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RESUMO - Os carrapatos Amblyomma sculptum (carrapato-estrela) e Rhipicephalus
(Boophilus) microplus ocorrem em varias regides neotropicais e subtropicais do mundo;
ambos séo vetores de diferentes agentes infecciosos gerando prejuizos socioeconémicos em
areas rurais e urbanas. O método mais utilizado para o controle do carrapato € o emprego de
produtos quimicos, geralmente sem orientagfes técnicas. Este fato pode causar danos aos
animais, ao meio ambiente e ao ser humano. Tendo em conta tais desvantagens, novas
estratégias estdo sendo empregadas como o0 controle biolégico. Neste projeto, foi
avaliada a eficacia in vitro do fungo Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) em larvas e adultos
das duas espécies de carrapatos mencionadas. Os testes foram realizados com as seguintes

diluicdes seriadas da suspensédo fungica de C. fumosorosea contendo 2x109 conidios/mL:
1x109; 5x108; 1x108; 5x107; 1x107 conidios/mL. Os resultados de eficacia para fémeas
adultas com R. microplus variaram entre 99,9% na maior concentragao (2x109 conidios/mL) e
70,8% na menor concentragdo (1x107 conidios/mL). As concentracdes letais 50% (CLsg) €
90% (CLgg) no teste com larvas de R. microplus foram respectivamente de 1x109 e
2x109conidios/ml. A porcentagem de eficacia no 15° dia sobre A. sculptum na fase adulta
(macho e fémea) foi de 93,3% na concentragdo de 2x10%onidios/mL e 73,3% nas
concentractes de 1x10° e 5x108 conidios/ha. Em relacdo aos testes com larvas de A

sculptum as concentracdes letais de 50% (CLgy) € 90%(CLyo) foram de 1x109 e 2x109
conidios/ml respectivamente. Este trabalho demonstra que C. fumosorosea pode ser mais um

agente de controle biol6gico de ambas as espécies de carrapatos.
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ABSTRACT - The lone star tick and the cattle tick (Amblyomma sculptum & Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, respectively) are common pests in numerous tropical and subtropical
areas. Both transmit several infective agents and cause significant production losses, as well as
public health concerns. The most widely used control measures rely on chemical substances,
usually employed without technical guidelines, which in turn may bring unintended consequences
upon people, the environment and the livestock itself. New biological control methods have been
used as an alternative control strategy to circumvent these disadvantages. In this study, the
efficacy of the fungus Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) was evaluated as a biological
control agent against these tick species. Tests were performed in vitro with different life cycle

stages with the following serial dilutions of a fungus suspension containing 2x109 conidia/mL:
1x109; 5x108; 1x108; 5x107; 1x107 conidia/mL. Efficacy results for R. microplus adult
engorged females ranged between 70,8 (1x107 conidia/mL) to 99,9% (2x109 conidia/mL).
The fungus concentration enough to kill 50% (CLsg) and 90% (CLg) of the larvae was, 1x109

and e 2x10° conidia/mL, respectively. Efficacy percentage in the 15" test day over adult

males and females of A. sculptum was 93,3% with the employment of the concentration of
2x109 conidia/mL and 73,3% with the use of the concentration of 1x10° and 5x108

conidia/mL. The CLsg and CLgy Oover A. sculptum larvae were, respectively, 1x109 and 2x109
conidia/mL. These results confirm the C. fumosorosea activity in vitro as a biocontrol agent

over both tick species.

Keywords: Biological Control, entomopathogenic fungus, ticks, ectoparasites, efficacy.

1. INTRODUCAO

Os carrapatos pertencem ao Filo Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe Arachnida,
Subclasse Acari. Existem aproximadamente 900 espécies de carrapatos descritas no
mundo. A subordem Ixodida abrange trés familias: Argasidae e Ixodidae, amplamente
distribuidas em todos os continentes (GUGLIELMONE et al.,, 2010; GUGLIELMONE e
NAVA, 2014), e a familia Nuttalliellidae, restrita a regiao tropical Africana. Eles parasitam
varios animais, como répteis, anfibios e mamiferos. No Brasil, existem cerca de 22 espécies
conhecidas de argasideos e 45 de ixodideos, totalizando 67 espécies da subordem Ixodida.
(BARROS et al., 2015; MORAES, 2015).

