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Amblyomma cajennense is a vector of several infectious diseases on mammals and became a serious problem in
some localities in Brazil. Entomopathogenic fungi are very important biocontrol agents and could be a viable
alternative for the control of this tick in permanent preserved areas. The aim of this study was to evaluated the
mortality of tick nymphae treated with Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae formulations in laboratory

conditions. Non fed nymphae were inoculated with 2x107 and 4x107 conidia/ml suspension of B. bassiana and 1x107,

1.5x107, 2x107, 3x107 and 5x107 conidia/ml suspension of M. anisopliae. nymphae mortality found were 57.1 and
56.2% at the concentrations of 3x107 and 5x107 conidia/ml respectively, three days after treatment. After six days,
the mortalities reached 100% for both highest concentrations and were between 25 and 35% for the others M.
anisopliae treatments. The mortality caused by M. anisopliae at the concentrations of 1x107, 1.5x107and 2x10’
conidia/ml reached 60.6, 64.1 and 66.8% respectively, after ten days. B. bassiana formulation caused mortality
only at the highest concentration. Oil formulation of M. anisopliae is an ecological option for tick control in areas

where the use of chemical pesticides may cause undesirable impact.
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RESUMO

Amblyomma cajennense, transmissor da febre maculosa ao
homem, vem se tornando um sério problema em algumas re-
gides do pais. Os fungos entomopatogénicos podem auxiliar
no estabelecimento de estratégias racionais de controle des-
ses artropodes. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito de formulag¢des de Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae sobre ninfas de 4. cajennense em laboratdrio.
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Ninfas ndo alimentadas foram pulverizadas com suspensoes
contendo 2x107 ¢ 4x107 conidios/ml de B. bassiana, ¢ 1x107,
1,5x107, 2x107, 3x107 ¢ 5x107 conidios/ml de M. anisopliae,
além da testemunha que recebeu apenas agua. A mortalidade
de ninfas, decorridos trés dias da aplicagdo, foi significativa
nas concentragdes de 3x107 e 5x107 conidios/ml de M.
anisopliae,com 57,1 e 56,2%, respectivamente. Apds seis dias
a mortalidade foi de 100% nessas duas concentragdes e entre
25 e 35% nas concentragdes intermediarias. A mortalidade
causada por M. anisopliae nas concentragdes de 1x107,
1,5x107, 2x107 conidios/ml atingiu 60,6; 64,1 e 66,8%, res-
pectivamente, apos 10 dias. A formulagdo de B. bassiana cau-
sou mortalidade na maior concentragdo. A formulagdo em 6leo
emulsionavel de M. anisopliae pode ser uma opgdo de con-
trole do carrapato e estratégica para uso em areas de preser-
vagdo, onde aplica¢des de produtos quimicos podem causar
impactos indesejados.

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 16, 1, 27-31 (2007)
(Brazil. J. Vet. Parasitol.)



28
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cajennense, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
produto microbiano.

INTRODUCAO

O carrapato Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) ¢é
conhecido no Brasil como carrapato-estrela na sua fase adul-
ta, “vermelhinho” na fase ninfal e “micuim” na fase larval.
Encontra-se amplamente distribuido por todo o continente
americano (ESTRADA-PENA et al., 2004; BARROS-
BATTESTI et al., 2006). Varios animais domésticos € uma
grande diversidade das espécies silvestres, mamiferos e aves,
podem hospedar algum estadio parasitario deste carrapato
(FLECHTMANN, 1985).

Além dos danos diretos provocados pelo parasitismo no
hospedeiro, a espécie é responsavel pela transmissao de al-
guns patogenos, destacando-se a bactéria Rickettsia rickettsii,
causadora da febre maculosa no homem (MONTEIRO et al.,
1931). Atualmente, em virtude das condigdes favoraveis ao
seu desenvolvimento, tem sido considerado como um parasi-
to de importancia emergente nas areas de produgdo animal e
em areas com presenca de capivaras. No Estado de Sao Pau-
lo, em locais de alta infestagdo deste carrapato t€m sido diag-
nosticados diversos casos da febre maculosa.

