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Metarhizium anisopliae como agente
de biocontrole do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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RESUMO: O presente trabalho objetivou avaliar o efeito in vitro de isolados do fungo Me-
tarhizium anisopliae sobre fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus, coletadas aleatoria-
mente do corpo de bovinos naturalmente infestados da cidade de Patos de Minas. O bio-
ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. Apos
a infec¢do foram observados os seguintes parametros bioldgicos: peso inicial das fémeas
ingurgitadas, periodo pré-postura, periodo de postura, peso da massa de ovos, periodo de
incubagao, peso residual das teledginas. Nao foi observada diferenca estatistica significa-
tiva no peso inicial e no peso final das fémeas, no tempo de oviposicao e sobrevivéncia.
Quanto aos resultados de peso da massa total de ovos, o isolado I apresentou maior média
(0,480, 04a), seguido dos isolados I1I (0,46+0,05ab) e II (0,36+0,08bc), os quais apresentaram
diferengas significativas quando comparados com o controle. Conclui-se que os isolados
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de M. anisopliae nas condicoes de 27° C e 45% de umidade relativa do ar nao reduziram o
tempo de oviposigao, a sobrevivéncia das teledginas de Boophilus microplus e o peso da
massa de ovos indice de produgao de ovos.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico. Fungos. Entomopatdgenos. Artrépodes.

ABSTRACT: The present work aimed to evaluate fungi in vitro effect of isolates of the fungi
Metarhizium anisopliae on engorged females of Boophilus microplus collected at random from
the body of naturally infested cattle of the city of Patos de Minas. The bioassay was per-
formed in a completely randomized design with five replicates. After the infection, were
analyzed the following biological parameters: initial weight of engorged females, pre-pos-
ture period, posture period, egg mass, incubation period, residual weight of the telegyng.
No significant statistical difference was observed in the initial weight and the final weight
of the females, in the time of oviposition and survival. Regarding the weight results of the
total egg mass, isolates I had the highest mean (0.48 + 0.04a), followed by isolates III (0.46
+(0.05ab) and II (0.36 + 0.08bc), that showed significant differences when compared to the
control. It was concluded that the isolates of M. anisopliae at conditions of 27° C and 45% of
relative humidity did not reduce the time of oviposition, the survival of Boophilus microplus
teleogynes, the weight of egg mass index egg production.

KEYWORDS: Control biological. Entomopathogenic fungi. Arthropods.

1. INTRODUCAO

carrapato de bovinos Rhipicephalus (Boophilus) microplus é considerado um

dos ectoparasitos de maior importancia econdmica na pecudria bovina

brasileira. O rebanho bovino comercial do Brasil é o maior do mundo e
determinante para a economia do pais. O estado de Minas Gerais é um polo de
produgao leiteira no Brasil e sofre as consequéncias da alta prevaléncia desse ecto-
parasito (ABIEC, 2016).

O carrapato é o principal agente causador de infestag¢des por artropodes em
bovinos e é responsavel por sérios prejuizos econdmicos na pecudria bovina, como
reducdo na producao de leite, carne e couro, perda de peso e estresse, além de
maiores gastos com medicamentos e animais que vao a obito quando nao sao tra-
tados corretamente (KISS et al., 2012).

No Brasil destacam-se dois géneros de grande importancia: o protozoa-
rio Babesia, espécies Babesia bovis e B. bigemina, e a rickettsia, da espécie Anaplasma
marginale, responsaveis pelo complexo denominado “tristeza parasitaria bovina”
(TPB), que revela ser um dos maiores obstaculos para o desenvolvimento da pecu-
aria bovina nacional (GARCIA, 2008).

Atualmente, o controle do carrapato € baseado principalmente no emprego
de acaricidas quimicos aplicados com o objetivo de extinguir as fases parasitarias
que infestam os animais (FRANCO, 2000). Contudo, ao longo dos anos, muitos car-
rapatos foram capazes de sobreviver a maioria dos produtos quimicos utilizados
para o seu controle, fendbmeno denominado de resisténcia.