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, conhecido como carrapato-do-boi, € um

ectoparasita, que requer um Unico hospedeiro para completar seu ciclo de vida (ROCHA,
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1984), que pode ser dividido em duas fases: parasitaria e estagio de vida livre. A fase
parasitaria envolve a fixacdo das larvas em um hospedeiro até o estagio adulto (macho e
fémea). A fémea apods a fecundacdo ingurgita-se de sangue e desprende-se do bovino
dando inicio a fase de vida livre. A partir desse momento elas procuram um local adequado
na pastagem e comecam a postura dos ovos com posterior eclosdo das larvas. (CAMPOS
PEREIRA et al., 2008).

O clima tropical do Brasil favorece a presenca do R. microplus, causando enormes
prejuizos a pecuaria do pais, como a diminuicdo na producao de leite e carne, além das
perdas associadas a producdo de couro e a propagacdo de patdégenos como a Babesia
bovis e B. bigemina e o Anaplasma marginale (MELO et al., 2006; CORDOVES, 1997). A
perda econdmica total associada a R. microplus é de aproximadamente US $ 3,24 bilhdes
de ddlares por ano no Brasil (GRISI et al., 2014).

O Amblyomma sculptum, chamado popularmente de carrapato-estrela, tem baixa
especificidade parasitaria, principalmente nas fases de larva e ninfa, podendo parasitar
humanos e véarias espécies de animais domésticos e silvestres, embora os equideos e
capivaras sejam o0s seus principais hospedeiros (MARTINS, 2014; LOPES et al., 1998).
Caracteriza-se pela mudanca de ciclo de vida realizada apenas no solo, portanto, tem a
necessidade de trés hospedeiros para atingir a fase adulta. Os estagios de larva, ninfa e
adulto acontecem em diferentes estacdes do ano, apresentando apenas uma geragao por
ano. Picos fixos para as populacdes de A. sculptum adulto sé&o prevalentes na primavera e
no verédo, larvas ocorrem com maior frequéncia no outono e no inverno, e ninfas no
inverno e na primavera de acordocom OLIVEIRA et al., (2003).

Este ixodideo €& responsavel pela propagagdo de patdbgenos aos animais,
representando também riscos a saude publica, destacando-se a transmissao do agente
etiolégico da febre maculosa (Rickettsia rickettsii), uma das principais zoonoses transmitida
por carrapatos nas Américas (FONSECA, 1997).

Devido esse carrapato parasitar os animais de producdo e tambem trasmitir doencas
ao homem, tem-se empregado o tratamento dos hospedeiros primarios com carrapaticidas
guimicos para o seu controle. Segundo Bittencourt (1997), o controle quimico dos carrapatos
leva a um possivel aparecimento de populagdes resistentes e impactando o meio ambiente.
Sendo assim 0 uso exclusivo é pouco viavel em termos praticos e econdmicos, sendo
indicado o emprego de métodos alternativos dentro de um sistema de controle integrado
(BARROS; EVANS, 1989).

O controle do R. microplus é realizado tradicionalmente com o uso de substancias
guimicas, frequentemente sem qualquer orientacdo técnica, levando a possibilidade do
surgimento de cepas resistentes e presenca de residuos quimicos indesejaveis nos produtos
de origem animal (KOLLER et al., 2019).

Essas desvantagens levam, portanto, a busca de métodos de controle alternativos
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para auxiliar técnicas ja utilizadas. Dentre elas, destaca-se a utilizacdo de fungos,
considerada uma alternativa promissora no controle de carrapatos (SAMISH et al, 2004;
BEYS-DA-SILVA et al., 2012; FERNANDES et al., 2012).

A aplicacdo de fungos nas pastagens apresenta beneficios como uma grande
variabilidade genética como agente biol6gico, capacidade de agir em estagios diferentes da
vida do hospedeiro, especificidade diante de organismos diferentes e por ser um inimigo
natural, podendo reduzir o impacto ambiental. (ALVES, 1998; SAMISH et al., 2004,
ORLANDELLI; PAMPHILE, 2011).

Um dos primeiros estudos utilizando fungos entomopatogénicos no controle de
carrapatos nos bovinos foi realizado por Bittencourt (2006) com o fungo M. anisopliae, que
demonstrou a seu potencial atividade para o controle biolégico desta praga. Anos depois,
esses estudos foram corroborados por Camargo et al. (2016), que realizaram testes in vitro

e in vivo com M. anisopliae e obtiveram eficacia no controle de R. microplus com a

concentragéo de 108 conidios/ml.

