando de MOHAMED et al. (1987) que
observaram que os inseticidas Chlorpyrifos, Lindane, Carboforan, Methomil e Oxamil

foram moderadamente toxicos ao crescimento de M. anisopliae. GARDNER &



STOREY (1985) ressaltaram que quando o herbicida ndo afeta o crescimento
caracteriza um impacto benéfico na epizootiologia do fungo entomopatogénico,
agindo como um fator de preservacdo do indculo infectivo, dados estes que
corroboram com os obtidos no trabalho.

A compatibilidade de M. anisopliae var. acridum com carrapaticidas, também
foi observada por KAAYA et al. (1996) em estudos da patogenicidade de B. bassiana
e M. anisopliae sobre Rhipicephalus appendiculatus e Amblyomma variegatum
guando analisaram a compatibilidade dos fungos com acaricidas organofosforados e
observaram que eles mantiveram o crescimento e as caracteristicas morfologicas,
dados que corroboram com os obtidos neste trabalho. O mesmo néo foi observado
por LECUONA & DIAZ (1996); TODOROVA et al. (1998) e LECUONA (1999) ao
testarem a compatibilidade de B. bassiana aos principios ativos: Deltametrina,
Cipermetrina, Carbaril, Metamidofés, Clorpirifés, Triclorfon e Parathion, os quais
tiveram efeito fungistatico para B. bassiana o que discorda dos resultados
observados neste trabalho. PACHAMUTHU & KAMBLE (1998) estudando a
compatibilidade de M. anisopliae determinaram que o inseticida Clorpirifés nas
concentracdes de 50 e 500 ppm e Propetamfds na concentracdo de 500 ppm reduziu

o crescimento do fungo, resultados que diferiram dos obtidos no presente trabalho.

Os resultados obtidos com o carrapaticida CHC confirmaram os dados
observados por ATHAYDE (2002) que analisou o crescimento de M. anisopliae em
meio BDA mais carrapaticida e constatou que no percentual de crescimento em
relacdo ao controle ndo houve diferenca entre as concentracdes testadas para o
produto Diclorvos e que o produto Cipermetrina apresentou o menor percentual de
crescimento (49,23%) na concentracao de 10,00ug, diferindo no entanto com relagéo
a concentracdo que apresentou o menor percentual de crescimento neste trabalho,

o qual foi observado na concentracao de 0,50ug (66,67%) no terceiro de cultivo.



4.1.3. Esporulagcdo em BDA com Diferentes Concentracdes de Carrapaticidas

O comportamento de M. anisopliae var. acridum quanto ao percentual de
esporulacdo estd descrito nas Tabelas V, VI e VII e dados originais encontram-se
nas Tabelas V, VI e VII do anexo. O percentual de esporulacdo no 3° dia de cultivo
(Tabela V) apresentou diferenca significativa entre a concentracdo 0,50ug e as
concentracdes 0,20ug, 1,00ug , 5,00ug e 10,00ug do carrapaticida CHC. No
acaricida Amitraz a concentracdo 10,00ug diferiu das demais concentragdes. Os
carrapaticidas diferiram nas concentracbes 0,20ug, 1,00pg e 5,00ug. Na
concentragdo 0,50ug do carrapaticida CHC o fungo apresentou o menor percentual
de esporulacéo (62,65%).

TABELA V. Esporulagdo de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com
diferentes concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz no 3° dia

de cultivo.

CONCENTRACAO (1g)

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00

PERCENTUAL DE ESPORULACAO (%)

CHC 411,17aAB 62,65aD 251,69aBC  178,53Acd 587,54aA 373,99aABC
Amitraz 104,10bB 90,08aB 109,39bB 115,70aB 93,70bB 344,48aA

Cv=18,34
Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailiscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em (x+0,5.

