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RESUMO

Os carrapatos sdo importantes vetores de doencas nas regides tropicais e
subtropicais. Rhipicephalus sanguineus ¢ um ixodideo causador de severa espoliagao
nos canideos e vetor de doencas como as hematozooses (Babesia canis; Ehrlichia
canis). Este trabalho avaliou a acdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae,
Metarhizium anisopliae var. acridum e Beauveria bassiana sobre R. sanguineus,
inoculados sob a forma de contato conidial seco e mantidos a temperatura ambiente de
+28°C. Foi avaliado, também, o comportamento fungico pos-infec¢do. A agdo dos
fungos estudados sobre R. sanguineus interferiu na média do peso da massa de ovos,
ressaltando-se o tratamento com M. anisopliae var. anisopliae (0,0548uatado ©
0,108gcontrole). A maior média do peso residual ocorreu no tratamento com M.
anisopliae var. anisopliae (0,053 Zatado € 0,0228controle). Para o periodo de pré-postura a
menor média foi observada no tratamento com M. anisopliae var. acridum
(4,50diagatado € 5,20diacontrore). O periodo de postura no grupo tratado com M.
anisopliae var. anisopliae alcangou a menor média (9,14diayande € 11,80diacontrore). O
menor indice de producdo médio de ovos foi observado no tratamento com M.
anisopliae var. anisopliae (28,34%uratado © 58,31%controle) © que a menor eficiéncia
reprodutiva média alcancada foi para o grupo tratado com M. anisopliae var.
anisopliae (348,62% e 11512,53%controle). Beauveria bassiana apresentou menor média
de incubagdo de ovos (12,50diagatado € 11,90diacontroe). O menor percentual de eclosdo
médio de larvas foi obtido no tratamento com M. anisopliae var. anisopliae
(32,06%tratad0 © 99,59%controle), com periodo médio de eclosdo de 10,71diayatado
e11,00diacontrore. NO estudo do comportamento dos fungos pos-infecgdo observou-se
que o percentual de germinacdo médio de conidios de B. bassiana foi o mais alto
(46,39% tratado € 30,66 Yocontrole). B. basssiana esporulou melhor durante os 12 dias de
observacdo. O numero da coldnia de M. anisopliae var. acridum foi maior nos 12 dias
observados e no diametro da coldnia de B. basssiana obteve melhor resultado nos 12
dias de observagdo. Na andlise morfoldgica niao foi identificada diferenca nas

estruturas reisoladas. (P > 0,05).
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ABSTRACT

The ticks are important vectors of diseases in the tropical and subtropical areas.
Rhipicephalus sanguineus is an ixodideo wich cause severe spoliation in the canideos
and is a vector of diseases as the hematozooses (Babesia canis; Ehrlichia canis). This
work evaluated the action of Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metarhizium
anisopliae var. acridum and Beauveria bassiana on R. sanguineus, inoculated under
the form of dry conidial contact and maintained at room temperature of £28°C. It was
evaluated, also, the fungus biology pos-infection. The fungus action on R. sanguineus
interfered in the mean weight of the mass of eggs, being emphasized the treatment with
M. anisopliae var. anisopliae (0,054gcary and 0,108gconior). The largest mean residual
weight happened in the treatment with M. anisopliae var. anisopliae (0,053 grcary and
0,022g¢ontro1)) The medium smallest pre-posture period was observed in the treatment
with M. anisopliae var. acridum (4,50daycary and 5,20daycontrol). The medium smallest
posture period was in the group treaty with M. anisopliae var. anisopliae (9,14dayircary
and 11,80dayconiol). The smallest medium production index of eggs was observed in
the treatment with M. anisopliae var. anisopliae (28,34%rcaty € 58,31%control) and the
smallest medium reproductive efficiency went to the group treaty with M. anisopliae
var. anisopliae (348,62%caty € 11512,53%¢ontrot) Beauveria bassiana introduced minor
medium of incubation of eggs (12,50dayreary and 11,90dayconirol). The smallest medium
percentile of larval eclosion was obtained in the treatment with M. anisopliae var.
anisopliae (32,06%treary and 99,59%contro1), With medium period of eclosion was
10,71dia greary and 11,00diacontror. In the study of the behavior of the fungus pos-infection
observed that B. basssiana percentile of germination medium of conidia was the
highest (46,00%rcaty and 30,66 %oconwol). B. basssiana being the better sporulation
during the 12 days of observation. The number of the colony of M. anisopliae var.
acridum was larger in the 12 observed days and in the diameter of the colony of B.
basssiana was larger for 12 day of observation. In the morphologic analysis no were

identified difference in the structures re-isolates (P > 0,05).
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo ectoparasitas que causam prejuizos a pecudria e provocam
danos aos vertebrados domésticos, silvestres e ao homem, transmitindo graves
enfermidades como a berbesiose em animais domésticos € a doenga de Lyme no
homem (CORDOVES,1997; ESTRADA-PENA & JONGEJAN, 1999).

A populagdo canina ¢ estimada, no Brasil em torno de 10 milhdes e estd em
processo de expansdo, principalmente devido a utilizacdo de cdes para guarda e
companhia. Este crescimento implica no aparecimento de ectoparasitoses. Um grande
impecilio na criacdo de caes ¢ a periodicidade de infestagdes macigas por carrapatos
(Rhipicephalus sanguineus), inviabilizando assim, o custo de produgdo no tocante aos
gastos com acaricidas e indiretamente com medicamentos para doengas transmitidas
por estes vetores. O controle dessa praga ¢ baseado no uso de produtos quimicos
acaricidas sobre os animais € o meio ambiente (CORDOVES, 1997; MELO &
AZEVEDO, 1999), com o emprego indiscriminado, ocasionando sérios problemas com
relacdo a poluicdo ambiental, resisténcia aos insetos, residuos, toxidez e eliminagdo de
inimigos naturais (BITTENCOURT et al., 1995).

O controle bioldgico por fungos entomopatogénicos tem-se apresentado como
uma alternativa para esse problema. Os fungos sdo os patdgenos mais freqiientemente
encontrados em populagdo de acaros, contribuindo para o seu controle, pois uma vez
disponiveis na natureza sdo eficazes, mostrando-se seguros e especificos
(BITTENCOURT et al., 1995; FRAZZON et al., 2000). A ocorréncia natural de
entomopatdogenos ¢ um fator importante no equilibrio de populagdes de insetos e
muitas espécies sdo empregadas como agentes biocontroladores de pragas (ALVES,
1998a; AZEVEDO, 2001). Muitas sdo as vantagens do uso destes agentes microbianos
de controle principalmente no que concerne a seguranca do homem, de outros
organismos, a redu¢do de residuos de pesticidas quimicos nos alimentos, a preservacao
dos inimigos naturais € no aumento da diversidade no equilibrio do ecossistema

(BELLWS, 2001; HEADRICK & GOEDEN, 2001; LACEY et al, 2001).
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Entre os fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae e Verticillium lecanii sao 0s mais promissores para o controle de carrapatos
(CORDOVES, 1997; ONOFRE et al., 2002). M. anisopliae var. anisoliae ¢
cosmopolita e de ampla distribuicdo geografica, mundialmente conhecido como o
patégeno da cigarrinha da cana-de-agucar (Mahanarva posticata), ¢ o mais bem
sucedido agente de controle biologico de insetos das pastagens (LUNA-ALVES
LIMA, 1985). M. anisopliae var. anisoliae se caracteriza pela abundante esporulagao
na superficie do hospedeiro e meios artificiais (MESSIAS & AZEVEDO, 1980). A
faixa de temperatura entre 25°C e 28°C e umidade aproximada a 92,5% tem-se
apresentado ideal para o seu desenvolvimento (OUEDRAGQO et al., 1997). Esta espécie
vem sendo bastante utilizada no controle bioldgico de insetos no Brasil e mais
recentemente sobre os carrapatos Rhipicephalus sanguineus € Boophilus microplus
(ATHAYDE et al., 1999a; 2001).

M. anisopliae var. acridum ¢ conhecido por sua eficiéncia no controle de
gafanhotos (MOREIRA et. al., 1996; XAVIER-SANTOS et al.,, 1999; FARIA et al.,
1998; FARIA & MAGALHAES et al, 2001). A faixa de temperatura entre 25°C e
26°C tem se mostrado ideal para a germinacdo e 24 e 25°C para esporulacio
(THOMAS & JENKINS, 1997; HONG et al.,2000).

B. bassiana ¢ cosmopolita amplamente utilizado como bioinseticida contra
diversas espécies de insetos e acaros incluindo carrapatos podendo viver por muito
tempo em saprogénese (BITTENCOURT et al/,1995; ATHAYDE et al.,1999b). A
temperatura ideal esta entre 23 e 28°C, dependendo do isolado pode variar entre 5 ¢
35°C e a umidade relativa ¢ de 90%.

O presente trabalho teve por objetivo estudar a acdo de Metarhizium anisopliae
var. anisoliae, M. anisopliae var. acridum, Beauveria bassiana e os parametros

biologicos apds passagem em Rhipicephalus sanguineus.



