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Rhipicephalus sanguineus is responsible for transmitting several pathogenic agents, such as: Babesia sp. and
Ehrlichia sp.. This species is known as the brown dog tick and has wide geographical distribution. The purpose of
this work was to evaluate the pathogenicity of biological formulations of Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae applied to the fed nymphs and adults of R. sanguineus under laboratory conditions. The following
treatments were evaluated: control, distilled water with tween 80, emulsible concentrated, cellulose polymerized gel,
fungus mixed with emulsible concentrated, fungus mixed with cellulose polymerized gel and fungus mixed with
emulsible concentrated and cellulose polymerized gel. Each treatment was repeated ten times. The survival of fed
nymphs and unfed adults was evaluated on the 5%, 10", 15" and the 20" days after treatments. Significant differences
were observed between the treatments (p<0,05). The treatment with M. anisopliae mixed with emulsible concentrated
and cellulose polymerized gel showed the lower survival on the 15" and 20" days after treatment. We can conclude
that the fungi formulation is harmful to fed nymphs and unfed adults of R. sanguineus in vitro, on this account it is

suggested its use for the microbial control of this tick.
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RESUMO

Rhipicephalus sanguineus ¢ responsavel pela transmissio
de agentes patogénicos do género Babesia sp. ¢ Ehrlichia
sp. Esta espécie é conhecida como o carrapato do cdo e pos-
sui ampla distribuicdo geografica. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a patogenicidade de formulagdes bioldgicas
de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae sobre ninfas
alimentadas e adultos de R. sanguineus em condigdes de la-
boratério. Foram avaliados os seguintes tratamentos: contro-
le, agua destilada com espalhante adesivo, concentrado
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emulsionavel, gel polimerizado de celulose, fungo associado
ao gel, fungo associado ao concentrado emulsionavel e fun-
go associado ao concentrado emulsionavel e ao gel, com dez
repeticdes por tratamento. Comparou-se a sobrevivéncia de
ninfas alimentadas ¢ adultos ndo alimentados ap6s cinco, 10,
15 €20 dias de exposi¢do a cada formulado. Observou-se dife-
rengas significativas entre os tratamentos (p<0,05). O trata-
mento com M. anisopliae associado ao concentrado
emulsionavel ¢ ao gel apresentou a menor sobrevivéncia apds
15 e 20 dias apos tratamento. Pode-se concluir que formula-
¢des fungicas contendo fungos entomopatogénicos causam
efeito deletério in vitro sobre o estagio de ninfa alimentada e
adulto ndo alimentado de R. sanguineus, sugerindo desta for-
ma, seu potencial para utilizagio no controle microbiano desta
espécie de carrapato.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biologico, carrapatos, formula-
¢des, Rhipicephalus sanguineus
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INTRODUCAO

Rhipicephalus sanguineus ¢ considerado um ixodideo
transmissor de uma variedade de agentes patogénicos e cau-
sa danos diretos pela espoliacdo sangiiinea e lesdes cutaneas
favorecendo infec¢des bacterianas secundarias e miiases.
Além disso, seus fluidos e toxinas salivares produzem rea-
¢des de irritagdo ao hospedeiro, provocando alteragdes meta-
bolicas e comportamentais nos mesmos. Segundo Evans
(1992), esta espécie € conhecida como o carrapato do cio e
estabelece-se com freqiiéncia em areas urbanas; também pos-
sui ampla distribui¢do geografica em todo territorio nacional
(LINARDI; NAGEM, 1973; BOWMAN, 1990; PURDIE, 1996).

Atualmente, o controle deste carrapato ¢ feito utilizando
produtos acaricidas de varias bases quimicas disponiveis no
mercado. Quando o controle de ixodideos é realizado de forma
indiscriminada pode acarretar problemas sérios no meio ambi-
ente, riscos a saude humana, bem como alto custo e desenvol-
vimento de resisténcia do parasita aos acaricidas, estimulan-
do com isso, a preocupagdo com estudos no desenvolvimen-
to de novas alternativas de controle (HAJEK; LEGER, 1994).