As infestagdes de carrapatos em animais sdo controladas
principalmente por acaricidas quimicos, porém, se utilizados
de forma inadequada podem causar desequilibrio no
agroecossistema e selecionar populacdes resistentes
(BITTENCOURT et al., 1997). Dessa forma, o emprego de
métodos alternativos em sistemas de controle integrado, que
incluem agentes de controle bioldgico, sdo necessarios para o
manejo ecologico desta praga.

Pesquisas com fungos entomopatogénicos como
controladores biologicos tém sido realizadas visando auxiliar
o estabelecimento de estratégias racionais e eficazes de con-
trole de artrépodes (ALVES, 1998, CHANDLER et al., 2000).
Merecem destaque os fungos Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana, que revelaram-se eficazes no controle
de diferentes espécies de carrapatos, tais como A. cajennense
(SOUZA etal., 1999a; SOUZA etal., 1999b; REIS et al., 2001,
REIS et al., 2004), A. cooperi (atual A. dubitatum) (REIS et
al., 2003), A. variegatum (KAAYA etal., 1996; KAAYA, 2000;
MARANGA et al., 2005), Rhipicephalus sanguineus (BAR-
BOSA et al., 1997; SAMISH et al., 2001; GARCIA et al.,
2004; PRETTE et al., 2005) e R.(Boophilus) microplus
(ALVES et al., 1993; BITTENCOURT et al., 1994;
BITTENCOURT et al., 1996; BITTENCOURT et al., 1997;
CORREIA et al., 1998; BITTENCOURT et al., 1999;
FRAZZON et al., 2000; BAHIENSE; BITTENCOURT,
2004).

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar o efeito de
formulagdes dos fungos B. bassiana e M. anisopliae sobre
ninfas de 4. cajennense em laboratorio. Essa pesquisa visa
fornecer subsidios para uso em areas proximas a corpos d’agua
infestadas com o carrapato no Campus da Escola Superior de
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Agricultura “Luiz de Queioz” (ESALQ), Universidade de Sdo
Paulo (USP), em Piracicaba.

MATERIAL E METODOS

Os testes foram conduzidos no laboratdrio de Patologia e
Controle Microbiano do Depto. de Entomologia Fitopatologia
e Zoologia Agricola da ESALQ/USP. Ninfas ndo alimentadas
de A. cajennense foram coletadas diretamente em areas com
alta infestag¢@o do carrapato no Campus da ESALQ/USP, du-
rante o més de julho de 2005. A elevada populagao do carra-
pato nessas areas esta relacionada com a presenca constante
de familias de capivaras que freqiientam o local, proximo a
lagoas e corregos. A coleta foi feita colocando-se no chao um
pedaco de tecido de “voil” branco (40x40cm), contendo 300g
de gelo seco o qual libera gas de CO, no ambiente atraindo os
carrapatos para o tecido. Ap6s um periodo de 20 minutos, o
tecido com os carrapatos foi acondicionado em saco plastico
e levado ao laboratorio. Os carrapatos foram transferidos com
o0 auxilio de um pincel fino para placas plasticas circulares (6
cm de didmetro) contendo no fundo papel de filtro umedeci-
do. As placas com 20 ninfas, foram fechadas e acondiciona-
das por 24 horas em camara climatizada (26°C e 12 horas de
fotofase). Apds esse periodo substituiu-se, quando necessa-
rio, individuos mortos ou afetados pela manipulagéo.

Foram avaliadas as formulagdes p6 molhavel da cepa
ESALQ-PL63 de B. bassiana (Boveril WP PL63 — Itaforte
BioProdutos) e suspensdo concentrada de 6leo emulsionavel
da cepa ESALQ-1037 de M. anisopliae (Metarril SC 1037 —
Itaforte BioProdutos). A formulagcdo Boveril WP PL63 en-
contra-se registrada no Ministério da Agricultura e a formula-
¢a0 Metarril SC 1037 encontra-se em fase intermediaria de
registro, para outros alvos. O produto a base de B. bassiana
foi testado nas concentragdes de 2x107 e 4x107 conidios/ml
(4000 e 8000g p.c./1001, respectivamente) e o produto a base
de M. anisopliae nas concentragdes de 1x107, 1,5x107, 2x107,
3x107 ¢ 5x107 conidios/ml (1000; 1500; 2000; 3000 ¢ 5000ml
p.c./1001, respectivamente). Como estudos sobre o efeito de
bioprodutos comerciais sobre esse carrapato sao poucos, bus-
cou-se avaliar uma ampla variagdo de faixas de concentra-
¢oes, baseando-se também nos limites utilizados em testes com
os fungos nao formulados referidos na literatura. O experi-
mento foi inteiramente casualizado e cada tratamento com-
posto por 8 placas ou repeticoes.