NASCIMENTO, F. S. B. Acdo de Metarhizium anisolpiae var. anisopliae... 18

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da Taxonomia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metsch.)
Sorokin, Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin var. Acridum Driver, Milner &

Trumeman var. nov. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin

M. anisopliae conhecido como muscardine verde, ¢ considerado o mais bem
sucedido agente de controle bioldgico de insetos que causam prejuizos as plantagdes de
cana-de-agucar e as pastagens. Foi classificado pela primeira vez como Entomophthora
anisopliae, na praga do milho Anisoplia austriaca, por Metschnikoff, em 1879 na
Russia, sendo um ano depois, reclassificado como Isaria destructor. Posteriormente, o
taxon recebeu varias denominagdes e por fim em 1893, na Franga, Delacroix o
registrou como Qospora destructor (Metsch.) PETCH (1931). No mesmo ano, Sorokin
pde em sinonimia, permanecendo até os dias atuais como Metarhizium anisopliae
(LUNA-ALVES LIMA, 1985). A espécie M. anisopliae de acordo com o tamanho dos
conidios estd separada em duas variedades: M. anmisopliae (Metsch.) Sorokin var.
anisopliae de esporos curtos (3,5-9,0um) e M. anisopliae (Metsch.) Sorokin var. major
(Johnston) comb. nov. de esporos longos (9,0-18,0um) (TULLOCH, 1976).

M. flavoviride foi citado pela primeira vez por GAMS & ROZSYPAL (1973)
baseado essencialmente na morfologia e dimensdes dos conidios, de uma cultura
isolada de curculionideo de solo em 1956 e cultivado em anos consecutivos, em varios
paises da Europa. ROMBACH et al. (1986) descreveram uma nova variedade para a
espécie, M. flavoviride var. minus definindo assim duas variedades: M. flavoviride
Gams & Rozsypal var. flavoviride e M. flavoviride Gams & Rozsypal var. minus
Rombach, Haumber & Roberts var. nov. (ROMBACH et al., 1986; XAVIER-
SANTOS, 1995). Esta espécie ¢ caracterizada pela formagdo de agregados de
conidioforos que se assemelham aos esporodoquios e pelas cadeias de conidios

elipsoides e fialides clavadas (9-14 um x 3-4,5 pum) com 7-9(-11) x 4,5-5,5 pm. Em
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linhagem jovens, sdo encontrados conidios elipsodides e em linhagens mais velhas,
conidios cilindricos 7-10um x 3-4 um. Os conidios mostram-se de parede lisa e hialina
e de coloragdo verde-amarelada quando forma col6nia devido a grande massa de
conidos.

Recentemente DRIVER et al (2000) admitiram o M. flavoviride var.
flavoviride Gams & Rozsypal, legitimamente reconhecida por esses autores pela
primeira vez (GAMS & ROZSYPAL, 1973) e fundamentado nos padrdes de RAPD-
PCR e sequéncia de ITS do DNA ribossdmico classificaram M. flavoviride em
Metarhizium anisopliae var. acridum. M. aniospliae e M. flavoviride foram separados
em dez grupos, sendo um, isolado do Brasil (1173) no grupo 2 (M. flavoviride Tipo E).
Os mesmos autores expuseram o quanto ¢ dificil a separa¢do desse grupo, inclusive a
impossibilidade através de métodos moleculares. O grupo 7 corresponde o M.
anisopliae var. acridum (1189-1193) isolado de Schistocerca pallens no Brasil e
finalmente consideraram o grupo 9 Metarhizium anisopliae var. anisopliae, incluindo
neste outro isolado do Brasil (1036).

Beauveria bassiana, denominado anteriormente de Brotytis bassiana, foi
primeiro estudado detalhatamente por Agostino Bassi no ano de 1835. A primeira
citacdo da espécie B. bassiana foi realizada por Vuillemin em 1912, quando descreveu
o género em homenagem a Beauverie, um entomologista francés (BENHAN &

MIRANDA, 1953).

2.2 Aplicacio no controle biolégico e aspectos biolégicos de Metarhizium
anisopliae var. anisoplia, Metarhizium anisopliae var. acridum e Beauveria

bassiana .

Os fungos sdo capazes de atacar insetos fitofagos e aquaticos, pragas de solo e
de causar epizootias naturais, além de se destacarem como patdogenos de largo espectro.
Podem infectar diferentes estagios de desenvolvimento dos hospedeiros, penetrando
por diversas vias, inclusive pelo tegumento, com uma grande capacidade de

disseminacao horizontal (ALVES, 1998a).
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Sdo varios os mecanismos envolvidos na patogenicidade de fungos sobre os
insetos. Fatores abidticos como temperatura, umidade, luz e radia¢do ultravioleta e
bioticos como a predisposi¢cao do hospedeiro e as diferentes fontes nutricionais, podem
influenciar no ciclo nas relagdes fungo-hospedeiro. As fases do ciclo incluem adesao,
germinacdo, formacgao de apressorios, formagao de grampo de penetragdo, penetragao,
colonizagao, reproducao do patégeno, disseminacdo do fungo, formacao de estruturas
de preservagdo do fungo, producdo de enzimas e producdo de toxinas. A morte do
hospedeiro decorre da producao de micotoxinas, mudangas patoldgicas na hemocele,
acao histolitica e bloqueio mecanico do aparelho digestivo ocasionado pelo
crescimento do micélio e iniciagdo do processo de esporulagdo fungica (ALVES,
1998b).

Os carrapatos sao ectoparasitas que com frequéncia causam prejuizos a pecuaria
e provocam danos aos animais domésticos, silvestres € ao homem. Vetores eficientes
de protozoarios, bactérias, rickettisias e virus, transmitem graves enfermidades como a
doenga de Lyme no homem e berbesiose nos animais. Além de provocar no hospedeiro
mudancas de comportamento causado pelas severas expoliagdes de pele, causam
susceptibilidade as infecgdes bacterianas secundarias, podendo ainda causar miiase e
anemia, levando animais infestados a morte. R. sanguineus ¢ um ioxodideo responsavel
pela transmissdo de virus, riquetizias, toxinas, bactérias e hematozoarios, em caes,
podendo leva-los a morte. Como exemplo, podem ser citados a Babesia canis,
Hepatozoon canis, e Ehrlichia canis. Apresentam como hospedeiros preferenciais,
canideos domésticos, silvestres e carnivoros africanos, podendo ser encontrados
parasitando outros animais domésticos e também o homem (CORDOVES,1997;
ESTRADA-PENA & JONGEJAN, 1999). Estudos com R. sanguineus infectados
naturalmente com o fungo Aspergillus ochraceus, mostraram que o mesmo colonizou o
carrapato via anus, intestinos e tubos de Malpighi, impedido consequentemente a
ovoposi¢do, promovendo a morte e a mumificacio (ESTRADA-PENA et al.,1990).

Os principais carrapatos de importancia econdmica no Brasil sdo Boophilus
microplus e Rhipicephalus sanguineus. ONOFRE et al. (2001), em trabalho de revisao,
relataram que na bovinocultura ¢ dificil avaliar os prejuizos causados por esses acaros.

O Boophilus microplus, devido as condi¢des climaticas favoraveis, propaga-se
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facilmente, causando a mortandade do gado, o lento desenvolvimento dos animais,
carne e leite produzidos contaminados por doengas, transmissdo de agentes
patogénicos, diminui¢do na produgdo de couro e o gasto monetario envolvendo o uso
de acaricidas para o controle dos mesmos.

O uso de fungos tem grande importancia no controle microbiano, que vem se
intensificando principalmente na area agricola por conta da utilizacdo dos pesticidas
(SAMISH & GLAZER, 1991; MWANGI et al.,1991)

Os fungos sdo os agentes mais frequentemente encontrados em populagdes de
acaros e o controle bioldgico por fungos entomopatogénicos tem-se apresentado como
uma alternativa para o problema causado pela utilizagdo dos acaricidas
(BITTENCOURT et al., 1995). Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae var.
anisopliae e Verticillium lecanii sao os mais promissores. A ocorréncia natural de
agente ¢ um fator importante no equilibrio de populagdes de insetos e no emprego
desses agentes como biocontroladores, que uma vez disponiveis na natureza, tornam-se
mais eficazes, seguros e especificos (CORDOVES, 1997; FRAZZON et al., 2000;
LACEY et al., 2001).

2.2.1 Metarhizium anisopliae var. anisopliae

A implementacao do controle bioldgico no Brasil comegou com GUAGLIUMI
(1970) em experimento no campo utilizando o entomopatogénico M. anisopliae em
formulacao sobre a folhagem das canas jovens e dos colmos infectados por Mahanarva
posticata, cigarrinha da folha e M. fimbriolata cigarrinha das raizes. Ja em 1974,
GUAGLIUMI et al.,(1974) objetivando o controle da M. posticata em Pernambuco,
aplicaram M. anisopliae, via terrestre e aérea, constatando um percentual de
mortalidade de 30-40% para as ninfas e 20-30% para os adultos. Evidenciando que, no
campo o fungo parasitou outros insetos como: Diatraea spp, Metamasius hemipterus,
Spodoptera frugiperda, Cirphis sp e insetos indcuos a cana-de-acucar.

XAVIER-SANTOS (1995) confirmou a patogenicidade de M. flavoviride

(Metahizium anisopliae var. acridum) contra Schistocerca pallens em bioensaios de
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laboratodrio utilizando formula¢des em 6leo de soja com diferentes concentragdes de
conidios. A mesma autora estudou os aspectos: comportamento cultural, citologico e
entomopatogénico da linhagem CG 423 de M. flavoviride isolada de gafanhoto no
Nordeste S. pallens, verificou um bom desenvolvimento em Meio Completo e em
Batata Dextrose-Agar, ocorrendo neste ultimo, um maior.crescimento vegetativo.