A utilizagdo exclusiva dos carrapaticidas é cada dia menos
vidvel em termos praticos e econdmicos, tornando necessaria
aadigdo de métodos alternativos a serem empregados em sis-
temas integrados de controle (BARROS; EVANS, 1989). Se-
gundo Bittencourt (1999), o controle biolégico com fungos
entomopatogénicos vem sendo utilizado em infec¢des artifici-
ais em varias espécies de carrapato de importancia médico
veterinaria, demonstrando seu potencial patogénico para o
controle destas ectoparasitoses.

Os fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
ja foram utilizados em infecgdes artificiais em varias espécies
de carrapatos de importancia médico veterinaria, onde sob
condigdes laboratoriais apresentaram eficacia no controle dos
diferentes instares de desenvolvimento desses artrépodes, o
que demonstrou seu potencial patogénico para carrapatos.
Porém em condigdes de campo, a eficacia dos acaricidas bio-
logicos produzidos a partir de fungos entomopatogénicos se
reduz de modo acentuado, ja que a atividade bioldgica do
fungo ¢ dependente de uma série de fatores ambientais como
temperatura; umidade relativa do ar; exposi¢do a radia¢ao so-
lar direta, principalmente aos raios ultravioleta; saturagdo de
agua no solo e até mesmo a presenga de fatores fungistaticos
no solo (BITTENCOURT, 1999).

Segundo Alves (1998) varias linhas de estudos sobre con-
trole microbiano de artropodes necessitam maior
aprofundamento, citando entre elas a obtengdo de formula-
¢des que viabilizem a aplicacdo em nivel de campo de
biopesticidas sem que os entomopatdégenos presentes nio
percam sua infectividade perante as condigdes adversas do
meio ambiente em que forem langados, pois, o uso de formula-
¢des fingicas contribui para a maior viabilidade, estabilidade,
viruléncia, eficacia e protegdo aos fatores ambientais dos fun-
gos utilizados.

Desta forma, no presente trabalho procurou-se avaliar a
patogenicidade de formulagdes biologicas contendo as espé-
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cies fungicas B. bassiana e M. anisopliae sobre o estagio de
ninfas alimentadas e adultos ndo alimentados de R. sanguineus,
como uma alternativa a ser utilizada no controle desta
ectoparasitose.

MATERIALE METODOS

O experimento foi realizado na Esta¢do de Pesquisas
Parasitoldgicas W. O. NEITZ, Departamento de Parasitologia
Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV), da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), onde é mantida uma
coldnia de R. sanguineus. Os carrapatos utilizados para a ma-
nuten¢do da colonia foram coletados de cdes naturalmente
infestados e sem contato prévio com acaricidas no municipio
de Seropédica. As ninfas alimentadas e os adultos nao alimen-
tados obtidos em laboratério foram separados em grupos de
dez individuos por cada tubo de ensaio e para cada tratamen-
to foram utilizados dez tubos (repeti¢des).

Os adjuvantes utilizados no presente estudo foram o Gel
Polimerizado de Estereato de Celulose, que trata-se de um
polimero de baixa densidade originario da reacdo da celulose
de fibra longa; e o Concentrado Emulsionavel utilizado foi o
Fenilsulfonato de Calcio e o Nonil Fenol Etoxilado.

Foram realizados os seguintes tratamentos: grupo contro-
le (sem tratamento); grupo tratado com agua destilada e
espalhante adesivo a 0,1% (Tween 80); grupo tratado com
concentrado emulsionavel; grupo tratado com gel polimerizado
de celulose; grupo tratado com gel polimerizado de celulose
associado ao fungo B. bassiana; grupo tratado com gel
polimerizado de celulose associado com o fungo M. anisopliae;
grupo tratado com concentrado emulsionavel associado a B.
bassiana; grupo tratado com concentrado emulsionavel as-
sociado ao M. anisopliae; grupo tratado com gel polimerizado
de celulose e concentrado emulsionavel associado a B.
bassiana e grupo tratado com gel polimerizado de celulose e
concentrado emulsionavel associado ao M. anisopliae;
totalizando dez tratamentos diferentes. Para as formulagdes
que continham fungo em sua composi¢ao, foram utilizados o
isolado 986 de B. bassiana (isolado de carrapato) e o isolado
959 da espécie M. anisopliae (isolado de carrapato), cedidos
pelo Departamento de Entomologia da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, da Universidade de Sdo Paulo
(USP) e mantidos pelo Laboratério de Controle Microbiano de
Artropodes do DPA, IV da UFRRJ.