O carrapaticida CHC n&o apresentou diferencas significativas entre as
concentracbes no 6° dia de cultivo (Tabela VI). O carrapaticida Amitraz na
concentracdo 2,00pg diferiu das concentragdes 0,20ug, 1,00pg e 10,00pg e a
concentracao de 10,00ug diferiu ainda, da concentragcédo de 5,00ug. Com relacdo aos
carrapaticidas CHC e a Amitraz foram observadas diferencas nas concentragoes
2,00ug e 10,00ug. O fungo apresentou o menor percentual de esporulagcdo na
concentracéao 10,00ug (33,35%) em meio com o carrapaticida Amitraz.



TABELA VI. Esporulacdo de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com diferentes

concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz no 6° dia de cultivo.

CONCENTRACAO (hg)

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
PERCENTUAL DE ESPORULACAO (%)
CHC 120,64aA 91,09aA 66,51aA 85,22Ba 238,60aA 194,87°A
Amitraz 104,63aBC 167,57aABC 106,42aBC  425,61aA 275,16aAB 33,35bC
CV=25,78%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e maildscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em (x+0,5.

No percentual de esporulacdo do 12° dia de cultivo (Tabela VII) ndo foram
observadas diferencas significativas entre as concentragcées dos carrapaticidas CHC
e Amitraz. Com relacdo aos carrapaticidas testados também nao foram observadas
diferengcas. O menor percentual de esporulagéo do fungo foi verificado na
concentracao 0,20ug (75,84%) do carrapaticida CHC e o maior percentual foi

observado na concentracéo 2,00ug (177,97%) do carrapaticida Amitraz.

TABELA VII. Esporulagéo de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com diferentes

concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz no 12° dia de cultivo.

CONCENTRACAO (jig)

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
PERCENTUAL DE ESPORULACAO (%)
CHC 75,84aA 156,70aA 142,87aA 101,50Aa 135,38aA 141,97°A
Amitraz 84,50aA 101,35aA 81,04aA 177,97aA 86,12aA 81,61aA
CV=19,72%

Médias seguidas da mesma letra, minascula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em x+0,5.

O piretréide utilizado (CHC) e o Amitraz (amidina) ndo inibiram a
esporulacdo nas concentracdes testadas, discordando dos resultados obtidos por
MOHAMED et al. (1987) quando determinaram a inibicdo da esporulag&o do isolado
Ey do M. anisopliae var. anisopliae pelo Chlorpyrifos, Temefés, Malation, Leptofos,
Carbofuran, Methomyl e Oxamyl; e confiirmando os resultados referentes aos

Piretroides (Pyrethrin, Permethrin e Resmethrin) e aos reguladores do crescimento



dos insetos (Diflubenzuron e Methoprene) os quais ndo foram inibitérios para os
varios estagios de desenvolvimento do isolado. PACHAMUTHU & KAMBLE (1998)
estudando a compatibilidade de M. anisopliae determinaram que 0s inseticidas
Clorpirifés nas concentracdes de 50 e 500ppm e Propetamfés na concentracédo de
500ppm afetaram significativamente a esporulacdo do fungo, resultados que
diferiram dos obtidos no presente trabalho. LECUONA (1999) também, determinaram
a acao inibitéria de produtos quimicos sobre a esporulacdo de fungos
entomopatégenos ressaltando a existéncia de um efeito da dose assim como um
comportamento diferencial entre os inseticidas e a linhagem considerada. Os
resultados obtidos corroboram, também, com os de JAROS-SU et al. (1999) quando
observaram que os fungicidas testados ndo apresentaram efeitos significativos sobre
a esporulacdo de B. bassiana em cadaveres de insetos no campo; um dado
importante que sugere a aplicagdo do fungo em consorciagdo com o0s produtos
guimicos. Os resultados diferiram de ATHAYDE (2002) que ao testar o Diclorvos e a
Cipermetrina, afirmou que os carrapaticidas tiveram uma ac¢ao inibitéria sobre M.

anisopliae.