MONTEIRO et al. (1998) em bioensaio de laboratorio, testaram sobre larvas de
R. sanguineus, tré€s isolados de M. anisopliae e dois de B. bassiana nas concentragdes
de 10%,107, 10° ¢ 10° conidios/mL e observaram que no grupo controle a média de
mortalidade larval variou entre 10 a 46,6% e nos grupos tratados a média foi de 13,3 a
100%. A patogenicidade foi mais efetiva na concentragdo de 3,5x10° conidios/mL, sob
condigdes ambientais de umidade relativa de 80% e temperatura de 27°C.

ATHAYDE et al. (1999a) estudaram a patogenicidade in vitro de M. anisopliae
sobre teledginas de Rhipicephalus sanguineus, utilizando suspen¢do de conidios na
concentragdo de 7,85x10° e verificaram um aumento no peso residual das fémeas,
reducdo do peso da massa de ovos, diminui¢do do indice de produgdo de ovos,
diminui¢ao do percentual de eclosdao, aumento do periodo de pré-postura, diminui¢ao
no periodo de postura, aumento no periodo de incuba¢do, aumento do periodo de
eclosdo, apresentando mortalidade de 70% no grupo tratado e percentual de controle de
79,43%.

ATHAYDE et al.(1999b) testaram a patogenicidade do B. bassiana e M.
anisopliae sobre teledginas de R. sanguineus de caes domiciliados do Semi-arido
Paraibano e verificaram reducao de peso da massa de ovos, diminuigao no periodo de
pré-postura, diminui¢@o no percentual de eclosdo, mortalidade larval variando entre 70-
80% e percentual do controle em relacdo ao grupo tratado de 79.93% para o M.
anisopliae € 99,99% para o B. bassiana.

ATHAYDE (2002) e ATHAYDE et al.(2001) avaliaram a patogenicidade in
vitro de M. anisopliae M. flavoviride e B. bassiana sobre ovos de fémeas ingurgitadas
selvagens de Boophilus microplus a temperatura ambiente. Para os grupos tratados
com o M. anisopliae, o periodo de incubacao ocorreu em 45,5 dia, o periodo de eclosao
em 13 dias e o percentual de eclosdao em 9,75%. Para o M. flavoviride os valores 50,35

dia, 15 dias e 10% e para o B. bassiana foi observado, 30,5 dia, 9,5 dia e 7,75%
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respectivamente. Os resultados confirmam a patogenicidade de M. anmisopliae e B.
bassiana e a agdo do M. flavoviride contra esse carrapato.

M. anisopliae var. anisopliae ¢ amplamente distribuido na natureza, podendo
ser encontrado tanto em clima temperado quanto tropical PETCH (1931). Devido a
facilidade de multiplicacdo em laboratorio e adaptacdo em condi¢des de campo e por
ser um produtor de abundantes conidios essa espécie vem sendo muito utilizada no
controle bioldgico de pragas no Brasil e em outros paises (COSTA, 1978; SILVEIRA,
1990). Este ¢ encontrado atacando mais de 200 espécies de insetos ou no solo, onde
sobrevive por longos periodos. Em infec¢des experimentais sua agdo sobre carrapatos
tem sido observada, apresentando viruléncia contra Boophilus microplus,
Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus apendiculatus e Amblyomma variegatum
dentre outros (BITTENCOURT, 1996; ALVES, 1998a; MONTEIRO et al., 1998;
1998; ATHAYDE et al.,1999a).

Esse fungo apresenta apenas o ciclo assexuado, entretanto na década de 80 a
recombinagdo parassexual foi descoberta, oferecendo uma alternativa, importante para
a obtencao de recombinantes que sejam diferentes do tipo selvagem de origem, para os
estudos genéticos em fungos imperfeitos, e o melhoramento genético dos mesmos com
potencial para programas de controle biologico (AZEVEDO, 1971; MESSIAS &
AZEVEDO, 1980; AZEVEDO, 1998). Seus conidioforos sdao hialinos, podendo ser
simples ou ramificados e caracterizam-se por apresentarem fiadlides hialinas
diferenciadas em sec¢cdo basipetal que formam conidios cilindricos ou elipticos
caracteristicos de coloracdo esverdeada (TINLINE, 1971; LUNA-ALVES LIMA,
1985; XAVIER-SANTOS et al., 1999). O ciclo biolégico, em condigdes favoraveis,
inicia-se com a germinagdo dos conidios, que podem emitir um ou mais tubos
germinativos formando o micélio posteriormente a diferenciacdo hifal e os conidos sdo
produzidos reiniciando o ciclo (FERREIRA, 2000).

Os fatores abidticos tais como temperatura, clima, luz ultravioleta e solar, pH
do solo, dentre outros, influenciam tanto na distribui¢do quanto no desenvolvimento do
fungo, assim como na patogenicidade (RATH et al, 1992), na condi¢do nuclear
(ZIMMERMANN, 1982; MARGOSAN E PHILLIPS, 1985), na viabilidade e
viruléncia dos conidios (DAVIES-MORLEY et al., 1995; RATH at al., 1995), na
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germinagcdo (BOCK et al, 1999), e trazendo problemas no que diz respeito a
performance do fungo no campo. Dentre esses fatores, a temperatura a umidade e a luz
sdo os mais importantes (ALVES, 1998a).

As condi¢des ambientais 6timas ao desenvolvimento micelial, germinagdo e
esporulacdo do M. anisopliae, correspondem a umidade proxima a 92,5% de UR
(WALSTAD et al, 1970) e temperaturas de 25-30°C (STEINKRAUS &
SLAYMAKER, 1994). M. anisopliae var. anisopliae ¢ pouco exigente em relagcdo a
fonte nutritiva, desenvolvendo-se em diversos meios de cultura, utilizando como fonte
de carbono amido, glicose, glicerina levulose, maltose, sacarose e quitina,
apresentando um o6timo desenvolvimento em Meio Completo e Minimo (RIBEIRO,
1992), os mesmos empregados pela primeira vez em outros estudos genéticos de

Aspergillus nidulans (AZEVEDO, 1998).

2.2.2 Metarhizium anisopliae var. acridum

MOORE et al. (1992) realizaram ensaios para estudar as alteracdes na
alimentacdo do gafanhoto S. gragaria, apos infeccdo com M. flavoviride e observaram
que altas dosagens do fungo apds 24 horas, ocasionavam uma reducdo do consumo
diario por parte dos gafanhotos, acompanhado de um periodo de morte dos mesmos,
variando entre 5 a 14 dias, dependendo da concentracao do inoculo.

FARGUES et al. (1992) estudando trinta e um isolados de Hyphomycetes
entomopatogénicos quanto a influéncia da temperatura sobre o crescimento in vitro,
verificaram que os isolados de M. flavoviride apresentaram crescimento na temperatura
entre 8° ¢ 32°C, mostrando a 25°C melhor taxa de crescimento.

STATHERS et al. (1993) estudaram o efeito de diferentes temperaturas sobre a
viabilidade de conidios de M. flavoviride estocados em 6leos vegetais e minerais. Foi
verificado que a viabilidade dos conidios estocados em diferentes 6leos vegetais e
minerais foi reduzida substancialmente a uma temperaturas constante de 25°C. Sendo o
melhor intervalo de temperatura para estocagem de 5-10°C. Foi observado também que

em oOleo de soja e querosene, houve um aumento na viabilidade dos conidios
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BATEMAN et al. (1993) testaram as formulag¢des de conidios de M. flavoviride
em agua e 6leo e observaram que a formulagdo em o6leo apresentou DLsy menor do que
a formulacdo em agua, mostrando que sob condigdes de baixa umidade, ocorreu um
aumento na infectividade de M. flavoviride sobre S. gregaria.

MILNER et al.(1994) avaliaram a patogenicidade de M. flavoviride, contra
Phaulacridium vittatum, acridideo oriundo da Australia, verificaram uma mortalidade
de 100% em trés semanas ¢ que os conidios aplicados nas folhagens usadas como
alimento para o hospedeiro persistiram por 14 dias. O emprego experimental do M.
flavoviride vem sendo realizado em condi¢des de campo na Africa e em outros paises
contra gafanhotos, em doses de 10" conidios/ha, para aplica¢des no campo. Entretanto
sd0 necessarias grandes quantidades de conidios para o tratamento das areas infestadas,
0 que inviabiliza o uso desse patdgeno em grandes infestacoes da praga, implicando
consequentemente, no estudo de novas estratégias de controle (ALVES, 1998a).

McCLATCHIE et al.(1994) verificaram que altas temperaturas (>40°C)
provocavam retardamento na morte e germinacdo dos conidios de M. flavoviride.
Conidios secos pela adigdo de silica-gel as formulagdes apresentaram uma temperatura
de tolerancia muito maior. Os conidios produzidos a 30°C foram mais tolerantes as
altas temperaturas do que os produzidos a 26°C. Também foi observado que um
aumento de sacarose de 2 para 8% no meio do crescimento, reduziu a tolerancia.

RATH et al.(1995) estudaram a infectividade de dois isolados de M. anisopliae
e um de M. flavoviride e um de B. bassiana, contra larvas do 3° estagio e adultos de
Adoryphorus couloni. Os resultados indicam que M. anisopliae foi altamente infectivo
para larvas e adultos, que M. flavoviride foi infectivo apenas para adultos do inseto, e
que B. bassiana nao apresentou qualquer poder de infecao.

