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POTENCIAL VIRULENTO DE ISOLADOS BRASILEIROS DE Metarhizium
anisopliae s.l. SOBRE LARVAS DE Rhipicephalus microplus
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As priticas atuais de controle de carrapatos sdo baseadas principalmente no uso de agentes
quimicos, porém a habilidade de Rhipicephalus microplus de desenvolver resisténcia aos
diferentes acaricidas, seus efeitos ambientais negativos e a demanda cada vez maior por
alimentos livres de produtos quimicos, vém acarretando o desenvolvimento de estratégias de
controle alternativo. O objetivo deste estudo foi avaliara viruléncia de 30 isolados brasileiros
de Metarhizium anisopliae s.1., provenientes de diferentes regides geograficas, hospedeiros
ou substratos sobre larvas do carrapato, além disso, avaliou-se a quantidade de conidios
produzida, para sele¢io de isolados com maior potencial de produgdo de conidios em massa,
permitindo a selegiio de isolados mais virulentos para serem utilizados em futuros programas
de controle microbiano. O percentual de mortalidade ¢ a concentragio letal foram avaliados.
Os grupos foram tratados com as concentragdes de 108, 107, 106 e 105 conidios/mL e os
tratamentos ocorreram por imersdo das larvas em um mL de suspensdo, por trés minutos.
Para quantificagdo da produgdo de conidios utilizou-se uma alga de platina com a ponta
circular medindo 0,5 em de didmetro, cada cultura foi cortada em trés diferentes pontos
aleatdrios e os fragmentos de cultura foram transferidos para tubos tipo falcon contendo um
mL de solugdo de Tween 80 (0,1% v/v), homogeneizados e a suspensdo foi quantificada em
cémara de Neubauer. O presente estudo confirmou a agdo letal dos isolados brasileiros de M.
anisopliae s.l, sobre larvas do carrapato R. microplus, com elevado nivel de mortalidade
entre os isolados, geralmente ocorrendo de forma diretamente proporeional a concentragio
dos tratamentos. A maioria dos isolados ocasionou a morte de metade da populagdo de larvas
com a concentragiio de 107 conidios/mL, com os isolados mais virulentos apresentando
concentragdio letal de 106 conidios/mL e percentuais médios de praticamente de 100% ji ac
20° dia apés tratamento das larvas. O potencial de produgio de conidios foi varidvel, com
isolados com elevados potenciais, com média superior a 15000 x 104 conidiosem 0, 589 cm2
de cultura, porém tanto o tamanho dos conidios quanto o dimetro das colonias ndo
nfluenciaram a produgdo de conidios, pois isolados com baixo potencial de produgio de
conidios apresentaram tamanho da colénia semelhante a isolados de alto potencial. O
presente estudo possibilitou a detecgdo de isolados brasileiros de M. anisopliae s.1. com
elevada viruléncia para larvas de R. micropius, podendo ser considerados potenciais agentes
nobiocontrole desta espécie de carrapato.
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CULTIVADOS EM MEIO CONTENDO CUTICULA DE Rhipicephalus microplus
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Rhipicephalus microplus ¢ um dos principais ectoparasitas que acometem a pecudria
brasileira, Métodos alternativos de controle, como a utilizagio de fungos acaricidas ¢ cada
ver mais viavel, quando se almeja uma produgio sustentivel. Esses microrganismos
possuem capacidade de penctragdo pelo tegumento dos artropodes, devida agdo mecinica da
hifa juntamente com hidrélise da cuticula por enzimas, principalmente proteases, quitinases
elipases, Estudos prévios demonstram que a atividade destas enzimas estd relacionada coma
viruléncia do fungo, e também que pode haver diferenga na eficiéncia de acordo coma local e
tipo de hospedeiro que este foi isolado. Sendo assim, este estudo teve como objetivo verificar
aatividade proteolitica de cinco isolados de Metarhiziun: anisopliae cultivados em meio que
mimetizasse 0 ambiente da a¢io do fungo no carrapato. Os isolados fiingicos CG 112,CG 32,
CG 347, CG 148 ¢ CG 629 foram cedidos pelo Centro Nacional de Recursos Genéticos
(Embrapa) e cultivados em erlenmeyers contendo 20 mL de meio minimo (0,6% NaNO3;
0,05% KH2PO4; 0,05% MgS804) enriquecidos com 1% de cuticula de B, microplus e 1% de
colesterol estearato. Como controle foi utilizado meio minimo acrescido de glicose a 1% ¢
colesterol estearato a 1%, Os erlenmeyers ficaram sob agitagdo de 150 rpm, i temperatura de
25°C por 24, 48 e 72 horas, todo experimento foi realizado em triplicata. Apds esses periodos
as amostras foram filtradas em papel Whatman n°1 com auxilio de bomba a vicuo. Para o
ensaio protealitico, 100 ul de amostra, 100 ul de azocaseina ¢ 200 ul de tampdo fosfato de
sodio 0,05 M, pH 7,9 foram incubados por 15 minutos a 50° C, posteriormente foram
adicionados 800 ul de dcido tricloroacético, centrifugados a 10000 rpm por cinco minutos, o
sobrenadante foi mensurado em espectrofotdmetro a 400 nandémetros, O valor da densidade
Gptica foi multiplicado por 40 ¢ obteve-se 2 unidade de protease. Como resultado, observous
se que no meio contendo cuticula e colesterol, a hidrélise do substrato foi maior que no
controle, variando de 0,140 a 36,680 ¢ 0,013 a 5,840 unidades de protease, respectivamente,
Além disso, houve variagdo na atividade proteolitica entre os diferentes isolados, cujo