4.1.4. Toxicidade de Carrapaticidas Quimicos em Diferentes Concentracdes

O efeito toxico de CHC e Amitraz sobre M. anisopliae var. acridum esta

descrito nas Tabelas VIII; IX e X. A concentragéo 0,50ng do carrapaticida CHC diferiu
das concentracdes 0,20 ng, 1,00ny, 5,00nmg e 10,00y com relacdo ao percentual de
toxicidade no 3° dia de cultivo (Tabela VIII). A concentragdo 10,00ng do carrapaticida
Amitraz diferiu das demais concentracdes. Entre os carrapaticidas foram verificadas
diferencas significativas nas concentracdes 0,20ng, 1,00ng e 5,00ng. O menor
percentual de toxicidade foi observado na concentracdo 0,50ng (63,58%) e o maior

percentual na concentragéo 5,00ngy (495,60%) no carrapaticida CHC.



TABELA VIIl. Toxicidade de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz com diferentes

concentracfes em BDA sobre Metarhizium anisopliae var. acridum no 3° dia de cultivo.

CONCENTRACAO (hg)

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00

PERCENTUAL DE TOXICIDADE (%)

CHC 344,92.aAB 63,58aD 221,90aBC  158,29Acd 495,60aA  315,22aABC
Amitraz 103,55bB 93,23aB 120,78bB 92,42aB 107,01bB 300,77aA

CV=16,37%
Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em (x+0,5.

No percentual de toxicidade no 6° dia de cultivo (Tabela IX) as concentragdes
do carrapaticida CHC nao apresentaram diferencas significativas. No carrapaticida
Amitraz a concentracao 2,00ng diferiu das concentragoes 0,20ng, 1,00ngy e 10,00ny
esta ultima diferiu também da concentracdo 5,00ny. Entre os carrapaticidas foram
observadas diferencas nas concentragdes 2,00ng e 10,00ng. O menor percentual de
toxicidade foi observado na concentracao 10,00ny (46,98%) no carrapaticida Amitraz
e o maior percentual foi verificado na concentracdo 2,00ng (359,05%) do mesmo

carrapaticida.

TABELA IX. Toxicidade de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz com diferentes

concentragfes em BDA sobre Metarhizium anisopliae var. acridum no 6° dia de cultivo.

CONCENTRACAO (hg)

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
PERCENTUAL DE TOXICIDADE (%)
CHC 116,12.aA 91,59aA 78,00aA 105,35Ba 216,88aA 176,83aA
Amitraz 104,41aBC 157,43aABC 107,67aBC  359,05aA 238,67aAB 46,98bC
CV=22,14%

Médias seguidas da mesma letra, minascula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em (x+0,5.

Em ambos os carrapaticidas ndo foram verificadas diferencas significativas
entre as concentracdes do percentual de toxicidade do 12° dia de cultivo do fungo
(Tabela X). A concentracdo 1,00ng diferiu das demais concentracées com relacao

aos carrapaticidas testados. O menor percentual de toxicidade foi observado na



concentragdo 0,20ng (82,99%) do carrapaticida CHC e o maior percentual foi

verificado na concentracdo 2,00ny (163,55%) do carrapaticida Amitraz.

TABELA X. Toxicidade de Cipermetrina High Cis Técnica 100 e Amitraz com diferentes

concentragdes em BDA sobre Metarhizium anisopliae var. acridum no 12° dia de cultivo.

CONCENTRACAO (1)

PRODUTO 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
PERCENTUAL DE TOXICIDADE (%)
CHC 82,99.aA 145,72aA 146,92aA 101,93Aa 132,24aA  141,57aA
Amitraz 91,00aA 103,88aA 85,19bA 163,55aA 86,02aA 85,09aA
CV=15,49%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mail]scg!a na horizontal, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em +0,5.

N&o foi observada acdo téxica dos carrapaticidas testados sobre o M.
anisopliae var. acridum, com excecdo do Amitraz na concentracdo de 10,00 pug,
resultados que confirmam os dados obtidos por PEDROZA & SILVA (1999) que
avaliaram a compatibilidade de fungicidas Manzate e dos inseticidas Decis e
Cipermetrina com M. flavoviride determinando que baixas concentracbes dos
produtos testados ndo causaram efeitos fungitoxicos, o que viabiliza a utilizacdo do

fungo em consorciacdo com o inseticida.