M. anisopliae var. acridum ocorre sobre Orthoptera, Hymenoptera e
Coleoptera, sendo raramente encontrado investindo sobre insetos ou encontrados em
amostras de solo, entretanto tem-se mostrado bastante promissor contra gafanhotos
(ALVES, 1998b; TOMAS & JENKINS, 1997).

OUDEGRAGO et al. (1997) estudaram o efeito da temperatura no crescimento
entre quatorze isolados de M. flavoviride e vinte e dois de M. anisopliae e chegaram a

conclusdo que a maioria dos isolados cresceram entre 11 e 32°C, alguns cresceram
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entre 8° e 37°C e nove isolados cresceram até 40°C. A temperatura 6tima ficou entre
25° e 35°C. M. flavoviride mostrou-se mais resistente as altas temperaturas do que M.
anisopliae, tolerando uma temperatura de 32°C.

TOMAS & JENKINS (1997) estudaram em dois isolados de M. flavoviride, a
temperatura 6tima para germinagdo, taxa radial de extengdo hifal e esporulagdo. A
temperatura Otima para extencdo hifal do isolado 191-609 foi de 25,5°C para a
esporulagdo foi 24°C demonstrou também que e o isolado IMI 330189 mostrou
temperatura Otima entre 25°C e 27°C, respectivamente. Para a germinacdo a
temperatura foi de 30°C. Para a esporulagdo a temperatura 6tima foi mais baixa do que
para extencdo hifal. Estudos adicionais foram realizados para avaliar o efeito da
temperatura ¢ da dose na mortalidade de Zonocerus variegatus. Com o aumento da
dose, o tempo de sobrevivéncia em temperatura de incubagdo foi reduzido
drasticamente. Dose e temperatura interagiram. Foi estimada para cada dose, a
temperatura 6tima para infecgdo, 5°C mais elevada do que para o crescimento e entre a
taxa de extengdo hifal, in vitro e o tempo de sobrevivéncia do hospedeiro nao foi
observada relagdo significativa.

Ja foi verificado que para M. anisopliae var. acridum, a temperatura entre 25 e
27°C, tem se mostrado ideal para a germinagdo e entre 24 e 25°C para esporulagdo e
para um bom crescimento da coldnia e uma boa produgado de conidios, a partir de 25°C,
sendo os maiores valores encontrados a 30°C (HONG et al., 2000).

MAGALHAES et al.(2000) verificaram em estudos sobre a esporulacio de M.
anisopliae var. acridum e B. bassiana em Rhammatocerus schistocercoides em
ambientes secos e umidos e inoculados a 30° e 25°C respectivamente, que ambas
espécies foram patogénicas ao R. schistocercoides, sendo que M. anisopliae produziu
mais conidios internamente que B. bassiana a 53% e 75% de umidade relativa, ndo
havendo esporulagdo externamente nessas mesmas umidades. Entretanto M. anisopliae
mostrou-se melhor, produzindo mais conidios do que B. bassiana em 100% de

umidade relativa.
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2.2.3 Beauveria bassiana

MALAGODI et al. (1995), realizaram bioensaios em laboratdrio, avaliaram a
patogenicidade dos fungos M. anisopliae e B. bassiana sobre cupim Nasutitermes. Os
tratamentos utilizados foram as suspensdes de cada um deles em cinco concentracdes
(lx106, 1x107,1x10%,1x10%,1x10'°conidios /mL). Os resultados mostraram que ambos
os fungos causaram mortalidade de 100% nas concentragdes de 1x10° e
1x10"conidios/mL e de 97,5% e 87.5% respectivamente na concentra¢io de
1x10%conidios/mL em cinco dias. O TLs, varou de 2,70 a 5,87 dias para B. bassiana e
para M. anisopliae foi de 1,96 a 6,72 dias nas concentracdes de 1x10'° e 1x10°conidios
/mL. A CLs, foi de 3,18){107 e 0,18){107 conidios/mL para B. bassiana e para M.
anisopliae 1,7x10" ¢ 0,69x10” conidios/mL aos quatro ¢ seis dias de inoculagdo
respectivamente.

KAAYA & MUNYINYI (1995) estudaram o potencial biocontrolador dos
fungos B. bassiana e M. anisopliae contra larvas de Glossina spp. Utilizaram duas
concentracdes de areia esterilizada (1,0 g/litro e 0,5 g/litro) misturadas com os fungos.
Verificaram que na concentracdo de 1,0 g/litro com B. bassiana ¢ M. anisopliae, a
mortalidade das larvas foi de 97% e 80% respectivamente. KAAYA ef al. (1996)
testaram B. bassiana, juntamente com M. anisopliae contra Rhipichephalus
appendiculatus de zebuinus infestados naturalmente e constataram que ambos
induziram uma reducdo na fecundidade de 85-99%, na incubacdao dos ovos de 94-
100%, promoveram uma mortalidade elevada de 76-85%. Também foi verificado,
100% de mortalidade das larvas, 76-95% das ninfas e 36-64% dos adultos para ambos
os fungos.

BARBOSA et al. (1997) investigaram o efeito de diferentes concentracdes de
conidios de dois isolados (747 isolado de formiga e 986 isolado de carrapato) do fungo
B. bassiana sobre a muda larval e a sobrevivéncia de ninfas do carrapato R.
sanguineus, utilizadas as seguintes concentracdes de 10*, 10%¢10%conidios/mL. Como
resultados verificaram que o percentual de muda diminuiu, a medida que se as

concentracdes de conidios aumentaram, alcancando percentuais de 100% de
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mortalidade de larvas ingurgitadas nas concentragdes mais elevadas. Também foi
observado quanto a sobrevivéncia de ninfas oriundas da ecdise de larvas ingurgitadas
que para o isolado 747, os percentuais de sobrevivéncia foram semelhantes com 93%
para o controle e 92% para a concentracdo de 10* . Na concentragdo de 10° esse
percentual foi de 11% e na concentragdo mais elevada (10°), ndo houve presenca de
ninfas, assim como nas concentragdes de 10° e 10® do isolado 986, consequentemente
esse resultado foi devido a mortalidade de 100% das larvas ingurgitadas.

Beauveria bassiana sob condi¢des de laboratério pode colonizar varios insetos,
ocorrendo no campo de forma enzodtica em Diptera, Hymenoptera e Orthoptera e
epizodtica em Coleoptera, Lepidoptera e Hemiptera. A infeccdo ocorre freqiientemente
via tegumento, podendo ocorrer para alguns insetos por via oral (ALVES, 1998a).

TIGANO et al. (1998) estudaram a patogenicidade de trés isolados de B.
bassiana e treze de M. anisopliae sobre ninfas de Triatoma infestans. Os resultados
mostraram que a CLs, foi maior para o B. bassiana com 7,5 X 10° conidios/mL do que
para M. anisopliae que foi de 4,3 x 10° conidios/mL, possibilitando o emprego desses
fungos contra este inseto.

MONTEIRO et al. (1998) avaliaram em ovos de R. sanguineus os efeitos de B.
bassiana e de M. anisopliae. Como resultados verificaram que a porcentagem de
eclosdo variou entre 0 e 26,66% para a concentragio de 10° conidios/mL e para a
concentracio de 10° conidios/mL de 66,6 a 100%. Para inibi¢io da eclosdo das larvas,
a CLsp e CLgp foi melhor em temperatura e umidade variaveis. A temperatura de 27°C e
UR de 80% foi o melhor para a eclosdo das larvas.

WRAIGHT et al. (1998) indicaram em estudos de patogenicidade que B.
bassiana juntamente com Paecilomyces fumososorus sdo altamente virulentos para as
ninfas de Bemisia argentifolli (mosca branca), mostrando mais uma vez um
consideravel potencial do fungo B. bassiana para o controle biologico desse inseto.

TAMALI et al. (1999) avaliaram a patogenicidade de B. bassiana em fémeas
recém-emergidas do acaro Tetranychus urticae. Foram testadas seis concentragdes
(5x106, 1x107, 5x107, 1x108, 5x10°% ¢ 1x109c0nidios/mL), nas quais foi observado que
para este isolado a medida que a suspensdo de conidios se tornou mais concentrada, os

valores de mortalidade corrigida aumentaram, mostrando também que das seis
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concentracdes estudadas os valores de mortalidade corrigida ao sexto dia, foram
inferiores a 50%, sendo observada apenas na concentragdao de 1x10°conidios/mL,
mortalidade total superior a 50% para as fémeas de 7. urticae.

Nao foi ainda registrado na literatura dados sobre a patogenicidade tanto do B.
bassiana, quanto do M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum sobre
cepas selvagens de B. microplus (carrapato bovino) das regides semi-aridas
(ATHAYDE, 2002).

B. bassiana é conhecido por ser amplamente utilizado como bioinseticida contra
diversas espécies de insetos e acaros incluindo carrapatos (BITTENCOURT et al,1995;
ATHAYDE et al.,1999b). Esta espécie ¢ frequentemente encontrada parasitando
insetos ou em amostras de solo podendo sobreviver por muito tempo em saprogénese
(ALVES, 1998a). Sdo apresentadas duas fases distintas para o ciclo biolégico de B.
bassiana: a parasitaria onde a penetragdo tegumentar ocorre através da agdo enzimatica
¢ da mecanica em 12 horas, com germinagdo dos conidios variando entre 16-18 horas
apos infecdo e a fase saprobia que ocorre depois que os conididforos exteriorizam,
formando conidios. Os requisitos nutricionais para B. bassiana com relagdo ao
crescimento € a germinacao ndo sdo complexos. Este fungo em varios ambientes ¢
facilmente cultivado em meios naturais e sintéticos (ATHAYDE, 2002).