As suspensdes foram feitas misturando-se os produtos em
agua destilada nas concentragdes pré-determinadas, sendo
homogeneizadas em vortex por um periodo de 30 segundos.
A pulverizagao das placas com os carrapatos foi feita por meio
de torre de “Potter” (151b/pol?), utilizando-se 2ml da suspen-
sd0. As placas foram fechadas e acondicionadas em cdmara
climatizada (26 + 0,5°C e 12 horas de fotofase) por um perio-
do total de 10 dias. O papel de filtro do fundo das placas foi
umedecido diariamente com 0,5ml de 4agua destilada
(metodologia adaptada de LOPES, 1999). A avaliagao do nt-
mero de individuos mortos por tratamento foi realizada ao
terceiro, sexto e décimo dia apos a aplicagdo (d.a.). As ninfas
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mortas foram transferidas para cdmara umida e analisadas
quanto a presenca dos entomopatdgenos. Os resultados da
primeira avaliagdo (3°d.a.) foram transformados em y=Vx-+0.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade de ninfas na primeira avaliacdo (3° d.a.) foi
significativa apenas nas concentragdes de 3x107 e 5x107
conidios/ml da formulagdo em 6leo emulsionavel de M.
anisopliae,com 57,1 e 56,2%, respectivamente. Apds seis dias
da aplicagdo (6° d.a.) constatou-se 100% de ninfas mortas
nessas duas concentragdes ¢ mortalidades entre 25 € 35% nas
concentragdes intermediarias. A mortalidade nas concentra-
¢des de 1x107, 1,5x107 e 2x107 conidios/ml de M. anisopliae
atingiu 60,6, 64,1 e 66,8%, respectivamente, na ultima avali-
acdo (10°d.a.). No caso dos entomopatdgenos, principalmen-
te os fungos, nem sempre existe uma correlagao linear entre a
concentragdo ¢ a mortalidade, apesar desta ser positiva como
pode ser observado na Tabela 1. O desencadeamento do pro-
cesso de doenga no hospedeiro nao depende somente da con-
centracao do patdgeno, mas de diversos fatores bioticos e
abioticos (ALVES, 1998). A formulag¢do pé molhavel de B.
bassiana causou mortalidade apenas na maior concentragao
(40% de mortalidade), diferindo da testemunha ao décimo dia
apos a aplicacdo (Tabela 1). Nao foi observada reprodugao
de B. bassiana sobre os cadaveres, e para M. anisopliae o
indice de carrapatos mortos que apresentavam crescimento
do fungo foi inferior a 5%.

Castro et al. (1997) observaram o aumento da mortalida-
de de ninfas e adultos de R. (Boophilus) microplus com o
aumento da concentragao de conidios na suspensdo dos fun-
gos. Posteriormente, Reis et al. (2001) também observaram
tal efeito para A. cajennense inoculados com M. anisopliae e
B. bassiana. Nesse caso, as ninfas apresentaram menor
suscetibilidade aos patdgenos do que os adultos, uma vez que
propagulos do patdégeno podem ser eliminados na troca do
tegumento. Resultados semelhantes foram observados por Reis

et al. (2003) com larvas ingurgitadas de A. dubitatum
(=cooperi). Os autores constataram mortalidades variando de
46,6 a 70% para M. anisopliae ¢ de 50% a 61,7% para B.
bassiana com o aumento da concentragdo de 10°a 10 conidios/
ml.

