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RESUMO: O presente estudo analisou os efeitos letais e subletais das estirpes de fungos
entomopatogénicos Beuveria bassiana ¢ Metarhizium anisopliae em larvas de Lithobates catesbeianus.
Os resultados mostraram que B. bassiana nao € toxico para as larvas, enquanto M. anisopliae apresenta
toxicidade apenas em altas concentragdes (CL50% de cerca de 47,73 ml/l). Ambos os fungos néo
afetaram o comportamento de nado das larvas, mas o perfil sanguineo revelou uma maior quantidade de
eritrocitos anucleados em relagdo as outras anormalidades encontradas, principalmente nos grupos
controle, possivelmente devido a problemas de oxigenagdo dos tanques durante os testes subletais.
Conclui-se que B. bassiana ¢ praticamente ndo toxico para larvas de L. catesbeianus, enquanto M.
anisopliae s6 ¢ toxico em concentragoes elevadas, no entanto ambos ndo apresentam efeitos subletais.

PALAVRAS-CHAVE: Beauveria bassiana; Metarhizium anisopliae; fungos entomompatogénicos,
ecotoxicologia, Ra-touro.

EFFECTS OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI-BASED COMPOUNDS BEAUVERIA
BASSIANA (IBCB 170) AND METARHIZIUM ANISOPLIAE (IBCB 383) ON LARVAE OF
LITHOBATES CATESBEIANUS (SHAW, 1802)

ABSTRACT: The present study analyzed the lethal and sublethal effects of the entomopathogenic
fungal strains IBCB 170 of Beauveria bassiana and IBCB 383 of Metarhizium anisopliae on tadpoles
of Lithobates catesbeianus. The results showed that B. bassiana is not toxic to the larvae, whereas M.
anisopliae exhibits toxicity only at high concentrations (LC50 of approximately 47.73 ml/l). Neither
fungus affected the swimming behavior of the larvae, but the blood profile revealed a higher number of
nucleated red blood cells compared to other abnormalities, primarily in the control groups, possibly due
to oxygenation issues in the tanks during the sublethal tests. It is concluded that B. bassiana is practically
non-toxic to L. catesbeianus larvae, while M. anisopliae is only toxic at elevated concentrations;
however, both compounds did not show sublethal effects.

KEYWORDS: Beauveria bassiana; Metarhizium anisopliae; Entomopathogenic fungi; ecotoxicology;
bullfrog.
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INTRODUCAO

A Agenda 2030 das Nagdes Unidas reflete uma mobilizagdo internacional em busca de praticas
mais responsaveis nos ambitos econdmico, social e ambiental (ODS, 2015). Nesse contexto, a
substitui¢do e diminui¢do do uso de agrotoxicos ¢ essencial, uma vez que contribui para a realizagdo de
alguns desses objetivos: como a erradicagdo da pobreza e a producdo responsavel (Carneiro et al, 2015).
Entre as praticas voltadas para esse processo de modificacdo e contestacdo do modelo agricola vigente,
advindo da Revolucdao Verde (Lazzari; Souza, 2017), destaca-se a utilizacdo de microrganismos
benéficos que atendam as demandas agricolas, diminuindo a dependéncia por produtos industrializados
(Gragas et al, 2015).

Os fungos entomopatogénicos dos géneros Metarhizhium e Beauveria ocupam posicdo de
destaque entre os microrganismos que atuam no controle de insetos-pragas agricolas (Rehner; Buckley,
2005; Roberts; Stleger, 2004). Sendo assim, com o intuito de contribuir para a produgdo de alternativas
aos agroquimicos, realizamos ensaios ecotoxicoldgicos com bioprodutos a base das estirpes IBCB 383
de Metarhizium anisopliae ¢ IBCB 170 de Beauveria bassiana isoladas pelo Instituto Biologico de
Campinas, em larvas de Lithobates catesbeianus (Ra-touro americana).

A contaminagdo de corpos d'agua por essas substancias afeta diretamente a biodiversidade local,
sendo os anfibios um dos grupos mais vulneraveis a essa contaminagdo devido a alta permeabilidade
cutanea e ao ciclo de vida bimodal (Gongalves et al., 2019; Agostini et al., 2020). Neste contexto, o
presente projeto buscou a realizagdo de ensaios toxicologicos para avaliar a concentragdo letal (CL50)
dos bioprodutos, bem como os potenciais impactos dos compostos no comportamento natatorio e seus
efeitos genotdxicos por meio de analises das anormalidades nucleares eritrocitarias em larvas L.
catesbeianus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 236 individuos em fase larval de L. catesbeianus, adquiridos no ranario
RANAMAT, localizado em Matdo-SP ¢ trazidos ao Laboratorio de Ensaios Ecotoxicologicos de Animais
Aquaticos do IFSP Campus Barretos, os quais foram aclimatados por 15 dias, distribuidos em seis
tanques com capacidade de 50 litros cada. As larvas foram mantidas em temperatura ambiente
(£27°C), fotoperiodo natural, acracdo constante e alimenta¢do com racdo floculada de peixe ad libitum.
Além disso, limpeza diaria foi realizada com a renovacdo de um 1/3 do volume de 4gua de cada tanque,
com agua declorada, evitando assim o acimulo de matéria organica ¢ amonia.