A temperatura ¢ um dos fatores abidticos que mais influencia na biologia dos
fungos. Isso foi bem evidenciado nas investigagdes realizadas por INGLIS ef al. (1999)
onde a colonizacdo competitiva em fungos ¢ influenciada pela temperatura, ocorrendo
que, B. bassiana se sobrepujou sobre M. flavoviride a uma temperatura constante de

25°C, no entanto quando a temperatura foi elevada o inverso ocorreu.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens fungicas

As linhagens de Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metarhizium
anisopliae var. acridum e Beauveria bassiana foram obtidas da Cole¢ao de Cultura
(Micoteca-URM) do Departamento de Micologia da Universidade Federal de

Pernambuco (Tabela I).

TABELA 1. Origem das linhagens de Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metarhizium
anisopliae var. acridum ¢ Beauveria bassiana.

Espécie Fungica Codigo da Linhagem Localizacao Hospedeiro N° de acesso
Fungica URM
Metarhizium PL43 Flexeiras/AL Mahanarva posticata 3349
anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium BR; Rio Grande  Shistocerca pallens 3800
anisopliae var. do Norte
acridum
Beauveria bassiana CL, Carpina/PE Castnia licus 3447

3.2 Meios de cultura e solucdoes empregadas

3.2.1 Meios de cultura

° Batata-Dextrose-Agar (BDA) OXOID

Foram pesadas 39g de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e colocado em 1 litro de dgua

destilada, o qual foi levado ao fogo para total dissolu¢do. Em seguida foi autoclavado
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por 15 minutos a 120°C e distribuidas assepticamente em placas de Petri ou em tubos

de ensaios.

e Batata-Dextrose-Agar mais Cloranfenicol

Ao BDA foram acrescentado 1ml da solugao de Cloranfenicol e autoclavado a
120°C por 15 minutos sendo posteriormente distribuido assepticamente em placas de

Petri.

3.2.2 Solucoes

e Solucio de Cloranfenicol (50pg/mL)

O antibidtico foi dissolvido em 10mL de etanol.

e Solucao "Tween"80 (0,05% v/v)

"Tween"80.....cccceeuuvvvennnnnn 0,5mL
Agua destilada................ 1000L

Foi colocado 0,5mL de "Tween"80 em 1000mL de agua destilada e autoclavada

a 120°C por 15 minutos, posteriormente estocados a temperatura ambiente.

3.3 Obtencio e desinfecciao das teledginas
3.3.1 Obtencéo das teledginas
As fémeas de Rhipicephalus sanguineus foram obtidas diretamente do corpo de

cdes domiciliados, da regido do Grande Recife-PE. Foram utilizadas 30 fémeas

ingurgitadas, 10 para cada linhagem flingica e um para o controle.
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3.3.2 Desinfeccio das teledginas

As teledginas foram imersas em hipoclorito de sodio a 4% por trés minutos, em
seguida em alcool a 70% por trés minutos e posteriormente em agua destilada

autoclavada por trés minutos e secos em papel filtro autoclavado.

3.4 Quantificacido do inoculo

Para se determinar a dose infectante, uma fémea foi infectada por cada fungo,
através do contato em cultura fungica em tubo de ensaio por cinco minutos. Apds o
tempo determinado a fémea foi colocada em 10mL de Tween “80”, onde sofreu
agitacdo em Vortex por trés minutos. A fémea foi retirada e aliquota dessa suspensao
foi quantificada em cdmara de Neiibauer, adotando o campo de contagem 4 (nx4x10°)
de acordo com ALVES & MORAES (1998). Para M. anisopliae var. anisopliae, M.
anisopliae var. acridum e B. bassiana foram utilizadas as seguintes doses infectantes:

33x10°, 73x10° e 127x10° respectivamente.
3.5 Infec¢ao das teledginas
As fémeas R. sanguineus foram infectadas sob forma de contato conidial seco,

durante cinco minutos e colocadas em placas de postura a temperatura ambiente =+

28°C até cessarem as observagoes.
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3.6 Parametros para avaliacdo da a¢do dos fungos sobre as teledginas

Os parametros biologicos utilizados para avaliar a acdo dos fungos sobre as
fémeas de R. sanguineus, foram: a) periodo de pré-postura; b) periodo de postura;c)
peso inicial; d) peso residual; e) peso da massa de ovos. Para o célculo do indice de
producao de ovos (IPO), percentual de controle e eficiéncia reprodutiva (ER),

utilizou-se as seguintes equagoes:

IPO = Peso da massa de ovos (g) x 100

Peso inicial das fémeas (g)

% Controle= ER (controle) — ER (tratados)
ER(controle)

ER= Peso da massa de ovos (g) x (%Eclosao) x 20000

Peso das fémeas (g)

Foram analisados os parametros referentes aos ovos oriundos de fémeas
infectadas: a)periodo de incubacgao, b) periodo de eclosdo, c) percentual de eclosdao

seguindo BENNETT (1974).

3.7 Reisolamento dos fungos das teledginas infectadas

Apds a morte das fémeas, as mesmas passaram por um processo de lavagem
com hipoclorito de s6dio a 4% por trés minutos, em alcool a 70% por trés minutos e
enxaguado em 4agua destilada e autoclavada por trés minutos, em seguida secadas em
papel filtro autoclavado e colocadas em placas contendo BDA mais o antibidtico e

acondicionadas em estufa de BOD a 28°C por 12 dias (Figuras 1, 2 e 3).
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FIGURA 3. Beauveria bassiana infectando
teledgina de Rhipichephalus sanguineus em
BDA mais Cloranfenicol, aos 12 dias de

crescimento a 27°C.

O reisolamento foi feito examinando-se a fémea infectada ao estereomicroscopio,
retirando-se os conidios com alga de platina, transferindo-os para tubos de ensaio
contendo BDA. Estes foram transferidos para estufa de BOD a 27°C com umidade
relativa de 80%, onde foram examinados diariamente até a completa conidiogénese dos

fungos (Figura 4).

FIGURA 4. Metahrizium anisopliae var. anisopliae e Beauveria

bassiana em BDA apos 12 dias a 27°C.
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3.8 Analise dos fungos reisolados das fémeas pos-infeccio experimental

3.8.1 Analise do comportamento dos fungos

Os fungos em estudo, apos inoculagdo nas teledginas de R. sanguineus, foram
reisolados e realizadas observacdes quanto as microestruturas, a germinagdo dos

conidios, o nimero de colonia, a esporulagao e o didmetro de colonia.

e Analise das microestruturas

Foi utilizada a técnica do cultuvo em laminula, onde indculo do fungo, foi colocado
assepticamente em pontos estratégicos para uma placa de Petri, contendo BDA.
Laminulas previamente flambadas, foram colocadas sobre cada indculo e as 48, 72 e
96 horas de crescimento, as laminulas foram coradas com azul de Aman e observadas

ao microscopio optico.

o Germinacao de conidios

Da colonia de cada fungo reisolado de R. sanguineus e nao reisolado (controle)
com 14 dias de crescimento, em placas contendo BDA separadamente, foram obtidos
discos de Smm de diametro, que foram transferidos para tubos de ensaio contendo
10mL de “Tween” 80 a 0,05%, sofrendo agitacdo o numero de conidios foi
determinado através de camara de Neiibauer. A suspensdo sofreu dilui¢cdes sucessivas
até¢ se atingir uma contagem de 100 conidios/mL. Uma dosagem de 0,ImL da
suspensdo final foi espalhada com alga de Drigalsky em placas de Petri e em triplicata
contendo BDA, em seguida foram incubadas a temperatura ambiente de + 28°. A taxa
de germinagdo foi determinada, contando-se 500 conidios (entre os germinados ¢ nao

germinados) apds 12 horas de inoculagao; utilizando a seguinte féormula:
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1500 = n germinados

100 = G

G = nx100 = % germinacio

1500

e Numero de colonias

Da colonia de cada fungo reisolado de R. sanguineus e nao reisolado (controle)
com 14 dias de crescimento em placas contendo BDA separadamente, foram retirados
discos de 5Smm de diametro, que foram transferidos para tubos de ensaio contendo
10mL de “Tween” 80 a 0,05%, sofrendo agitagdo e o numero de conidios foi
determinado através de camara de Neiibauer. A suspensdo sofreu dilui¢cdes sucessivas
até se atingir uma contagem de 100 conidios/mL. Uma dosagem de 0,ImL da
suspensao final foi espalhada com al¢a de platina em placas de Petri e em triplicata
contendo BDA, em seguida foram incubadas sob temperatura ambiente de + 28°C. O
numero de colonias foi determinado aos 3, 6, 9 e 12 dias de incubacgdo, por contagem

direta das placas.