Além de M. anisopliae, estudos comprovam que os fungos Beauveria bassiana
Cordyceps fumosorosea, |. farinosa e Lecanicillium spp. também possuem patogenicidade contra
carrapatos. (FERNANDES et al. 2006, PIRALI-KHEIRABADI et al. 2007, FERNANDES E
BITTENCOURT 2008, REN et al.ET AL. 2011). A primeira revisdo monografica sobre a biologia,
ecologia e uso de C. fumosorosea como agente de biocontrole relata dados sobre sua
identidade, ocorréncia natural e distribuicdo geografica. O C. fumosorosea foi listado em 27
paises diferentes na América do Norte, América Central, América do Sul, Europa, Africa,
Austrélia e Asia.

A temperatura, umidade relativa, incluindo agua e radiacdo solar, sdo os fatores
ambientais abiéticos mais importantes que afetam a germinacdo, o crescimento vegetativo e a
viabilidade de fungos entomopatogénicos. Porém, as radiagbes visiveis e proximas do
infravermelho sdo menos prejudiciais que os raios ultravioletas. Ao estudar a suscetibilidade dos
conidios de varios fungosentomopatogénicos a luz solar simulada, demonstrou-se que conidios
de C. fumosorosea sdo altamente sensiveis a radiagdo solar e ainda mais vulneraveis em
comparagdo com conidios de M. flavoviride, M. anisopliae e B. bassiana. (ZIMMERMANN;
2008).

O fungo entomopatogénicos C. fumosorosea, € encontrado em quase todo o
mundo, infectando naturalmente diversas espécies de insetos da ordem Diptera, Hemipetra
e Hymenoptera (ZIMMERMANN, 2008). Diversos estudos tém demonstrado que C.
fumosorosea é patdégeno da mosca-branca (Bemisia tabaci). O processo de infeccdo do
fungo C. fumosorosea comega quando as estruturas reprodutivas do fungo (conidios)
entram em contato com a cuticula do inseto, durante este processo ocorre a formacao do

apressorio e os conidios germinam, e por pressdo e producdo de compostos quimicos



15° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cientifica — CIIC 2021
01 a 02 de setembro de 2021
ISBN 978-65-994972-0-9

(enzimas) degradam a cuticula e penetram no interior do inseto. (SMITH, 1993; DUNLAP et
al., 2007; HOY et al., 2010). Dentro do hospedeiro, ocorre a formacdo das hifas
(blastosporos),que possuem um papel importante na degradacdo da hemolinfa do inseto.
(BEYS- DA-SILVA, 2009).

Ha pouca informacéo sobre a especificidade do fungo C. fumosorosea, porém pode-
se observar alteragbes na especificidade e em outros parametros de trésisolados deste
fungo em testes contra o pulgdo Diuraphis noxia e traga-das- crusiferas Plutella xylostella
(VANDENBERG et al., 2004). Descobriu-se também que cinco diferentes linhagens isoladas
de C. fumosorosea foram letais as estirpes de Ceratothripoides claratris (mortalidade de 80 a
93%), moderadamente eficaz contra B. tabaci (mortalidade de 37 a 77%) e pouco eficaz
para Pseudococcus cryptus (mortalidade de 10 a 43%) (PANYASIRI et al., 2007). Estudos
filogenéticos mostraram que os isolados testados e identificados como C. fumosorosea
contém complexos de espécies (ROJAS, 2015).

O obijetivo deste trabalho foi verificar a eficacia in vitro do fungo C. fumosorosea (IBCB

130) nos carrapatos R. microplus e A. sculptum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras de Carrapatos

As fémeas ingurgitadas de R. microplus de A. sculptum foram coletadas na Fazenda
do Polo Regional da APTA de Pindamonhangaba diretamente dos bovinos. A. sculptum nos
estagios adultos ndo ingurgitados e larvas foram capturados no Centro de Automacao do
Instituto de Engenharia de Jundiai-SP - (IAC) através de armadilhas segundo a técnica de
Gray adaptada (1985). As armadilhas sdo confeccionadas em tecidos sintéticos a base de
polipropileno e viscose, conhecidos como “tnt’, com cortes quadrados com 0,81m?. No
centro dos panos coloca-se 100g de gelo seco para que o CO2 liberado durante a
sublimagdo atraia os carrapatos. Apds 40 minutos as armadilhas sdo recolhidas e
acondicionadas em sacos plasticos lacrados e encaminhados ao laboratério onde séo feitas

as triagens para separacédo dos 3 estagios, ninfas, larvas e adultos.