A toxicidade obtida de 46,98% na concentracdo de 10,00 pug de Amitraz no 6°
dia de cultivo, segundo a metodologia utilizada (ALVES et al., 1998b), determina que
o produto é moderadamente toxico. ATHAYDE (2002) obteve toxicidade 52,14% com
a Cipermetrina na concentracdo de 10,00 pg sobre M. anisopliae e o classificou

também de moderadamente toéxico.



4.1.5. Condicdo Nuclear de Metarhizium anisopliae var. acridum apds Cultivo

em BDA mais Carrapaticidas

Os carrapaticidas Cipermetrina e Amitraz nao induziram alteragcbes na
condicdo nuclear de M. anisopliae var. acridum (Figuras 4 e 5) mostrando sua

condicao uninucleada.

Os estudos in vitro dos efeitos causados pelos principais patégenos isolados
em carrapatos ja foram realizados. Nesses trabalhos, verificou-se que os fungos sao
0s agentes de controle biolégico mais promissores, devido ao seu mecanismo de
penetracdo via cuticula. A justificativa para esta afirmacéo é a de que os carrapatos
sdo artropodes hematédfagos, o que dificulta a utilizagdo de patdégenos que atuam por
via oral (bactérias e virus). Outra vantagem a ser atribuida aos fungos seria a sua
capacidade de multiplicacdo e dispersdo no meio ambiente através de carrapatos
infectados e presentes no solo, assumindo um carater enzodtico, além da sua
capacidade de causar epizootias em  determinadas  circunstancias
(BITTENCOURT,2000).



FIGURA 4. Condicdo nuclear de Metarhizium anisopliae var. acridum
apoés cultivo em BDA mais Amitraz (coloragdo em HCIl-Giemsa

640X). a- Linhagem selvagem de Metarhizium anisopliae var.

acridum, conidios uninucleados. b- 0,20 ng (48h); c- 0,20 ng (72h);

d- 0,50 ny (48h); e- 1,00 ny (48h); f- 1,00 ny (72h); g- 2,00 ny (48h);



lr,rp rza
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FIGURA 5. Condi¢cdo nuclear de Metarhizium anisopliae var. acridum
apo6s cultivo em BDA mais Cipermetrina High Cis Técnica
100 (coloracdo em HCI-Giemsa 640X). a- Linhagem selvagem
de Metarhizium anisopliae var. acridum, conidios uninucleados.
b- 0,20my (48h); c- 0,20 mg (72h); d- 0,50 ngy (48h);
e- 050nmg (72h); f- 1,00 ng (72h); g- 2,00 ng (48h).



5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos possibilitaram as seguintes conclusées:

O carrapaticida Amitraz inibiu a germinagcao de M. anisopliae var. acridum nas
concentragbes 0,20pg; 5,00ug e 10,00ug, diminuiu a esporulacdo na
concentracdo 10,00ug apoOs seis dias de cultivo e o crescimento linear foi

estimulado em todas as concentracoes utilizadas.

O carrapaticida Cipermetrina High Cis Técnica 100 estimulou a germinagdo de M.
anisopliae var. acridum nas concentracfes utilizadas , diminuiu o crescimento

linear e a esporulagdo na concentracdo 0,50ug apos trés dias de cultivo.

O carrapaticida Amitraz foi considerado moderadamente téxico ao M. anisopliae

var. acridum na concentracao 10,00ug apés seis dias de cultivo.

Os dois carrapaticidas testados nado produziram alteracdes culturais em M.

anisopliae var. acridum apds 12 dias de cultivo, nas concentracdes testadas

O Cipermetrina High Cis Técnica 100 e o Amitraz ndo induziram alteracbes na

condicao nuclear de M. anisopliae var. acridum.
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7. ANEXOS



TABELA |. Germinagéo de esporos de Metarhizium anisopliae var. acridum com 17 horas

de cultivo em BDA com diferentes concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100
(CHC) e Amitraz.