Cada tubo contendo os estagios a serem avaliados rece-
beu um ml da solugdo ou suspensdo a ser testada, sendo
submetidos a imerséo pelo periodo de cinco minutos. Apds tal
periodo de exposi¢do aos tratamentos, os tubos de ensaio
foram invertidos para que o algoddo absorvesse o excesso do
liquido.

A massa conidial utilizada foi preparada a partir de fungos
produzidos em meio de arroz dentro de sacos de polipropileno,
de onde os conidios foram extraidos com auxilio de agitador
eletromagnético em 15 rpm por 25 minutos, o que permitiu a
extracgdo conidial seca. Na associagdo dos fungos com os res-
pectivos produtos testados foram adicionados 2g do fungo
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para cada 98 ml de solucdo. As formula¢des onde foram adici-
onadas os fungos entomopatogénicos possuiam concentra-
¢do final de aproximadamente 108 conidios/ml, previamente
quantificada com auxilio da camara de Neubauer (ALVES;
MORAES, 1998). A concentragdo final do formulado conten-
do B. bassiana foi de 2,80 x 108 conidios/ml , enquanto de M.
anisopliae foi de 2,78 x 108 conidios/ml.

Para avaliar a eficdcia em nivel laboratorial dos produtos
formulados comparou-se a sobrevivéncia de ninfas alimenta-
das apds ecdise e adultos ndo alimentados ap6s cinco, 10, 15
e 20 dias de exposi¢do aos tratamentos. Apds a obtengdo dos
dados laboratoriais foram realizadas analises de variancia
(ANOVA), seguida pela aplicacdo do teste de TUKEY-
KRAMER a niveis de significancia de 5%, para comparagéo
entre as médias calculando-se o coeficiente de variagido
(SAMPAIO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a analise dos resultados, apresentados nas Tabelas
1 e 2, observa-se que ndo foram constatadas diferengas signi-
ficativas nos tratamentos sem a associa¢do com os fungos
entomopatogénicos, comprovando a auséncia de interferén-
cia in vitro de tais tratamentos na biologia dos especimes
utilizados. Nos grupos onde foram associados os fungos
entomopatogénicos foram verificadas diferencas significati-
vas quando comparados com o grupo controle ¢ os demais
tratamentos. A associag¢@o do gel polimerizado de celulose e
do concentrado emulsiondavel juntamente com os
entomopatogenos apresentou os melhores resultados visan-
do um controle desta espécie de carrapato, principalmente a
partir de 15 dias apds a aplicagdo, quando foi verificada ne-

nhuma sobrevivéncia no experimento com ninfas alimentadas
e com adultos ndo alimentados.

Observou-se também que a associa¢do de todos os com-
postos isoladamente e em conjunto nido afetou a agdo
patogénica dos fungos M. anisopliae e B. bassiana utiliza-
dos no experimento, comprovando a compatibilidade entre os
componentes utilizados na formulacao e a efetividade da mes-
ma. A associagdo entre compostos e patdogenos vem sendo
estudada com maior freqiiéncia atualmente. Batista Filho et al.
(2001) avaliaram o efeito de varios inseticidas quimicos quan-
do associados a microrganismos entomopatogénicos que
podem ser utilizados no controle bioldgico de pragas da agri-
cultura, artrépodes de interesse médico e médico veterinario.
Os autores relataram a possibilidade do uso de patogenos
como Bacillus thuringiensis, B. bassiana e M. anisopliae,
associados ao Thiamethoxam (Grupo quimico: Neonicotindide)
no controle de pragas da agricultura.

A associagdo entre patdgenos e compostos naturais,
objetivando uma maior infectividade e estabilidade no ambi-
ente, vem demonstrando resultados bastante satisfatorios,
estimulando os pesquisadores a combinacdo de diferentes
compostos, com a vantagem de causarem danos ambientais
menores. E o que relata os resultados de Prior e Jollands (1988),
justificando o uso de 6leo de cdco em associagdo com o fun-
20 B. bassiana no controle de Pantorhytes plutus (Coledptera:
Curculionidae) Os autores compararam os resultados obtidos
a partir de insetos tratados com suspensdo fungica a base de
dgua e a base oleosa, observando um efeito 36 vezes maior da
dose letal ao utilizar a formulag@o oleosa. Tal resultado pode
advir do fato de que a infectividade na formulagdo oleosa foi
facilitada devido as propriedades quitinofilicas do 6leo pro-

Tabela 1. Percentual de sobrevivéncia de ninfas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus tratados
com diferentes tipos de formulagdes bioldgicas dos fungos Beauveria bassiana (Bb 986) e Metarhizium

anisopliae (Ma 959) em condi¢des de laboratério.