¢ Diametro da colonia

Da coldnia de cada fungo reisolado de R. sanguineus e nao reisolado (controle)
com 14 dias de crescimento em placas contendo BDA separadamente, foram obtidos
discos de Smm de didmetro, que foram transferidos para tubos de ensaio contendo
10mL de “Tween” 80 a 0,05%, sofrendo agitagdo e o numero de conidios foi
determinado através de cAmara de Neiibauer. A suspensdo sofreu dilui¢cdes sucessivas
até se atingir uma contagem de 100 conidios/mL. Uma dosagem de 0,ImL da
suspensao final foi espalhada com alca de Drigalsky em placas de Petri, em triplicata
contendo BDA, em seguida incubadas a temperatura ambiente de + 28°C. Discos de

Smm das culturas fungicas foram colocadas no centro de placas de Petri com BDA, em
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triplicata. As observacdes sobre o diametro das coldnias dos fungos foram feitas
durante o periodo de 0-3, 3-6, 6-9 ¢ 9-12 dias a temperatura ambiente, utilizando-se

para a mensuragdo uma régua.

e Esporulacio

Da colonia do cada fungo reisolado do carrapato R. sanguineus e nao reisolado
(controle) com 14 dias de crescimento em placas contendo BDA separadamente, foram
obtidos discos de Smm de diametro, que foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 10mL de “Tween” 80 a 0,05%, sofrendo agitacdo e o nimero de conidios foi
determinado através de camara de Neiibauer. A suspensao sofreu dilui¢cdes sucessivas
até se atingir uma contagem de 100 conidios/mL. Uma dosagem de 0,ImL da
suspensdo final foi espalhada com alga de platina em placas de Petri e em triplicata
para cada dia, contendo BDA, em seguida foram incubadas a temperatura ambiente de
+ 28°C. Aos 3, 6, 9 e 12 dias de crescimento, foram adicionadas as placas utilizadas
para se determinar o nimero de colonias, SmL de solucdo de etanol a 75%, para matar
e secar os conidios. As placas foram lavadas 10 vezes com 9.5mL de uma solugdo de
“Tween” 80 a 0,05%. O lavado foi coletado em frasco de Erlenmeyer de 125mL e
agitado por 5 minutos, para a desagregacdo dos conidios. O nimero de conidios foi
determinado em camara de Neiibauer, e a média por colonia em cada placa. foi usada

como mensuracao da esporulagao.

3.9 Analise estatistica

Para cada parametro estudado, foi realizada a analise de variancia, aplicando-se

o teste de Tukey para comparacao entre as médias seguindo FINNEY (1964).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Parametros biolégicos de teleoginas de Rhipicephalus sanguineus infectadas

pelos fungos

Ap6s infeccao das fémeas de R. sanguineus com os fungos M. anisopliae var.
anisopliae, M. anisopliae var. acridum e B. bassiana, vérios parametros bioldgicos
foram utilizados para verificar a agdo destes organismos nas teledginas. A Tabela II
mostra que apos a infeccdo das teledginas se observou diferenca significativa entre os
fungos utilizados e o grupo controle em relacdo ao peso da massa de ovos, com
excecdo do grupo tratado pelo M. anisopliae var. acridum (0,087g). O menor peso de
massa de ovos foi observado na infeccdo por M. anisopliae var. anisopliae (0,054g).
No qual foi observado o peso da massa de ovos diminuiu em todos os tratamentos,
esses resultados confirmam os obtidos por ATHAYDE (2002), que utilizou como
hospedeiro o carrapato bovino Boophilus microplus ¢ BITTENCOURT et al. (1995)
que realizaram experimento semelhante contra 0 mesmo carrapato, com M. anisopliae
var. anisopliae.

O peso residual de todas teledginas infectadas diferiram das teledginas controle
(0,022¢g) com excecao dos tratados com B. bassiana. Os fungos ndo diferiram entre si,
com excecao, mais uma vez, dos tratados com B. bassiana que diferiu dos tratados com
M. anisopliae var. anisopliae. Os resultados mostraram aumento no peso residual das
fémeas. O maior peso residual foi observado para o grupo tratado com M. anisopliae
var. anisopliae (0,053g) e o menor com B. bassiana (0,033g). Esses resultados
discordaram dos obtidos por ATHAYDE (2002) que verificou em fémeas de B.
microplus tratadas com B. bassiana, um maior peso residual (190,00mg).

Para o periodo de pré-postura s6 foi observada diferenga significativa entre o
grupo tratado por M. anisopliae var. acridum e o grupo controle. Houve diminui¢ao do
periodo de pré-postura para as fémeas tratadas com M. anisopliae var. anisopliae

(5,00dia) e M. anisopliae var. acridum (4,50dia) e aumento com as fémeas tratadas
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com B. bassiana (5,50dia). M. anisopliae var. acridum apresentou o menor periodo de
pré-postura médio (4,50dia).

No periodo de postura, os grupos tratados nao diferiram entre si e do controle.
Houve aumento do periodo de postura para as fémeas tratadas com M. anisopliae var.
acridum (12,38 dia) e B. bassiana (12,50 dia), ocorrendo diminuicdo em fémeas
tratadas com M. anisopliae var. anisopliae. O menor periodo de postura médio foi
observado no grupo tratado com M. anisopliae var. anisopliae (9,14 dia).

No indice de producdao de ovos M. anisopliae var. acridum e B. bassiana nao
diferiram do controle apenas M. anisopliae var. anisopliae diferiu. O menor indice
médio de produgdo de ovos foi observado no grupo tratado com M. anisopliae var.
anisopliae (28,34%).

Para a eficiéncia reprodutiva todos os fungos diferiram do controle, entretanto
nao houve diferenga significativa entre si. A eficiéncia reprodutiva média das
teledginas tratadas com os trés fungos diminuiu. A menor média observada foi para o
grupo tratado com M. anisopliae var. anisopliae (348,62%). Os resultados obtidos
foram semelhantes aos de ATHAYDE (2002), embora tenha usado outro carrapato em

seus estudos, B. microplus (Tabela II e Figuras 5, 6 e 7).
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TABELA II. Parametros biologicos das teledginas de Rhipicephalus sanguineus apos infeccdo por
Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metarhizium anisopliae var. acridum e Beauveria bassiana.

Tratamento Peso Peso da Peso Periodo de Periodo de Indice de Eficiéncia
inicial massa de  residual pré-postura postura producio de reprodutiva
ovos ovos
(2 (2 (2 (Dia) (Dia) (%) (%)
Controle  0,186a 0,108a 0,022¢ 5,20a 11,80a 58,31a 11512,53a
Metarhizium
anisopliae  0,175a 0,054c¢ 0,053a 5,00ab 9,14a 28,34b 348,62b
var.
anisopliae
Metarhizium
anisopliae  1,176a 0,087ab 0,046ab 4,50b 12,38a 48,55a 563,44b
var. acridum
Beauveria 1,157a 0,072bc 0,033bc 5,50a 12,50a 45,63a 378,58b
bassiana
CV(%) 15,29 22,74 19,32 10,49 24,90 24,86 27,39
NT NT Vx NT NT NT NT

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. NT= dados ndo transformado.

FIGURA 5. Fémea  ingurgitada de

Rhipicephalus  sanguineus  infectada  por

Metarhizium anisopliae var. anisopliae em
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BDA mais Cloranfenicol, ao 5° dia de

crescimento a 27°C.

FIGURA 6. Fémea ingurgitada de Rhipicephalus
sanguineus infectada por Metarhizium anisopliae
var. acridum em BDA mais Cloranfenicol, ao 5°

dia de crescimento a 27°C.

FIGURA 7. Fémea ingurgitada de Rhipicephalus

sanguineus infectada por Beauveria bassiana em
BDA mais Cloranfenicol, ao 5° dia de

crescimento a 27°C.
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4.2 Parametros biolégicos de ovos oriundos de teledginas de Rhipicephalus

sanguineus infectadas pelos fungos

No que se refere a biologia de ovos de teledginas infectadas de R. sanguineus
(Tabela III), o periodo de incubag@o dos ovos ndo apresentou diferenga significativa
entre o tratamento com B. bassiana (12,5dia) e o controle (11,9dia). Enquanto que para
M. anisopliae var. anisopliae (23,14dia) e M. anisopliae var. acridum (23dia), nao
houve diferenga significativa. ATHAYDE (2002) obteve resultados semelhantes com
M. anisopliae var. acridum. Nos grupos tratados foram encontrados um periodo de
incubacdo de 23 dias desconcordando com BOYCEV & RIZVANOV (1960)
trabalhando com [ ricinus e BITTENCOURT (1995) com B. microplus, que
observaram nos grupos tratados um periodo de incubagdo de 38 e 28 dias
respectivamente.

No periodo de incubacdo médio foi observado que os grupos tratados foram
maiores do que o controle. Para os grupos tratados esse periodo foi ampliado para até
23,14 dias e para o controle foi de 11,90 dias. A menor média ocorreu com B. bassiana
(12,50 dias) e a maior foi para o grupo tratado com M. anisopliae var. anisopliae
(23,14 dias) (Tabela III).