Realizamos um teste preliminar de toxicidade para determinar as concentragcdes que seriam
utilizadas nos ensaios letais. Para isso, dois tanques com capacidade de aproximadamente 10 litros foram
preenchidos com 5 litros de agua e 5 girinos cada. Em um dos tanques as larvas de L. catesbeianus foram
expostos a uma concentracdo de 2x10°¢ conididsporos/ml (0,082 ml/l) do bioproduto a base do fungo
entomopatogénico B. bassiana (IBCB 170), durante 96h, baseado no trabalho de Genthner e Middaugh
(1992) em embrides do peixe Menidia beryllina. Em outro tanque, os individuos foram expostos a uma
concentragdo cem vezes maior (8,2 ml/l) do mesmo bioproduto.

Para o célculo da concentragdo letal, 60 girinos foram distribuidos equitativamente em doze
caixas plasticas, havendo duas para cada concentragdo, totalizando cinco concentragdes: 20 ml/l, 10 ml/1,
1 ml/1, 10 microlitros/l, 1 microlitro/l do bioproduto a base do fungo B. bassiana (IBCB170) e o controle.
O teste com o biopesticida a base do fungo M. anisopliae (IBCB383), foi utilizado o mesmo
delineamento experimental descrito acima, no entanto com concentragdes distintas: 40 ml/l, 20 ml/1, 15
ml/l, 10 ml/1 e 1 ml/l, além do controle.

O teste subletal contou com nove tanques com cinco litros cada, havendo trés tanques para cada
concentragao (1 e 10 ml/l) e para o controle. Em cada um dos recipientes foram colocados seis individuos
em fase larval de L. catesbeianus. Assim, 54 girinos foram expostos por 96 horas ao bioproduto a base
do fungo B. bassiana (IBCB170) e, o mesmo montante, ao bioproduto a base do fungo M. anisopliae
(IBCB383); totalizando 106 girinos.

Ap0s o periodo de 96 horas as larvas foram anestesiadas com lidocaina (50 mg/g) e tiveram uma
fragdo do sangue retirada por meio de pungao cardiaca com seringas de 1ml e agulhas (G30) descartaveis,
as quais foram lavadas com o anticoagulante EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) a 3%.
Posteriormente, realizamos a técnica de extensdo sanguinea em lamina de vidro, as quais foram secadas
naturalmente e fixadas em metanol PA gelado por 20 minutos. Apos, as laminas foram coradas com
Giemsa 5% (Newprov), e com o auxilio de microscopio de luz Leica DM500 com camera digital
acoplada (ICC50W), foram contados 1.000 eritrocitos de cada individuo, sendo analisadas as seguintes
anomalias nucleares: auséncia de nucleo, nucleo segmentado, micronucleo, eritrocitos com dois nucleos,
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‘bud’, nucleo entalhado, nicleo lobado, eritrocito em apoptose, nucleo frouxo, riniforme € com padrio
circular. Os critérios utilizados para a classificagdo das anomalias foram de acordo com Benvindo-Souza
et al., (2020) e Assis et al., (2021).

Para o teste de comportamento natatério, as larvas de cada tratamento foram realocadas,
individualmente e aleatoriamente para um recipiente redondo e transparente de 25,5 centimetros de
diametro e 5 centimetros de profundidade e filmados com o celular (Samsung Galaxy M54). Apos um
breve periodo de aclimatacdo de 15 segundos, a atividade natatoria de cada girino foi registrada por 90
segundos, realizando estimulos com pipeta Pasteur estéril, sempre proximo a cauda do individuo,
simulando aproximagdo de predadores, nos seguintes momentos: 15, 30, 45, 60 e 75 segundos apds o
inicio da observagdo, baseado no trabalho de Girotto et al., 2020. Posteriormente, as filmagens foram
analisadas por meio do software Kinovea, possibilitando a medi¢do da distancia total percorrida,
velocidade maxima e velocidade média de cada girino.

Para as analises estatisticas foi realizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk, transformagéo
logaritmica dos dados, seguido da verificagdo da homocedasticidade através do teste de Levene.
Utilizamos a analise de variancia ANOVA-one-way com nivel de significancia p.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os testes preliminares, nos quais as larvas de L. catesbeianus foram expostas por 96h aos
compostos a base de B. bassiana (IBCB170) e posteriormente ao M. anisopliae (IBCB383) nas
concentragoes de 0,082 ml e 8,2 ml/l. Essas concentragdes foram utilizadas por Genthner ¢ Middaugh,
1992, as quais promoveram ruptura das células embrionarias. Entretanto, ndo observamos efeitos
comportamentais, estruturais ¢ letais nas larvas de L. catesbeianus. Dessa maneira, para o teste definitivo
da LC50, utilizamos os valores limites de toxicidade para organismos aquaticos determinados pela U.S.
Environmental Protection Agency (EPA). No fim das 96 horas, ndo observamos letalidade de animais
expostos a B. bassiana (IBCB170), entretanto, para o composto a base de M. anisopliae (IBCB383),
obtivemos um valor estimado de 47,73 ml/l para CL50, assim como, por meio do coeficiente angular,
detectamos que a mortalidade dos organismos aumenta com o aumento da concentragdo do biopesticida
(Figura 1), evidenciando uma maior toxicidade em doses mais elevadas, quando comparado a B.
bassiana, embora os mecanismos que atuam sejam desconhecidos para vertebrados e carecem de mais
investigacdes.