A aplicagao dos produtos de forma incorreta, com dosagens inferiores as
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recomendadas pelo fabricante, talvez seja uma das situagdes mais relevantes para
o aparecimento de resisténcia em populagoes de carrapatos (FAO, 2004).

Alternativas aos produtos quimicos sao pesquisadas, devido aos grandes
custos gerados aos pecuaristas, bem como danos ao meio ambiente e a sauide hu-
mana. O controle bioldgico de pragas baseados no uso de fungos entomopatogé-
nicos tem sido uma alternativa promissora, pois além de utilizar mecanismos na-
turais de combate, apresenta grandes vantagens quanto ao impacto ambiental, aos
custos, a especificidade e ao ndo desenvolvimento de resisténcia (ALVES, 1998b,
SHAH; PELL, 2003, SAMISH et al., 2004).

O controle bioldgico possui diversas vantagens quando comparado ao con-
trole cldssico utilizando produtos quimicos. O baixo impacto ambiental gerado, o
baixo risco em seu manuseio, os custos reduzidos e principalmente uma maior es-
pecificidade em relacao ao agente-alvo sao exemplos dessas vantagens. Dentre os
métodos estudados esta a utilizacdo de fungos entomopatogénicos, o que parece
ser uma alternativa eficiente e segura. Entre fungos entomopatogénicos avaliados
para controle de carrapatos, encontra-se Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana
como os mais patogénicos, causando mortalidade para Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (FRAZZON et al., 2000).

As pesquisas utilizando microrganismos para o controle do carrapato
ainda se encontram em carater inicial; e varios pesquisadores tém se dedicado ao
estudo de infecgdes experimentais por fungos e constatado resultados satisfatdrios,
em diferentes espécies de carrapatos com diferentes isolados fungicos, principal-
mente em testes em condigdes laboratoriais (BITTENCOURT et al., 1997, COSTA et al., 2002,
REISet al., 2004).

O Metarhizium anisopliae tem sido bastante utilizado no controle biologico
de insetos e pragas da agricultura e no controle de artropodes, nos tltimos tempos.
As pesquisas que avaliam o potencial biocontrolador de vetores de doencas ani-
mais sdo frequentes, merecendo destaque o carrapato, que foi amplamente estu-
dado em ensaios de laboratorios. A eficacia do fungo no controle de varias espécies
como Rhipicephalus sanguineus, Anocentor nitens, Amblyomma variegatum, Am-
blyomma cajennense, Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi comprovada, tornando-
se um potencial alternativo ao controle quimico e demonstrando elevada mortali-
dade em ovos, larvas e fémeas ingurgitadas (KAAYA et al., 1996; MONTEIRO et al.,
1998; BITTENCOURT et al., 1999; PAIAO et al., 2001; GARCIA et al., 2004; LOPES et al., 2007).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito in vitro de
isolados do fungo Metarhizium anisopliae sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicepha-
lus (Boophilus) microplus em condi¢des de laboratdrio.

2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizacio de Animais
(CEUA) do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), sob o protocolo n°
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33/17. O estudo foi realizado nos Laboratdrio de Genética e Biotecnologia e no La-
boratdrio de Parasitologia Animal do Centro Universitario de Patos de Minas (UNI-
PAM). O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com cinco repetigdes. Cada unidade experimental foi composta por um
grupo de dez teledginas acondicionadas em uma placa de Petri de vidro estéril
com 90 milimetros de diametro.

Os isolados de M. anisopliae utilizados no experimento foram cedidos por
um Laboratdrio da cidade de Patos de Minas, MG. Os fungos foram produzidos
em placas de Petri em meio de cultura BDA acidificado (pH 4,0) em estufa de cres-
cimento com temperatura de 25° C por um periodo de 10 dias. Apos esse periodo,
foi preparada uma suspensao de conidios para a utilizagao do experimento.