A formulagdo do produto microbiano pode influenciar na
atividade do fungo sobre o carrapato. Segundo Kaaya (2000)
formulagdes a base de o6leo de M. anisopliae e B. bassiana
foram mais eficazes no controle de larvas de 4. variegatum,
R. apendiculatus e Boophilus decoloratus do que formula-
¢Oes aquosas, em condigdes de laboratorio e campo. Maranga
et al. (2005) estudando o efeito de formulagdes de M.
anisopliae e B. bassiana na espécie A. variegatum, constata-
ram que formula¢des em o6leo de M. anisopliae ¢ B. bassiana
sdo mais eficazes do que formulagdes aquosas dos mesmos
fungos. Para M. anisopliae formulado em 6leo, a menor mor-
talidade foi de 75% na concentracdo de 10° conidios/ml apos
21 dias, atingindo mortalidade de 100% a partir da concen-
tracdo 10® conidios/ml no mesmo periodo. Na formulagdo
aquosa, a maior mortalidade foi de 21,1% na concentragio
10'° conidios/ml. O mesmo comportamento foi observado para
o fungo B. bassiana. Prior e Jollands (1988) e Bateman et al.
(1993) também verificaram maior eficiéncia de formulagdes
em 6leos vegetais no controle de insetos, provavelmente pela
caracteristica lipofilica da formulagdo, que aumenta a adesio
e penetragao dos conidios no tegumento.

A mortalidade de ninfas causada pelo fungo M. anisopliae
foi significativamente maior que a observada para B. bassiana
em concentragdes semelhantes (Tabela 1). Essa diferenca esta
certamente ligada a espécie ¢ cepa dos patdogenos avaliados,
mas também ao tipo de formulagdo, como mencionado ante-
riormente. A alta atividade do fungo M. anisopliae foi tam-
bém constatada por Kaaya et al. (1996) para A. variegatum,
que observaram mortalidade de 37% de adultos, enquanto que
B. bassiana nao causou mortalidade no mesmo periodo. Re-
sultado semelhante foi obtido por Reis et al. (2004) com fé-
meas ingurgitadas de A. cajennense, onde o percentual de
controle de trés cepas de M. anisopliae foi superior as cepas

Tabela 1. Ninfas de Amblyomma cajennense submetidas as formulagées dos fungos
Metarhizium anisopliae (ESALQ 1037) e Beauveria bassiana (ESALQ PL63) e do grupo con-

trole (sem fungos), em laboratério.

Tratamentos % de Mortalidade de ninfas
3°D.A" EP 6° D.A. EP 102 D.A. EP

Testemunha 1,38 a +0,78 6,56 a +1,75 12,19 a +2,49
ESALQ PL63 WP (4Kg p.c./100L) 4,43 a +3,82 14,16 ab 5,44 30,00 ab +7,96
ESALQ PL63 WP (8Kg p.c./100L) 2,15a +1,75 11,25 ab +3,37 40,00 bc  £10,17
ESALQ 1037 SC (1L p.c./100L) 0,58 a +1,89 25,00 bc 17,44 60,62 c 6,77
ESALQ 1037 SC (1,5L p.c./100L) 3,47 a +3,00 26,67 bc 5,72 64,17 c +10,36
ESALQ 1037 SC (2L p.c./100L) 2,57 a +1,75 35,00 c +5,17 66,87 ¢ +7,55
ESALQ 1037 SC (3L p.c./100L) 5712 b 17,24 100,00d 0,00 100,00 d +0,00
ESALQ 1037 SC (5L p.c./100L) 56,23 b 16,54 100,00d 0,00 100,00 d +0,00
CcVv 50,92 - 31,31 - 31,99 -

D.A.- dias apos a aplicagéo; EP — erro padrao; CV — coeficiente de variagéo; p.c. — produto comercial
Médias seguidas de letra distinta na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

' dados transformados em y = v x+0
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de B. bassiana. Para ambos os estudos, foi evidente a influén-
cia negativa dos patdgenos no aumento de peso e na reprodu-
cdo dos carrapatos adultos. Efeitos subletais, como também
observados por Hornbostel et al (2004), e a atividade dos fun-
gos sobre diferentes estagios de acaros (SOUZA et al. 1999;
PRETTE et al. 2005) foram importantes no manejo de
infestagdes em campo.

Com base nos resultados obtidos pode-se inferir que a for-
mulagdo emulsionavel de M. anisopliae (Metarril SC 1037),
nas concentragdes de 3000 ¢ 5000ml1/1001, pode ser uma op-
¢do ao manejo ecoldgico do carrapato-estrela apds experi-
mentacdes em condi¢des de campo.
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