FIGURA 1. Taxa de mortalidade dos girinos de ra-touro expostos ao M. anisopliae, partir do coeficiente
angular.

CL50-96 horas

Concentaczo de conidios

As andlises de anomalias nucleares eritrocitarias revelaram que, tanto as larvas de L.
catesbeianus expostos a B. bassiana (IBCB170) quanto para aqueles expostos a M. anisopliae
(IBCB383), apresentaram um predominio de eritrocitos anucleados (Figura 2) quando comparados com
outras anormalidades, entretanto, essa anomalia foi maior no grupo controle em ambos os tratamentos.
De acordo com Fijan, 2002, eritrocitos anucleados podem ser resultantes de situagdes de estresse como
alteragdes na dieta, doencas, danos metabolicos. Além disso, a presenca de eritrocitos anucleados
também pode indicar um aumento da eficiéncia do transporte de oxigénio, melhorando a relagdo
superficie/volume celular (Barni et al., 2007) particularmente em condigdes de polui¢do da dgua. Em
nosso trabalho, apesar de observarmos um grande nimero de eritrocitos anucleados (eritroblastos), a
ocorréncia foi observada principalmente no grupo controle, o que afasta a hipotese de o composto estar
promovendo tal condi¢do, podendo, portanto, ser atribuida a condi¢cao metabodlica do animal ou a uma
baixa oxigenacdo nos recipientes os quais os grupos controles estavam presentes.

15° CONICT 2024 3 ISSN: 2178-9959



FIGURA 2. Eritrocito anucleado (seta) de girino de L. catesbeianus.
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Finalmente, para os testes de comportamento de natacdo das larvas de L. catesbeianus expostos
separadamente aos produtos a base de B. bassiana e M. anisopliae, ndo mostraram diferencas entre o
grupo controle (CO) e os grupos tratados (C1 e C2) para ambos os compostos em relagdo aos parametros
velocidade maxima, velocidade média e distancia total percorrida (figura 3). Esses mesmos parametros
foram utilizados por Girotto et al, 2020, para avaliar a toxicidade no comportamento de fuga de L.
catesbeianus expostos a diferentes dilui¢des do rejeito da atividade mineradora provenientes do
rompimento da barragem de Mariana-MG, onde as dilui¢Ges ndo promoveram letalidade em exposigdo

aguda e cronica, entretanto, em ambas as condigdes, houve diminuigdo da velocidade do nado ¢ da
distancia percorrida nas maiores concentragdes as quais os animais foram submetidos.

FIGURA 3- Grafico em caixa comparando a distdncia entre os girinos expostos a B. bassiana ¢ M.
anisopliae. Letras iguais indicam, para o mesmo composto, auséncia de diferencas estatisticas (p<0,05).

08
b
b a
N “ b
07- - - 0.06- a |
N ‘ _ 2l |
£ b : 2 =
@ 06 « . = ‘
£ 2 = _—
£ i ©
3 2 b D 0.04- _ ‘
13 ESVEEN 4 [N 4 | e
805 ] ‘ o =
3 A g
1 -
o °
2 BL_J Al .l iy g
S | g
2 [ > 0.02-
03~
co 1 c2 co c1 c2
A Tratamento B Tratamento
Composto Beauveira 2] Metarhizhium Composto Beauveira [2] Metarhizhium

Distancia (m)

co c1 c2
Tratamento

C

Composto [+ Beauveira =] Metarhizhium

15° CONICT 2024 4 ISSN: 2178-9959



CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que o bioproduto a base de B. bassiana é praticamente nio
toxico para girinos de L. catesbeianus, ndo havendo mortes durante o teste para CL50, corroborando
com Zimmermann (2007). No entanto, para M. anisopliae a CL5 foi estimada em 47,7 ml/l, havendo um
aumento de mortes conforme o aumento de concentragdo do bioproduto, mostrando que o produto pode
ser toxico em altas concentragdes. Em relaco a analise de perfil eritrocitario, os eritrocitos anucleados
foram predominantes dentre as demais anormalidades nucleares, nao havendo diferenga entre o controle
e tratados de B. bassiana. No entanto, os girinos tratados com M. anisopliae com 1ml/1 (C1) e 10ml/1
(C2) apresentaram um menor niimero de células com anomalias em comparag@o com controle, podendo
refletir as condigdes metabolicas dos individuos ou uma baixa aeragdo em seus tanques. Finalmente,
para o teste de comportamento de nado, analisando os produtos individualmente, tanto para B. bassiana,
quanto para M. anisopliae, ndo houve diferenca entre controle e os tratamentos.
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