2.2. Obtencédo dos fungos

O fungo C. fumosorosea (IBCB 130) foi cedido pelo Pesquisador José Eduardo M.
Almeida, da Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Biolodgico, do Centro
Avancado de Pesquisa em Protecao de Plantas e Salde Animal do Instituto Bioldgico, no
municipio de Campinas, estado de Sao Paulo. Os fungos sdo armazenados em refrigerador
a temperatura de -20°C, por um periodo de no 6 meses

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Parasitologia Animal do Instituto
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Biologico de Sao Paulo.

2.3. Bioensaios

2.3.1. Suspensdes flngicas e solugao controle
Os testes séo realizados com as suspensées fangicas 2x10% 1x10% 5x108: 1x108;

5x1075 1x107 conidios/mL. Cada 1g do fungo C. Fumosorosea contém 9,6x10°9 conidios. As
diferentes concentrag6es aplicadas sdo preparadas utilizando a suspensao fangica e tween
80 em quantidade suficiente para torna-la sollivel em &gua, posteriormente adicionada em
um volume de 10mL. Em um béquer com uma colher descartavel € misturado o tween 80 a
massa fungica até a formacdo de uma espécie de pasta, a qual se adiciona agua,
posteriormente homogeneizada de forma exaustiva em agitador. Para a solu¢do controle
utiliza-se apenas 10mL de agua e tween 80. Essas concentragfes e solugdo controle sdo
utilizadas tanto em teste com fémeas ingurgitadas quanto em testes de larvas, e adultos ndo

ingugitados.
2.3.1.1. Teste de fémeas ingurgitadas de R. microplus

Para cada amostra foram separadas 3 fémeas ingurgitadas de R. microplus, pesadas
em balanca de precisdo e colocadas em placas de Petri descartaveis de 60x15mm
devidamente identificadas, nelas foram colocadas 2 folhas de papel filtro em formato circular
com o mesmo diametro da placa. Em seguida é aplicado 1ml de suspensao flingica ou
solucdo controle sobre toda a superficie do papel. As placas sdo fechadas e vedadas com
parafiim e armazenadas em B.O.D. a 28°C, ap6s 3 dias retira-se o papel filtro e o parafilm
retornando-as a B.O.D. nas mesmas condi¢Bes paraque as fémeas fagcam postura. Apés 15
dias realiza-se a pesagem dos ovos em uma balanca de precisdo, estes em seguida sdo
tranferidos para tubos identificados e fechados com algodéo umedecido. Apds 15 dias avalia-
se a porcentagem de ecloséo das larvas por estimativa visual (0 a 100%). Foram realizadas 6

repeticbes para cada concentracdo e para a solucao controle.

2.3.1.2. Teste de imerséao de larvas R. microplus e A. sculptum

Fémeas ingurgitadas de A. sculptum séo colocadas em placas de Petri por um
periodo de 20 dias em tempetura ambiente até o término do periodo de postura.Os ovos
sdo separados em frascos de vidro identificados e tampados com algoddo umedecido,
passados 35 dias as larvas estdo na idade ideal para se realizar o teste (OLIVEIRA et al.,
2003).0 mesmo processo € feito com fémeas ingurgitadas de R. microplus, porém com

periodos de postura de 15 dias e de incubacdo de 14 a 21. As larvas testadas sdo
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provenientes de fémeas e ovos que nao foram expostos as suspensoes fungicas.