Para a realizagao do bioensaio, foram coletadas 200 fémeas ingurgitadas
(teledginas) aleatoriamente do corpo de bovinos naturalmente infestados, no peri-
odo vespertino, e acondicionadas em um recipiente limpo, lacrado, com orificios
para entrada de ar e papel umedecido com dgua forrando o fundo do recipiente.

Em seguida, as teledginas foram armazenadas na parte inferior da gela-
deira por 24 horas, para que a temperatura baixa retardasse o processo de oviposi-
¢ao até o dia seguinte; quando foi realizado o primeiro bioensaio.

Antes de receber os tratamentos, as teledginas foram lavadas em dgua cor-
rente, em seguida imersas em solugao de hipoclorito de sédio a 1%, por trés minu-
tos para assepsia da cuticula, lavadas em agua destilada estéril e secas em papel
toalha. Em seguida, as fémeas foram separadas em grupos de dez, pesadas em
uma balanca analitica.

A metodologia utilizada para o tratamento das fémeas ingurgitadas foi a
mesma utilizada por Camargo et al. (2012). Os tratamentos foram compostos por
trés isolados de M. anisopliae (isolado I, isolado II e isolado III) e um por grupo
controle.

Os grupos de teledginas de cada tratamento foram colocadas em um tecido
de tela Voal e imersas por trés minutos na suspensao previamente preparada com
cada isolado na concentragao de 1x10® conidios/mL e Tween 80 a 0,1% (agente ten-
soativo nao idnico e emulsionante, estabilizante) (Figura 1-II e II). O grupo controle
foi imerso em solucao de dgua destilada estéril e Tween 80 (0,1%).

Decorrido esse periodo, as fémeas foram colocadas sobre papel-toalha e
fixadas em placa de Petri estéril sobre fita adesiva dupla face. Para facilitar a coleta
das posturas, as fémeas foram fixadas em decubito dorsal (Figura 1-IIl e IV).

Ap0s identificacao, as placas com as teledginas foram colocadas em estufa
tipo Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) mantidas a temperatura de 27°C =+
1° C por 15 dias. O bioensaio foi diariamente observado e a massa de ovos de cada
unidade experimental foi coletadas por um periodo de 15 dias e transferidas para
tubos de falcon vedados com algodao hidrofilo umedecidos em dleo de cozinha,
para evitar a possivel saida de larvas eclodidas no periodo de incubagao e periodo
de eclosao (Figura 1-V e VI).Estes foram mantidos em posi¢ao vertical na estufa por
31 dias nas condigdes de temperatura de 27° C + 1° C para o acompanhamento dos
parametros relativos a esta fase evolutiva.
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Apds o término do periodo de 15 dias de postura, foram registradas a mor-
talidade das teledginas, o peso da massa de ovos e o peso residual de cada unidade
experimental. Em seguida, as teledginas foram transferidas para outras placas de
Petri estéril, para se observar diariamente o crescimento fingico e suas respectivas
caracteristicas macro e microscdpicas com o auxilio de um microscépio eletronico.

:-"-' o

—

Figura 1: Montagem do Bioensaio dos tratamentos dos isolados de Metarhzium anisopliae e
do tratamento controle. I- imersao das fémeas na suspensao dos tratamentos com os isola-
dos na concentracdo de 1 x 10 8 conidios/ml e Tween 80 (0,1%). II- imersao do tratamento
controle em solugao de agua destilada estéril e Tween 80 (0,1%). III- Fémeas em processo
de secagem depois da imersao. IV- fixagao das fémeas em fita adesiva dupla face. V- placas
em estufa tipo BOD mantidas a temperatura de 27° C. VI- Tubos de Falcon com as massas
de ovos coletadas diariamente vedados com algodao em dleo de cozinha. Patos de Minas—
MG, 2017.