aumento da atividade foi proporcional ao tempo de cultivo. A partir deste estudo, pode se
concluir que a presenga da cuticula estimula a liberagdo de proteases, conseqiientemente
possibilita a selegfio de isolados com maior atividade proteolitica, que teoricamente terdo
mais viruléncia quando utilizados no controle de R. microplus.,
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Fungos e nematoides entomopatogénicos (NEPs) sdo apontados como promissores agentes a
serem utilizados no controle bioldgico do carrapato dos bovinos. Existem relatos tanto de
simergismo como de antagonismo a respeito da interagio desses organismos no controle de
insetos, entretanto inexistem registros dessa associagio sobre carrapatos. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a patogenicidade de Merarhizium anisopliae
IBCB 116 associado nos nematoides Heterarhabditis bacreriophora UP88 e Heterorhuabditis
indica LPP1 sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Nos grupos tratados
apenas com nematoides, dois cadaveres de Galleria meHonella infectados por NEPs foram
calocados em pote plastico (300 ml) com 150 g de solo ¢ apds uma semana foram
adicionadas cinco fémeas ingurgitadas de R. microplus. Nos tratamentos com nematoides ¢
fungos, foi seguida a mesma metodologia, sendo adicionadas aos potes cinco fémeas
previamente imersas por cinco minutos em suspensio de M. anisopliae (1 x 10°). Nos grupos
tratados apenas com o fungo, as fémeas previamente imersas na suspensfio foram colocadas
em potes com auséncia de nematoides e no grupo controle, foram adicionadas fémeas sem
tratamento prévio com fungos em potes com auséncia de nematoides. As unidades
experimentais foram mantidas em cdmara climatizada (27£1°C e 80£10% UR), sendo feitas
10 repetigdes por grupe. Os ovos foram coletados diariamente ¢ pesados em balanga analitica
para avaliagdo do peso da massa de ovos ¢ do percentual de inibigdo de postura. O valor
referente ao peso da massa de ovos do grupo tratado apenas com o fungo foi de 361.2 mg,
sendo estatisticamente semelhante (p>0.05) ao valor obtido para o controle (563,2 mg). Nos
grupos tratados com H. bacteriophora, H. indica, H. bacteriophora + M. anisopliae e H.
indica + M. anisopliae foram de 24,0; 67,1: 5,1 ¢ 4,2 mg, ndo apresentando diferengas
significativas entre si (p>0,05) ¢ diferindo significativamente (p<0,05) do controle. Os
valores para indice de inibigio de postura foram de 95,5; 88,1; 35,5; 99,1 ¢ 99,3% para os
grupos tratados com H. bacteriophora, H. indica, M. anisopliae, H. bacteriophora + M.
anisopliae e H. indica+ M. anisapliae, respectivamente. Conclui-se que os isolados testados
ndo apresentaram efeito antagbnico no controle do carrapato dos bovinos.
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Ornithodoros mimon é um carrapato argasideo parasito de Chiroptera que ocorre em alguns
paises da América do Sul, No Brasil, hé relatos de parasitismo em humanos, ocasionando
intensas lesGes inflamatérias decorrentes da picada. O papel de . mimon como transmissor
de patbgenos ainda ¢ desconhecido, porém trata-se de um carrapato agressivo a humanos,
que vive em ambiente domiciliar. Métodos de controle para essa espécie ainda nio foram
realizados. Todavia, com o intuito de utilizar tratamentos que causem menos danos ao
ambiente, o controle biolégico se torna uma ferramenta viavel. Assim, o presente estudo teve
como objetivo verificar a suscetibilidade de O. mimon a Metarhizium anisopliae sensu lato,
Para realizagdo dos bioensaios foram formados trés grupos com dez espécimes cada. Os
estdgios de (. mimon utilizados no experimento foram larvas e ninfas de primeiro instar
ingurgitadas e niio ingurgitadas, Os tratamentos testados foram: suspensdes de M. anisopliae
2107 e 108 conidios/mL e solugiio controle a base de agua destilada e Tween 80 2 0,01%. O
fungo utilizado foi crescido em Batata, Dextrose ¢ Agar ¢ mantido & temperatura de 25°C 1°
C e umidade relativa (UR) 2 80% por 15 dias. Para o preparo das suspensdes fungicas, os
conidios foram suspensos em solugdo de agua destilada estéril e Tween 80 a 0,01%,
quantificados em cémara de Neubauer em microscopio dptico e ajustadas nas concentragdes
de 107 ¢ 108 conidios/mL. Para o tratamento, as larvas e ninfas foram acondicionadas em
trascos de vidro vedados com algoddo hidrofilico e imersas em um mL de suspenso efou
solugio controle por trés minutos. Posteriormente, os espécimes tratados foram
acondicionados em estufas B.0.D.a27°C 1°Ce%90% 10% de UR. O pardmetro avaliado foi
o percentual de mortalidade das larvas e ninfas, Como resultado, observou-se 80% de
mortalidade do estigio larval na concentragdio de 107 conidios/mL e 91,4% para larvas
submetidas & concentragio de 108 conidios/mlL. As ninfas ingurgitadas imersas a
concentragdo 107 conidios/mL foram mais susceptiveis ao fungo que as ninfas ndo
ingurgitadas. Na concentragdo 108 conidios/mL a mesma diferenga ndo foi observada, uma
vez que se obteve um percentual médio de mortalidade acima de 95% tanto para as ninfas
alimentadas como para as ndo alimentadas. Com base nos resultados obtidos, pode-se
coneluirque s estdgios de Q. miimon estudados s@o susceptiveis a M. anisopliae.
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