As larvas de ambas as espéiceis de carrapatos foram submetidas ao teste de Shaw
(1966) adaptado no qual é colocado, em placas de Petri descartaveis, um papel filtro em
formato circular preenchendo toda a superficie da placa, sobre este é adicionado
aproximadamente 100 larvas com o auxilio de um pincel, e em seguida pipeta-se 1 mL de
suspensdo fungica ou solucdo controle de forma homogénea sobre toda a superficie do
papel. Sobre as larvas coloca-se outro papel do mesmo tamanho e formato e novamente
aplica-se 1ml da mesma solugdo. Ap6s 10 minutos, retiram-se da placa os papéis filtros
contendo as larvas e retira-se 0 excessode liquido. Em seguida, cada papel contendo as
larvas, é inserido, com auxilio de uma pin¢a, em um tubo de ensaio identificado, este é
fechado com algoddo umedecido e acondicionamento em estufa B.O.D. a temperatura de
28°C e 80% U.R.A. Avalia-se a taxa de mortalidade das larvas e o desenvolvimento de
infecgbes fungicas em intervalos de 5, 10 e 15 dias utilizando uma lupa LEICA EZ4W.
Foram realizadas 6 repeticbes para cada concentracdo e para a solugdo controle nos testes

com larvas de R. microplus, e 2 repeticdes nos com larvas de A. sculptum.

2.3.1.3. Teste de adultos Amblyomma sculptum

No teste com adultos de A. sculptum utiliza-se a mesma técnica de Shaw (1966)
adaptada utilizada no teste com larvas, porém nas placas séo colocados dois individuos.

Foram realizadas apenas uma repetigdo para cada concentracdo e para solugdo controle.

2.4. Avaliacédo da acéo fungica

Tanto os testes com a espécie A. sculptum quanto com R. microplus foram avaliados
em relacdo a agdo fangica. Para os testes com A sculptum a mortalidade dos grupos
tratados e dos grupos controle foram apresentadas em numeros absolutos. Para os
testes com larvas de R. microplus foram estabelecidas as concentracdes letais fungicas de
50% (CLso) € 90%(CLgo) utilizando o programa PoloPlus (LeOra Software, 2003). Com
relacdo os testes com fémeas ingurgitadas a avaliacdo da acao fungica foi realizada através
da comparacédo de inibicdo de postura e eficacia do tratamento segundo Drummond et al.
(1973).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Angelo et al. (2016) descreve que o fungo C. fumosorosea reduz a porcentagem de

incubacao de larvas quando os ovos séo tratados com as duas maiores concentracfes de

conidio de 107 e 108 mL, e que séo capazes de reduzir significativamente a porcentagem de
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eclosao. Melhores resultados foi verificado com as fémeas ingurgitadas, pois a porcentagem
de infeccéo fungica foi maior em aproximadamente 10 dias.

Os dados obtidos neste experimento realizados com fémeas ingurgitadas mostram
que o fungo C. fumosorosea colonizou facilmente nas seis repeticbes de todas as

concentracdes. A eficacia do fungo foi acima de 90% para as 4 maiores concentracdes

(2x109 ,1x109, 5x108 e 1x108 conidios/ml), e nas concentracdes 5x107 e 1x107
conidios/mL, mesmo tendo sido abaixo de 90%, a eficacia foi de aproximadamente 70% o
gue também é um valor consideravel.

Em 4 dias apos aplicacdo do fungo, as fémeas ingurgitadas testadas com a maior
concentracao tiveram a postura comprometida devido a proliferacdo do fungo na placa
havendo ou ndo esporulacdo, comprovada através do método BDA (batata dextrose Agar). As
quatro concentragcbes com maior eficdcia ou inibiram totalmente a postura ou a ecloséo,
demonstrando a eficiéncia do fungo na inibicdo do ciclo de vida de R. microplus. Em relacdo
as larvas de R. microplus as concentracdes letais fungicas de 50% (CLso) € 90% (CLgy) foram

de 1x109 e 2x109conidios / mL respectivamente.

No teste com A. sculptum adultos, a eficacia variou entre 50% a 100%, a excecéo da
obtida na concentracdo de 5x10° conidios/mL, que ndo apresentou eficacia, porém, este
resultado foi obtido em apenas uma repeticdo. Portanto, estes dados ainda podem ser

confirmados ou refutados realizando repeti¢cdes adicionais. Em relacéo ao teste de larvas de

A. sculptum observou-se que as trés maiores concentragfes (2x109, 1x10% e 5x108

conidios/mL) foram as mais eficazes, com um valor médio de 55,53%.

4. CONCLUSOES
¢ O fungo C. fumosorosea mostrou-se eficaz para o controle das fémeas
ingurgitadas e das larvas de R. microplus.
+» Com base nestes resultados, pode-se sugerir a aplicacdo deste fungo no pasto
para controle biolégico dos carrapatos.
¢ O fungo C. fumosorosea é um promissor agente no controle de larvas e adultos

de A. sculptum.
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