Em cada placa de Petri, foi colocado um pequeno pedaco de algodao ume-
decido com 4gua estéril para proporcionar condigdes de esporulagao dos fungos.
Para avaliacao dos efeitos do Metarhzium anisopliae sobre as tele6ginas, foram ava-
liados os seguintes parametros bioldgicos: peso inicial das fémeas ingurgitadas,
periodo pré-postura, periodo de postura, peso da massa de ovos, periodo de incu-
bagao, peso residual das teledginas (determinado trés dias apos o término da pos-
tura).

A partir dos dados coletados foram avaliados os indices de produgao de
ovos (IPO), e o indice nutricional (IN) segundo a metodologia de Bennett (1974):

270



METARHIZIUM ANISOPLIAE COMO AGENTE DE BIOCONTROLE DO CARRAPATO

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

Peso inicial das teledginas antes de iniciar a postura (g)

IN = Peso da massa de ovos (g) — peso residual das fémeas x 100

peso inicial das teledginas antes de iniciar a postura (g)

Para a andlise dos resultados, foram utilizadas planilhas tabuladas no pro-
grama Windows Excel ® 2016. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste F, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
ao nivel de 5% de significancia (< p 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A oviposicao das teledginas iniciou-se no quarto dia apds o inicio do bio-
ensaio e permaneceu até o décimo quinto dia. O tempo médio de sobrevivéncia
delas foi de 12,4 dias. Nao foi verificada diferenca estatistica entre os grupos
quanto ao tempo de oviposic¢ao e sobrevivéncia (Tabela 2).

Tabela 2. Média + desvio padrao do tempo de oviposicao, tempo de sobrevivéncia (dias),
peso inicial das fémeas (g), peso residual das fémeas (g), peso da massa total de ovos (g),
indice de producao de ovos (IPO). Patos de Minas, MG, 2017.

Trata- Tempo Tempo Peso Inicial Peso Peso PO
mentos Oviposicdo  Sobrevivéncia Fémeas Final Massa
(d) (d) (g) Fémeas total de ovos
(g) (g)

Controle 9,36+0,88a 12,4+1,21a 2,02+0,07 0,36+0,08 0,34+0,05¢ 16,87+ 3,08a
Isolado I 9,08+0,99a 12,2+0,94a 2,1540,26 0,45+0,09  0,48+0,04a  22,56+3,32a
Isolado IT 8,08+1,05a 12,1+0,67a 1,79+0,16 0,31+0,04  0,36+0,08bc 20,07 +5,09a
Isolado III 8,18+0,85a 12,4+0,80a 2,02+0,16 0,38+0,05  0,46+0,05ab 22,65 +1,63a

Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5 % de probabilidade. (d) = dias

(g) = gramas
IPO= Indice de Producio de Ovos

Os dados corroboram com os de Bittencourt (1999), quando utilizaou o M.
anisopliae sobre B.microplus e nao verificou diferenca significativa para o periodo
de postura entre os tratamentos. Bittencourt et al. (1994b), em seus estudos, obser-
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varam que a duragao do periodo de postura esta relacionada com a morte das fé-
meas pela agao do fungo M. anisopliae, e que os tratamentos aplicados em suas
pesquisas nao foram capazes de antecipar a morte das fémeas e também o tempo
de postura.

Bennett (1974) observou que, sob a mesma temperatura, fémeas maiores e
mais pesadas encerram a sua postura em um maior intervalo de tempo, porque
possuem maior quantidade de nutrientes para converter em massa de ovos, e por
isso, sO terminam a postura depois das fémeas menores.

Nao foi observada diferenca significativa no peso inicial e final das fémeas,
indicando uniformidade entre os grupos. Santos e Fulong (2002), em seus estudos,
observaram que o peso da fémea ingurgitada tem uma relagao direta com o su-
cesso de sua fase de vida parasitaria.