Tratamentos Dias de observacéo apds tratamento”
5 10 15 20
Controle 99,00 + 24,1634 99,00 + 24,162+ 99,00 + 24,163+ 99,0 + 24,163

Agua com Tween
Concentrado emulsionavel
Gel polimerizado de celulose
Gel polimerizado de celulose
associado a Bb 986
Gel polimerizado de celulose
associado a Ma 959
Concentrado emulsionavel
associado a Bb 986
Concentrado emulsionavel
associado a Ma 958
Gel polimerizado de celulose e
Concentrado emulsionavel
associado a Bb 986
Gel polimerizado de celulose e
Concentrado emulsionavel
associado a Ma 959

99,00 + 31,18%4
98,00 + 34,2234
94,00 + 21,70%
49,00 + 19,55
55,00 + 25,4904
46,00 + 12,65
44,00 £ 13,67

36,00 + 15,05

19,00 £ 9,949

99,00 + 31,18%
89,55 + 14,25%
89,81 + 14,94
37,55 + 10,258
33,56 + 18,998
36,24 + 13,4448
35,56 + 14,88

24,97 + 15,27%

12,75 £ 13,998

99,00 + 31,18%
87,00 + 12,64
85,00 + 12,63
29,62 + 9,120
34,00 + 18,778
28,71 £ 9,195
25,00 * 12,458

15,00 + 11,49%

0,00 + 0,00°8

99,00 + 31,18%
86,00 + 15,162
87,00 + 12,63
24,00 + 7,76°C
33,00 + 18,45
27,00 + 13,278
19,00 + 9,30°¢

18,00 £ 7,168

0,00 + 0,00%

* Médias seguidas de mesma letra mindscula em uma mesma coluna e maituscula em mesma linha, néo diferem entre
si pelo Teste de Tukey-Kramer (P<0,05).
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Tabela 2. Percentual de sobrevivéncia de adultos ndo alimentados de Rhipicephalus sanguineus tratados
com diferentes tipos de formulagdes biolégicas dos fungos Beauveria bassiana (Bb 986) e Metarhizium

anisopliae (Ma 959) em condi¢des de laboratério.

Tratamentos Dias de observagéo apds tratamento”
5 10 15 20
Controle 100,00 + 0,0%4 90,71 £+ 11,25 92,00 + 10,3224 89,00 + 11,35%

Agua com Tween
Concentrado emulsionave
Gel polimerizado de celulose
Gel polimerizado de celulose
associado a Bb 986
Gel polimerizado de celulose
associado a Ma 959
Concentrado emulsionavel
associado a Bb 986
Concentrado emulsionavel 959
associado a Ma 958
Gel polimerizado de celulose e

100,00 + 0,0
97,00 + 34,49%
95,00 + 8,23
64,00 + 17,76
65,00 + 11,54
47,00 + 9,48
28,00 + 12,294

37,00 + 17,50

93,64 £ 9,774
94,55 + 14,25%
93,81 + 14,94
57,55 + 10,25
56,24 + 13,44
27,56 + 14,88
44,97 + 15,27

22,75 £ 13,998

96,00 + 5,162

96,00 + 12,644
91,00 + 16,63%4
44,00 + 16,86
35,00 + 11,97°8
37,00 + 17,015<B
22,00 + 13,70

25,00 + 9,28

94,00 + 6,99
92,00 + 11,9724
89,00 + 17,764
40,00 + 12,478
32,00 + 11,988
28,00 + 3,16
21,00 + 7,30

18,00 + 3,84

Concentrado emulsionavel
associado a Bb 986
Gel polimerizado de celulose e
Concentrado emulsionavel
associado a Ma 959

33,00 + 11,59

29,56 + 18,998

0,0 £0,00% 0,0 £ 0,008

* Médias seguidas de mesma letra mindscula em uma mesma coluna e maitscula em mesma linha, ndo diferem entre

si pelo Teste de Tukey-Kramer (P<0,05).

