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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do controle exercido por Metarhizium anisopliae na
populacéo de Boophilus microplus, em pastagens de Brachiaria brizantha, e do hibrido Tifton 85 (Cynodon spp.),
artificialmente infestadas com fémeas ingurgitadas do carrapato. Trinta canteiros com 1 m? de area cada foram
distribuidos aleatoriamente. Quinze foram pulverizados com esporos do fungo e quinze controles em cada
forrageira, constituindo cinco repeticoes de cada tratamento, foram infestados com nlimero e peso padronizados
de fémeas ingurgitadas do acaro. Aplicou-se o fungo, na concentragdo de 1,8x108 conidios mL%, em trés situa-
¢Oes: pulverizagdo antes da infestagdo com o carrapato, apos a infestagdo e posterioriormente a emergéncia das
primeiras larvas nos capins. A acdo do fungo foi avaliada no 35°, 382, 419, 48°, 55 e 61¢ dia pos-infestacédo, por
meio da contagem de larvas recuperadas. Obteve-se controle de larvas do acaro, que, nas avaliagdes realizadas
entre 0 352 e 0 482 dia pos-infestacéo, variou entre 87% e 94%. As médias das contagens de estagios larvares do
carrapato foram menores em todas as amostragens realizadas no capim-Tifton 85, indicando que houve efeito da
pastagem na a¢do do fungo. A situacdo de aplicagdo influencia a atividade do fungo, com melhor resultado nas
coletas realizadas entre 0 412 e 55° dia ap6s infestacdo em B. brizantha, e aplicacdo dos conidios logo ap6s a
emergéncia das primeiras larvas.

Termos para indexagao: Brachiaria brizantha, Tifton 85, carrapato, controle biolégico, fungo entomopatogénico.

Control of Boophilus microplus larvae by Metarhizium anisopliae
in artificially infested pastures

Abstract — The objective of this work was to evaluate the efficiency of Metarhizium anisopliae fungus against
Boophilus microplus population in Brachiaria brizantha and Tifton 85 (Cynodon) pastures, artificially infested
with tick engorged females. Thirty plots of 1 m? each were randomly distributed in fifteen treated and fifteen
control groups per type of grass, establishing five repetitions for each treatment. Pastures were infested with
engorged tick females standardized by number and weight. Metarhizium anisopliae suspension with
1.8x108 conidia mL* concentration was sprayed on the plot in three different assays, prior infested with tick
females, immediately after tick inoculation and at first larvae emergency. The fungus action was evaluated at 35",
38", 41, 48" 55™ and 61% day post infestation by counting recovered larvae. A significative reduction of larvae
counts occurred in fungus treated groups during 35" to 48" day post infestation, ranging between 87% and 94%
of efficacy on tick larvae control. The mean values for larvae counting in Tifton 85 pasture were lower than in
B. brizantha plot in all analysis, suggesting the pasture effect on fungus action. Treatment strategy influenced
on M. anisopliae activity, which demonstrated better results at 41% and 55" day post infestation in B. brizantha,
submitted to conidia challenge after larvae emergency.

Index terms: Brachiaria brizantha, Tifton 85, tick, biological control, entomopathogenic fungus.

Introducéo

O carrapato dos bovinos, Boophilus microplus, é um
ectoparasita que gera prejuizos para pecuaria de corte e
leite. Perdas diretas e indiretas relacionadas a esta parasitose
foram estimadas em 8 ddlares bovino! anoL. Os prejui-
zos podem ultrapassar um bilh&o de ddlares anuais no
Brasil, levando-se em conta a diminui¢do na producgéo

de leite, aumento da mortalidade, reducgéo da natalida-
de, consumo de carrapaticidas, perdas de peso, gastos
com mao-de-obra, perda na qualidade do couro além da
transmissdo de agentes patogénicos (Embrapa, 2004).
Programas de controle do B. microplus buscam in-
terromper seu ciclo de vida na fase parasitaria, empre-
gando compostos quimicos sintéticos com atividade
acaricida. Entretanto, o uso inadequado desses produ-
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tos pode resultar na diminuicéo da eficiéncia da drogae,
conseqlientemente, na redugdo da eficécia dos trata-
mentos (Cordovés, 1997). A identificacdo de
competitividade entre organismos em um ecossistema
especifico representa perspectiva promissora para o tra-
tamento de inimeras enfermidades, em substitui¢do ao
uso de compostos quimicos. Neste contexto, o controle
bioldgico de carrapatos utilizando agentes microbianos,
especialmente fungos, tem apresentado resultados po-
tencialmente satisfatdrios, apesar de sua aplicabilidade
estar restrita a testes in vitro e diretamente no hospe-
deiro. Pouco se sabe da atividade patogénica de fungos
em teledginas presentes nas pastagens (Bittencourt,
1994).