No periodo de eclosdo ndo houve diferenca significativa entre M. anisopliae
var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum, os quais diferiram da B. bassiana,
discordando com os resultados obitidos por MONTEIRO, et al. (1998) que observou
diferenca significativa entre os tratamentos e controle. O periodo de eclosdo aumentou
nos grupos tratados com M. anisopliae var. acridum e B. bassiana concordando com os
resultados obtidos por BITTENCOURT et al. (1996) e diminuiu nos grupos tratados
com M. anisopliae var. anisopliae, corroborando com ONOFRE et al. (2001) que
também trabalhou com B. microplus. A menor média ocorreu com o M. anisopliae var.
anisopliae (10,71 dias) e a maior foi para B. bassiana (45,63 dias) concordando com
os obtidos por KAAYA et al. (1996) que realizaram o mesmo experimento com R.

appendiculatus (Tabela III).
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Quanto ao percentual de eclos@o ndo foi observada diferenca significativa entre
o género Metarhizium e o controle, no entanto, B. bassiana diferiu dos demais
apresentando resultados compativeis com MONTEIRO, ef al. (1998). O percentual de
eclosdo diminuiu, resultados que estdo de acordo com os de BITTENCOURT, et al.
(1996), ONOFRE ef al. (2001) e ATHAYDE (2002) que trabalharam com ovos de R.
sanguineus € B. microplus. A menor média alcancada foi observada no tratamento com
M. anisopliae var. anisopliae (32,06%) conforme mostra a Tabela III. Estes resultados
diferem dos apresentados por KAAYA et al. (1996) que obteveram a menor média no

grupo tratado com B. bassiana (0%), quando trabalharam com R. appendiculatus.

TABELA III. Parametros biologicos dos ovos de Rhipicephalus sanguineus apos infec¢ao por
Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metarhizium anisopliae var. acridum e Beauveria
bassiana.

Tratamento Periodo de incubacio Periodo de eclosao Percentagem de
eclosido
(Dia) (Dia) (%)
Controle 11,90b 11,00b 99,59b
Metarhizium
anisopliae 23,14a 10,71b 32,06b
var.
anisopliae
Metarhizium 23,00a 11,50b 58,59b
anisopliae

var. acridum

Beauveria 12,50b 45,63a 254,72a
bassiana
CV (%) 11,35 23,12 17,92
NT NT Log (x+1)

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. NT= Dados nao transformado.
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4.3 Comportamento dos fungos

Apo6s o crescimento dos fungos M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae
var. acridum e B. bassiana nas teledginas de R. sanguineus foi determinada o
comportamento dessas linhagens em relacdo ao controle (linhagem sem contato com as
teledginas).

Nao houve diferenca significativa entre os fungos reisolados de carrapato e seus
controles, no que se refere a germinagdo. Como pode ser observado na Tabela VI. A
germinagdo de M. anisopliae var. anisopliae ocorreu ap6s 16 horas de inoculagdo,
assim como no controle. Enquanto que para germinagdo de M. anisopliae var. acridum
e B. bassiana, a germinagao ocorreu apos 18 horas pos-inoculagdo, assim como seus
controles. Os valores da média de porcentagem de conidios germinados foi menor paro
M. anisopliae var. acridum (33,88%) e maior para B. bassiana (46,39%), a Tabela [V

documenta esses resultados.

TABELA 1IV. Porcentagem de germinagdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae,
Metarhizium anisopliae var. acridum e Beauveria bassiana pos reisolamento de
Rhipicephalus sanguineus.

Tratamento Germinacao
Metarhizium anisopliae var. anisopliae 37,38 a
Controle 66,90 a
Metarhizium anisopliae var. acridum 33,88 a
Controle 36,17 a
B. bassiana 46,39 a
Controle 30,66 a

CV(%) 28,13

arco seno Vx/100
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Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Dados transformados em arco seno Vx/100.

Para a esporulacdo, todos os tratamentos com os fungos reisolados nao diferiram
significativamente entre si ¢ de seus controles no 3° e 6°dia. Entretanto no 9° dia
apenas o B. bassiana diferiu do seu controle e dos outros tratamentos. No 12° dia B.
bassiana que apresentou melhores resultados, continuou diferindo do seu controle, no

entanto diferiu apenas do M. anisopliae var. anisopliae, como mostra a TabelaV.

TABELA V. Esporulagdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae Metharizium anisopliae var.
acridum e Beauveria bassiana apds reisolamento de Rhipicephalus sanguineus.

Tratamento Esporulacio
3 Dias 6 Dias 9 Dias 12 Dias
Metarhizium anisopliae var. 2,69 a 8,27 a 53,17 cd 57,04 b
anisopliae
Controle 2,56 a 7,46 a 33,01d 75,48 b
Metarhizium anisopliae var. 0,28 a 10,99 a 114,72 be 152,11 ab
acridum
Controle 7,75 a 19,70 a 193,73 b 193,81 ab
Beauveria bassiana 344 a 793 a 376,93 a 431,73 a
Controle 230a 12,29 a 71,27 cd 86,29 b
CV(%) 22,35 30,74 15,80 25,86
Vx+3 Vx+5 Vx Vx+3

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. Dados transformados em: Vx+3 para 3 e 12 dias; Vx+5 para 6 dias ¢ Vx para 9 dias.

Na analise do ntimero da coldnia os reisolados nao diferiram entre si e do seus
controle no 3° dia, com exce¢do do M. anisopliae var. anisopliae que diferenciou dos
demais isolados. No 6° dia os isolados permaneceram nao diferindo de seus controles e
entre si, ocorrendo o mesmo no 9° dia excluindo o M. anisopliae var. acridum que
apresntou diferenca significativa entre os demais isolados. No 12°dia apenas M.

anisopliae var. anisopliae diferiu do seu controle, diferindo somente do M. anisopliae
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var. acridum que por sua vez diferiu do B. bassiana, como mostra a Tabela VI. O M.
anisopliae var. acridum apresentou as melhores médias.

TABELA VI. Numero de colonia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metharizium
anisopliae var. acridum e Beauveria bassiana apos reisolamento de Rhipicephalus sanguineus.

Tratamento Numero de colonias
3 Dias 6 Dias 9 Dias 12 Dias
Metarhizium anisopliae 52,60 c 3793 a 29.99b 26,77 ¢
var. anisopliae
Controle 90,21 be 28,86 a 12,66 b 77,56 ab
Metarhizium anisopliae 144,18 ab 55,72 a 115,50 a 112,65 a
var. acridum
Controle 230,47 a 3727 a 81,97 a 137,88 a
Beauveria bassiana 143,48 ab 97,20 a 30,06 b 43,48 bc
Controle 91,24 be 44,52 a 12,57 b 23,78 ¢
CV (%) 13,08 30,73 15,66 15,63
\x \x \x \x

Médias seguidas da mesma letra na coluna, nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados em Vx.

Na analise do diametro da coldnia os tratamentos no 3° dia nao diferiram entre si
e do controle. No 6° dia os reisolados ndo diferiram do seus controles, entretanto
diferiram entre si, ocorrendo o mesmo no 9°dia. No 12°dia os fungos reisolados
diferiram significativamente, ndo diferindo de seus controle com exce¢ao do M.
anisopliae var. acridum. Beauveria bassiana apresentou o melhor diametro de colonia.

A Tabela VII e Figuras 8, 9 e 10 mostram os resultados obtidos.
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TABELA VII. Didmetro da colonia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metharizium anisopliae
var. acridum e Beauveria bassiana ap0s reisolamento de Rhipicephalus sanguineus.

Tratamento Didmetro da colonia
3 Dias 6 Dias 9 Dias 12 Dias
Metarhizium anisopliae 1,18 ab 1,72 d 227 ¢ 295¢
var. anisopliae
Controle 1,22 ab 1,92 cd 248 ¢ 3,07 ¢
Metarhizium anisopliae 1,25 ab 2,22 bc 3,42 b 438 b
var. acridum
Controle 1,05b 2,48 ab 3,70 ab 5,03 a
Beauveria bassiana 1,48 a 2,82 a 395a 5,08 a
Controle 1,42 a 2,70 ab 3,80 ab 4,88 ab
CV (%) 9,58 7,74 5,82 491
NT NT NT NT

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. NT=Dados nao transformados.

FIGURA 8. Aspecto da colonia de Metarhizium

anisopliae var. anisoliae em BDA aos 12 dias a +
28°C. (a) Controle (b) Metarhizium anisopliae var.

anisoliae reisolado de Rhipicephalus sanguineus.
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FIGURA 9. Aspecto da colonia de Metarhizium
anisopliae var. acridum em BDA aos 12 dias a +
28°C. (a) Controle (b) Metarhizium anisopliae var.

acridum reisolado de Rhipicephalus sanguineus.

FIGURA 10. Aspecto da colonia de Beauveria
bassiana em BDA aos 12 dias a = 28°C. (a) Controle

e (b) Beauveria bassiana reisolado de Rhipicephalus

sanguineus.

48
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4.4 Observaciao microscopica

M. anisopliae var. anisopliae apresentou formacao de anastomoses no reisolado
de R. sanguineus e no controle (Figura 11), importante no fendmeno para a
parassexualidade (TINLINE, 1971), por propiciar a plasmogamia e consequentemente
o estabelecimento do heterocario (AZEVEDO, 1998). Também foi verificada a
presenca de apressOrios que sdo estruturas envolvidas na fixagdo do agente no
hospedeiro (BURGES, 1981; RIBEIRO, et al. 1992) nos trés primeiros dias (Figura
12), ndo sendo mais visivel a 92 horas ap6s. Caracteristica peculiar do género, tendo
sido detectada em M. flavoviride por XAVIER-SANTOS et al. (1999). Foi observado
pouco crescimento micelial nos dois primeiros dias para o controle, entretanto no
fungo reisolado do carrapato houve bastante crescimento micelial evidenciando bem os
septos hifais, e conidios bem desenvolvidos (Figura 12). Presenca de conididforos
ramificados e conidios tipicamente elipticos, alguns septados, para o reisolado de
carrapato e controle, caracteristicas também observadas por LUNA ALVES-LIMA,
(1985) (Figuras 13 e 14).