movendo maior adesdo conidial. Formulagdes em dgua perde-
ram sua efic4cia apos trés dias de sua formulagdo, quando
mantidas em condigdes ambientais; mas as formula¢des em
6leo mantiveram sua infectividade em niveis satisfatorios por
até 12 dias nas mesmas condig¢des e por até 40 dias sob refri-
geracdo. No presente trabalho, os compostos utilizados tam-
bém aumentaram a eficicia dos fungos entomopatogénicos.
Quando comparamos os resultados aqui obtidos aos de Bar-
bosa et al. (1997) que realizaram testes utilizando o mesmo
entomopatdgeno (B. bassiana) em suspensdes aquosas sim-
ples sobre ninfas ndo alimentadas e adultos alimentados de R.
sanguineus nas mesmas concentragdes observamos que apos
formulag@o os resultados foram melhores que o do autor su-
pracitado (Tabelas 1 e 2). Estes autores verificaram para ninfas
ingurgitadas uma mortalidade de 67% e para adultos nado
ingurgitados foi verificada uma mortalidade de 40% ambas na
concentragio de 108 conidios/ml.

Vantagens na associacdo de compostos também foram
descritas por Knudsen et al. (1990), no qual os autores obser-
varam uma maior facilidade no desenvolvimento do isolado
SGBB 8601 de B. bassiana em meio de cultura liquido, assim
como na formulag¢do em peletes de alginato. Além disso, tam-
bém foi descrito que o formulado gerou maior protegio contra
aradiagdo ultravioleta e outros fatores ambientais deletérios a
viabilidade fungica.

Souza (2003) avaliou uma formulacdo a base de gel
polimerizado de celulose e o fungo B. bassiana para o contro-
le do Anocentor nitens e verificou uma elevada eficacia em
testes a campo, constatando principalmente uma elevada mor-
talidade de fémeas ingurgitadas apo6s o tratamento. O gel
polimerizado de celulose utilizado por Souza (2003) foi uma

das bases utilizadas neste experimento o que corrobora com
os resultados obtidos.

As associagdes finais, compostas pela presenca dos fun-
gos mais concentrado emulsionavel e gel de celulose, apre-
sentaram os melhores resultados quando comparados com os
grupos controle, onde observou-se a sobrevivéncia de 15%
de ninfas alimentadas ap6s 15 dias de tratamento ao utilizar a
associag¢do final contendo o fungo B. bassiana, contrastando
com amédia de 99% do grupo controle. Neste mesmo periodo
de observagdo ndo se verificou mais a sobrevivéncia de ninfas
alimentadas tratadas com a associag¢ao final contendo o isola-
do 959 de M. anisopliae (Tabela 1). Nos experimentos com
adultos, a associagao final contendo o fungo B. bassiana tam-
bém apresentou melhor eficacia no controle de R. sanguineus,
quando comparados com 0s outros tratamentos, apresentan-
do aviabilidade de 25% apos 15 dias de exposi¢do ao formula-
do final, e ap6s 20 dias observou-se amédia de 18%. O formu-
lado final contendo o fungo M. anisopliae demonstrou me-
lhores resultados para este instar, representado pela média de
29,56% de sobrevivéncia apds 10 dias de tratamento e apos
este periodo ndo se observou sobrevivéncia de adultos ndo
alimentados deste carrapato (Tabela 2).

Batista Filho et al (1994) avaliando a mortalidade de adul-
tos de Cosmopolites sordidus testados com formulagdes de
diferentes dosagens B. bassiana com 6leo mineral, observa-
ram melhores resultados quando o dleo mineral foi adicionado
ao fungo na concentragdo de 5%, apresentando niveis de
mortalidade de 77,5% e 100% aos 16 dias ap6s aplicagdo. Tais
autores relataram que a eficacia do tratamento composto por
fungo isoladamente foi bem menor quando comparados com
o produto formulado final, com a média de 38%, corroborando
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com a hipotese do presente trabalho, que infere sobre as van-
tagens obtidas ao utilizar formula¢des de entomopatogenos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados pode-se concluir
que as formula¢des contendo fungos entomopatogénicos
causam efeito deletério in vifro sobre os estagios de ninfa
alimentada e adultos ndo alimentados do carrapato R.
sanguineus, € sdo promissoras para a utilizagdo no controle
microbiano desta espécie de carrapato.
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