De acordo com Fulong (2002), o aumento da competicao intraespecifica
pode fazer com que haja uma diminuigao no peso das fémeas ingurgitadas. Con-
sequentemente haverd também um menor grau de eficiéncia no processo de con-
versao do alimento ingerido em massa de ovos, e o potencial de oviposi¢gao de uma
fémea ingurgitada esta diretamente relacionado a sua capacidade em alimentar.

A umidade relativa do ar durante o periodo de desenvolvimento do bioen-
saio foi de 45%, o que é considerada baixa para o desenvolvimento do fungo. Melo
et al. (2006), Bittencourt et al. (2003) e Bahiense et al. (2007) relataram que os carrapa-
tos deverdo ser mantidos em estufa tipo B.O.D, com a umidade relativa do ar acima
de 70% para realizarem postura. Acredita-se que este seja o principal fator da ine-
ficacia dos isolados no periodo de sobrevivéncia das fémeas: tempo de postura e
indice de producao de ovos no presente estudo conforme (tabela 2).

Para os resultados de tempo de sobrevivéncia do carrapato, nao houve di-
ferenga significativa entre os grupos avaliados. Foram observados 100% mortali-
dade das teledginas no décimo oitavo dia de bioensaio. Bittencourt (1992) observou
que as fémeas de carrapatos Hyalomma scupense e Dermacentor marginatus, morriam
antes ou logo apds o término da postura, fato também observado no presente tra-
balho em algumas repeti¢oes do presente bioensaio avaliado.

Segundo Verissimo (1991), na fase de vida livre, a fémea ingurgitada apre-
senta primeiro um periodo de pré-postura de trés dias e morre apds a postura.
Entende-se, portanto, que as fémeas morrem rapidamente apds a oviposigao. As
teledginas sobrevivem in vitro por 36 horas apds a oviposigao.

Castro et al. (1997), em teste de estabulo (lugar coberto utilizado para abri-
gar o gado) com M. anisopliae e bovinos infestados com B. microplus, observaram
uma escala crescente de suscetibilidade envolvendo adultos, larvas e ninfas do car-
rapato. As elevadas mortalidades observadas a partir do dia 24 demonstraram ha-
ver atuagao nas infestagdes subsequentes ao tratamento, demonstrando assim um
poder residual deste bioacaricida.

Foi observado o aumento da massa de ovos das teledginas tratadas com os
isolados de Metarhizium Isolado I e Isolado III (Figura 2 — Figura 3). Esse fato parece
nao estar relacionado com o peso inicial das teleéginas nem com tempo de sobre-
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vivéncia, uma vez que todos os tratamentos foram estatisticamente iguais para es-
tas variareis. Este resultado difere dos trabalhos realizados por Bittencourt et al.
(2003) Melo et al. (2006); Athayde et al. (2006), que mostram que a aplicagao de Me-
tarhizim reduz o peso da massa de ovos.

Figura 2: Massa de ovos do tratamento do Figura 3: Massa de ovos do tratamento do
Isolado I Isolado III

Fonte: Elaborado pelo autor Fonte: Elaborado pelo autor

Quanto aos resultados de peso da massa total de ovos, o isolado I apresen-
tou maior média (0,480, 04a), seguidos dos isolados III (0,46+0,05ab) e II (0,36+
0,08bc). Ambos apresentaram diferengas significativas quando comparados com o
controle conforme a (Tabela 2). O namero de ovos depositados por fémeas ingur-
gitadas, inoculadas na concentragao de 1x10® conidios/mL, foi reduzido a medida
que ocorria a mortalidade das teledginas.