CONCENTRACAO (mm)

PRODUTO 0 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
CHC 68,27aA 6727aA 5233aA  68,87aA  57/,6/aA  66,93Aa  60,60aA
Amitraz __ 61,20aAB  3487bC  71,40aA  6373aA  70,67aA  4120Abc  35,90bC
CV=13,83%

Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

TABELA II. Diametro da colbnia de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com

diferentes concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 (CHC) e Amitraz no 3° dia

de cultivo.

CONCENTRACAO ()
PRODUTO 0 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
CHC 1,37aA 0,95aAB  0,83aB 1,13aAB  1,08aAB  1,12Aab  1,15aAB
Amitraz ___ 0.82bA  0,65aA 0,83aA 0,87aA 0,75bA 0,88Aa 0,80bA
CV=19,69%

Médias seguidas da mesma letra, minascula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

TABELA lIl. Diametro da colbnia de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com

diferentes concentragdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 (CHC) e Amitraz no 6° dia

de cultivo.

CONCENTRACAO (mg)
PRODUTO 0 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
CHC 2,22aA 1,88aA 1,88aA 1,87aA 1,98aA 2,05Aa 2,10aA
W 1,90aA 1,58aA 1,98aA 1,98aA 1,70aA 1,73Aa 1,83°A
CV=11,81%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)



TABELA IV. Diametro da colonia de Metarhizium anisopliae var. acridum em BDA com

diferentes concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 (CHC) e Amitraz no 12° dia

de cultivo.

CONCENTRAGAO ()
PRODUTO 0 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
CHC 2,75aA  2,90aA 2,90aA 2,94aA 2,92aA 2,95Aa 3,08aAB
W 4,08bA  2,75aA 3,87aA 4,12aA 3,75aA 3,20Aa 3,90bA
CV=22,87%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

TABELA V. Esporulacdo (x 10° conidios/mL) de Metarhizium anisopliae var. acridum em

BDA com diferentes concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 (CHC) e Amitraz
no 3° dia de cultivo.

CONCENTRACOES (mg)

PRODUTO 0 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
CHC 578aB  14,39aA  518aB  9,12aAB  11,39aAB 10,31Aab  10,75aAB
Amitraz _ 286aB  3,95bAB  2,94aB  4,10bAB  9,26aA  2,11Bb  6,04bBA
CV=16,02

Médias seguidas da mesma letra, miniscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em x+0,5.

TABELA VI. Esporulagdo (x 10° conidios/mL) de Metarhizium anisopliae var. acridum em
BDA com diferentes concentracdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 (CHC) e Amitraz

no 6° dia de cultivo.

CONCENTRACAO (m)

PRODUTO 0 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
CHC 758aA  560aA  4,14bA  575bA  852bA  9,56Aa  7,57aA
Amittaz  1221aA  1127aA  1634aA  17,70aA  20,23aA  12,07Aa  83laA
CV=21,22%

Médias seguidas da mesma letra, miniscula na vertical e mailscula na horizontal, néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). Dados transformados em (x+0,5.



TABELA VII. Esporulagéo (x 10° conidios/mL) de Metarhizium anisopliae var. acridum em

BDA com diferentes concentragdes de Cipermetrina High Cis Técnica 100 (CHC) e Amitraz

no 12° dia de cultivo.

CONCENTRACAO (mg)

PRODUTO 0 0,20 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
CHC 599bA  4,74bA 7,25aA 5,37aA 4,83bA 8,88Aa 7,47aA
Amitraz 14,49aA  14,05aA 12,80aA 11,67aA 18,63aA 14,11Aa 13,37aA
Cv=17,78

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na vertical € maitscula na horizontal, néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey(P>0,05). Dados transformados em x+0,5.