Foi verificado em M. anisopliae var. acridum que o reisolado de R. sanguineus
e o controle apresentaram abundante micélio septado nos dois primeiros dias,
entretanto foram encontrados raros conidioforos simples e consequentemente conidios
de formato ovoide tipico (Figura 16), estruturas de reprodugdo observadas por
XAVIER-SANTOS et al. (1999) e ndo foi observada a formagdo de anastomose e
apressorios para o reisolado e o controle. Diante das observagdes ndo foram
evidenciada diferenga entre os M. anisopliae var. acridum reisolado de R. sanguineus e
o controle.

Para Beauveria bassiana foi verificado que o reisolado de R. sanguineus e o
controle produziram bastante micélio (Figura 17) e primérdio de conidioforos (Figura
15) nas primeiras 24 horas. O que indica processo da parassexualidade. Sendo
observado ambudantes conidios ovoides e conidioforos em forma de cachos,

caracteristica da espécie (Figura 17).
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FIGURA 11. Anastomose (seta). Metarhizium anisopliae

var. anisopliae reisolado de Rhipicephalus sanguineus.

640X.

FIGURA 12. Formagao de apressorio (seta).

Metarhizium  anisopliae var. anisopliae
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reisolado de Rhipicephalus sanguineus.
640X.

FIGURA 13. Conidios septados com germinacdo unipolar
(seta a) e bipolar (seta b). Metarhizium anisopliae var.

anisopliae reisolado de Rhipicephalus sanguineus. 640X.

FIGURA 14. Conidi6foro ramificado (seta)

com conidios. Metarhizium anisopliae var.
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anisopliae  reisolado de  Rhipicephalus

sanguineus. 640X.

Figura 15. Primérdios de conididforos
(seta). Beauveria bassiana reisolado de
Rhipicephalus sanguineus. 640X.
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Figura 16. Conidioforo simples (seta)
Metarhizium  anisopliae  var. acridum

reisolado de Rhipicephalus sanguineus
640X.

FIGURA 17. Conidi6foro com conidios em cachos. Beauveria

bassiana reisolado de Rhipicephalus sanguineus. 640X.

53
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obitidos foi possivel formular as seguintes conclusoes:

- Todos os fungos estudados comprovaram a agdo contra o Rhipicephalus sanguineus.

- Para os parametros bioldgicos (peso da massa de ovos, peso residual, periodo de pre-
postura, periodo de postura, indice de produgdo de ovos e eficiéncia reprodutivas) de
teledginas de Rhipicephalus sanguineus, M. anisopliae var. anisopliae apresentou

melhor resultado.

- M. anisopliae var. anisopliae apresentou resultado melhor quanto os pardmetros
biologicos sobre os ovos (periodo de incubacgdo, periodo de eclosdo e percentagem de

eclosdo) de Rhipicephalus sanguineus.

- Beauveria bassiana apresentou maior germinacao, esporulacdo e didmetro de colona
apos passagem em Rhipicephalus sanguineus € o M. anisopliae var. acridum

apresentou melhor nimero de colonias.

- Nao foram observadas modificagdes morfoldgicas entre os reisolados Rhipicephalus

sanguineus.
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7. ANEXOS
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TABELA VIII. Dados originais dos pardmetros bioldgicos das teledginas de Rhipicephalus
sanguineus com agua destilada autoclavada.

Teledginas Peso Peso da Peso  Periodo de Periodo de Indice de Eficiéncia

inicial massa de residual pré- postura postura producio reprodutiva
0vos de ovos
® (2 ® (Dia) (Dia) (8

01 0,15 0,10 0,02 5 12 66,66 1.333.333,33

02 0,19 0,09 0,02 5 12 47,36 947.368,42
03 0,20 0,12 0,03 5 12 60,00 1.200.000,00
04 0,19 0,13 0,02 5 12 68,42 1.354.736,84
05 0,19 0,12 0,02 5 12 63,15 1.237.894,73
06 0,18 0,12 0,03 5 12 66,66 1.333.333,33
07 0,19 0,10 0,02 6 12 52,63 1.052.631,57
08 0,18 0,10 0,02 6 12 55,55 1.000.600,00
09 0,20 0,10 0,02 5 11 50,00 1.000.000,00
10 0,19 0,10 0,02 5 11 52,63 1.052.631,57

TABELA IX. Dados originais dos parametros bioldgicos dos ovos de Rhipicephalus sanguineus com
agua destilada autoclavada.

Teleoginas Periodo de incubacao Periodo de eclosao Eclosao

(Dia) (Dia) (%)
01 12 11 100
02 12 11 100
03 12 11 100
04 12 11 99
05 11 11 98
06 12 11 100
07 12 11 100
08 12 11 99
09 12 11 100

10 12 11 100
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TABELA X. Dados originais dos parametros bioldgicos das teledginas de Rhipicephalus sanguineus apos
infec¢do por Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Teleoginas Peso Pesoda Peso Periodo de Periodo Indice de Eficiéncia Controle
inicial massa residual pré- de producio reprodutiva
de ovos postura  postura de ovos
(2 (2 (2 (Dia) (Dia) (2 (%) (%)
01 0,18 - 0,08 - - - - 100,00
02 0,16 - 0,07 - - - - 100,00
03 0,13 0,04 0,03 5 11 30,76 603,07 99,94
04 0,15 - 0,07 - - - - 100,00
05 0,13 0,004 0,04 6 4 0,3076 - 100,00
06 0,18 0,08 0,03 5 11 44,44 177,77 99,98
07 0,21 0,04 0,07 5 8 19,04 19,04 99,99
08 0,28 0,02 0,08 5 6 7,1428 - 100,00
09 0,17 0,09 0,04 5 12 52,94 1037,64 99,98
10 0,16 0,07 0,04 4 12 43,75 43,75 99,99

TABELA XI. Dados originais dos parametros bioldgicos dos ovos de Rhipicephalus sanguineus apds
infec¢do por Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Teleoginas Periodo de incubacio Periodo de eclosao Eclosiao
(Dia) (Dia) (%)
01 - - -
02 - - -
03 24 10 98
04 - - -
05 22 11 0
06 23 11 20
07 23 11 5
08 25 8 0
09 23 11 98
10 22 13 5
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TABELA XII. Dados originais dos parametros bioldgicos das teledginas de Rhipicephalus sanguineus
apos infec¢do por Metarhizium anisopliae var. acridum.

Teledéginas Peso Peso da Peso Periodo de Periodo indice de Eficiéncia Controle
inicial massa de residual pré- postura de producio reprodutiva
0vos postura de ovos
(4] 4] (4] (Dia) (Dia) [€4) (%) (%)
01 0,15 0,08 0,03 5 12 53,33 1045,33 99,92
02 0,19 0,10 0,03 5 18 52,63 1031,57 99,89
03 0,19 0,10 0,03 5 15 52,63 947,36 99,92
04 0,19 0,13 0,03 4 14 68,42 136,84 99,98
05 0,15 - 0,08 0 0 0 0 100,00
06 0,18 0,09 0,03 4 13 50 10 99,99
07 0,18 0,06 0,08 5 13 33,33 400 99,96
08 0,17 - 0,07 0 0 0 0 100,00
09 0,15 0,06 0,03 3 7 40 784 99,92
10 0,21 0,08 0,07 5 7 38,09 152,38 99,98

TABELA XII. Dados originais dos parametros biologicos dos ovos de Rhipicephalus sanguineus ap6s
infec¢do por Metarhizium anisopliae var. acridum.

Teleoginas Periodo de incubaciao Periodo de eclosao Eclosao
(Dia) (Dia) (%)

01 22 12 98
02 23 11 98
03 22 12 90
04 24 11 10
05 0 0 0

06 23 12 1

07 24 10 60
08 0 0 0

09 22 14 98
10 24 10 20
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TABELA XIV. Dados originais dos parametros biologicos das teledginas de Rhipicephalus sanguineus
apos infec¢ao por Beauveria bassiana.

Teleéginas Peso Peso da Peso Periodode Periodo Indicede Eficiéncia Controle

inicial massa de residual pré- de producio reprodutiva
ovosS postura postura de ovos

@ (g (€9) (Dia) (Dia) (€] (%) (%)
01 0,14 0,07 0,03 5 12 50 50 99,99
02 0,15 0,04 0,05 6 7 26,66 506,66 99,94
03 0,15 0,07 0,03 6 18 46,66 93,33 99,99
04 0,15 0,05 0,03 5 7 33,33 653,33 99,95
05 0,16 0,07 0,03 5 17 43,75 131,25 99,98
06 0,15 0,07 0,05 6 14 46,66 233,33 99,98
07 0,15 0,08 0,03 5 11 53,33 1013,33 99,90
08 0,15 0,08 0,03 6 16 53,33 746,66 99,92
09 0,19 0,10 0,02 5 12 52,63 157,89 99,98
10 0,18 0,09 0,04 6 11 50 200 99,98

TABELA XYV. Dados originais dos pardmetros biologicos dos ovos de Rhipicephalus sanguineus pos
infec¢do por Beauveria bassiana.

Teledginas Periodo de incubacio Periodo de eclosao Eclosao
(Dia) (Dia) (%)
01 22 12 5
02 22 11 95
03 23 10 10
04 22 12 98
05 23 11 15
06 24 9 25
07 22 12 95
08 23 12 70
09 22 10 15

10 22 11 20