Athayde et al. (2006), em teste de patogenicidade de Metarhizium anisopliae
var acridum em fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus, observaram que o peso
meédio nos grupos tratados diminuiu a propor¢ao que se aumentava a concentra-
¢ao de conidios utilizada em relagao aos grupos controle. Na concentragao de 108,
o grupo tratado no presente trabalho apresentou a menor massa de ovos que foi
de 97,40 m, resultados que se assemelharam com os de Correia et al. (1998), que
conseguiram uma reducao de 52% da massa de ovos com M. anisopliae sobre B. mi-
croplus. O mesmo se repetiu nos trabalhos de Bittencourt et al. (1999), em teste de
campo, com 0 mesmo fungo, sobre carrapatos de bovinos.

Nao foi possivel afirmar que o fato de o peso da massa de ovos ter aumen-
tado a partir da aplicacdo dos isolados esteja associado a baixa umidade relativa
durante o desenvolvimento do ensaio.

Estudos sobre o controle bioldgico de carrapatos do género Boophilus spp.
com M. anisopliae demonstraram excelente atividade patogénica em condi¢des am-
bientais com temperaturas entre 25° C e 28° C e umidade relativa entre 60% e 70%
(KAAYA; HASSAN, 2000), ou temperatura média de 28° C e umidade relativa em
torno de 85% (FRAZZON et al., 2000). Os resultados obtidos e os encontrados pelos
referidos autores indicam que o fungo é capaz de exercer a atividade patogénica
sobre o carrapato em diferentes condi¢des de temperatura e umidade. Quanto ao
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controle bioldgico, este € um importante fator a ser considerado, pois um bom
agente de controle devera atuar em diferentes condi¢des ambientais. Contudo, se-
ria necessario repetir o ensaio do presente trabalho em condi¢oes ambientais de
umidade relativa em torno de 85%, conforme varios estudos, uma vez que a umi-
dade relativa da estufa foi apenas de 45%.

Para os resultados de Indice de Producio de Ovos (IPO) observou-se que
nao houve diferenga significativa entre os grupos avaliados conforme (Tabela 2).
Bahienese et al. (2007) observaram em sua pesquisa uma reducao no indice de pro-
ducao de ovos no segundo dia apds tratamento M. anisopliae .

Segundo Bittencourt et al. (1992), essas diferengas podem ser explicadas de-
vido a alta sensibilidade deste entomopatdgeno aos fatores climaticos, tais como
umidade relativa e temperatura, afetando nao sé a viruléncia como também epi-
zootias. Quando se trata de métodos de controle bioldgico, menores percentuais
de controle sao esperados, quando comparados aos métodos convencionais com
produtos quimicos. Deve-se ressaltar que essa diferenga ¢ compensada, pois o pro-
cesso de controle bioldgico tem como objetivo manter a praga em niveis aceitaveis,
além de preservar ao maximo o ambiente, com consequente preservagao dos ini-
migos naturais dessa praga.

A aplicagao de acaricidas biologicos para o controle do carrapato Rhipi-
cephalus microplus apresenta grandes desafios. Quando se trata de métodos de con-
trole bioldgico, menores percentuais de controle sdo esperados, quando compara-
dos aos métodos convencionais com produtos quimicos. Deve-se ressaltar que essa
diferenga é compensada, pois o processo de controle bioldgico tem como objetivo
manter a praga em niveis aceitdveis, além de preservar ao maximo o ambiente,
com consequente preservacao dos inimigos naturais dessa praga (BAHIENESE et al.,
2007).

As pesquisas utilizando microrganismos para o controle do carrapato ain-
da se estdo em carater inicial, e varios pesquisadores tém-se destinado ao estudo
de infecgOes experimentais por fungos, verificado resultados satisfatorios em dife-
rentes espécies de carrapatos com diferentes isolados fungicos, principalmente em
testes em condigOes laboratoriais (BITTENCOURT et al., 1997, COSTA et al., 2002, REIS et al.,
2004).

4. CONCLUSAO
Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que os isolados nas condigoes de
27° C e 45% UR nao reduziram o tempo de oviposigao, a sobrevivéncia das teled-

ginas de Rhipicephalus (Boophilus)microplus nem o peso da massa de ovos e o indice
de produgao de ovos.
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