Trabalhos envolvendo o emprego de fungos no con-
trole bioldgico de carrapatos sdo crescentes. Estudos in
vitro mostraram que M. anisopliae tem ac&o patogénica
sobre B. microplus (Monteiro et al., 1998; Frazzon et al.,
2000). A patogenicidade ao carrapato em animais
estabulados foi investigada por Castro et al. (1997) e
Correia et al. (1998), ao passo que Castro et al. (1999)
e Bittencourt et al. (2003) avaliaram a ac¢éo do fungo,
aplicado em Brachiaria decumbens, no controle de lar-
vas do carrapato. No entanto, h& poucas pesquisas que
busquem determinar a patogenicidade do fungo sobre o
carrapato em condicGes de campo e, como consequén-
cia, ndo existe recomendacdo de uso deste patdgeno
em programas de controle integrado do acaro
(Bittencourt, 1994).

O crescimento populacional de M. anisopliae no
ambiente depende, entre outros fatores, das condicGes
climaticas e do tipo de forrageira que constitui a pasta-
gem (Gauss & Furlong, 2002). Tais fatores podem in-
tervir significativamente no sucesso do controle bioldgi-
co. Forrageiras que apresentam a formacgéo de estoldes,
como os capins do género Cynodon, podem favorecer
0 desenvolvimento do fungo no solo com a retengéo de
umidade, enquanto forrageiras cespitosas, como as plan-
tas do género Brachiaria, formam touceiras que néo
séo tdo eficientes na reten¢do de umidade (Saueressig,
1994), criando um microclima mais favoravel para o ci-
clo de vida n&o parasitério do carrapato.

A proposta deste trabalho é avaliar a eficiéncia do
controle exercido por M. anisopliae na populacdo de
B. microplus em pastagens de Brachiaria brizantha
e do hibrido Tifton 85 (Cynodon spp.), artificialmente
infestadas com fémeas ingurgitadas do carrapato.
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado de fevereiro a maio de 2003,
em area de pastagens pertencente a colecdo do Setor
de Forragicultura do Dep. de Zootecnia da FCAV, Unesp,
Campus de Jaboticabal, SP, situado a 21°145" S e
48°17'9" W e altitude média de 613,68 m. O clima da
regido, segundo a classificagdo de Koppen, é Cwa, isto
é, subtropical imido, seco no inverno e com chuvas no
verdo. A precipitacdo media anual fica em torno de
1.424 mm e a temperatura média anual proxima de
21,5°C. No periodo experimental, aamplitude de varia-
¢do mensal da temperatura, da precipitacdo pluvial e da
umidade relativa do ar registrada ficou, respectivamen-
te, entre 19°C e 25,4°C, 86,7 e 153,5mm, e 70,7% e
75,5%.

Os carrapatos foram coletados em area com animais
de alta infestacdo natural por B. microplus. As fémeas
ingurgitadas foram selecionadas, lavadas com éagua
desionizada, pesadas e separadas em grupos de 15, per-
manecendo por um dia em estufa sob temperatura
de 28+0,5°C.

Utilizou-se o fungo Metarhizium anisopliae, isolado
E9, mantido em cultura estoque na colecdo do Labora-
torio de Microbiologia do Dep. de Producdo Vegetal da
FCAV. O fungo foi cultivado em placas de Petri con-
tendo meio BDA, acondicionadas em estufaa 27+0,5°C,
e um fotoperiodo de 12 horas. Em seguida, foi inocula-
do em fémeas ingurgitadas de B. microplus e reisolado
em placas com BDA, até se obter uma mortalidade de
fémeas superior a 90%. Culturas do fungo com virulén-
cia recuperada foram levadas a empresa Biocontrol Sis-
tema de Controle Biolégico localizada no Municipio de
Sertdozinho, SP, onde foi produzido em massa, segundo
método descrito por Alves & Pereira (1998). Em seguida,
foi levado ao laboratério em sacos de plastico contendo
1 kg de arroz com fungo desenvolvido e conge-
lado (-20°C).

Sob condigOes assépticas, 0 arroz foi colocado em
saco de plastico transparente, adicionando-se solucéo
aquosa de Tween 80 a 0,1% (v/v) e, entdo, foi agitado
manualmente para desagregacdo dos gréos e liberacdo
dos conidios. Em seguida, foi coado em pano de algo-
dé&o fino, a fim de evitar o entupimento do bico do pulve-
rizador no momento da aplicacdo, obtendo-se, assim, a
calda, cuja concentragdo, determinada em microscopio
6tico com auxilio da cdmara de Neubauer, foi padroni-
zadaem 1,8x108 conidios mL .
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Como plantas forrageiras usaram-se Brachiaria
brizantha e o hibrido Tifton 85 (Cynodon spp.).
Em cada pasto foram preparados 30 canteiros, dividi-
dos em cinco blocos (repeticdes), formados por seis
canteiros com 1 m2 quadrado de area cada um, disposto
em trés pares dentro do bloco. Em cada bloco foram
sorteados, ao acaso, trés canteiros para receberem o
fungo, cada um correspondendo a uma das situac6es de
pulverizacéo abaixo descrita, e trés canteiros para ser-
virem como testemunha, respectivamente, de cada uma
das situacdes de pulverizacdo. Os canteiros ficaram la-
teralmente separados por 6,5 m e frontalmente por 10 m.
Cada canteiro teve identificagdo, manutencéo de altura
da planta em 25 cm e, em sua volta, manteve-se uma
borda limpade 1,5 m.

As pulverizagdes foram feitas em trés situagdes:
a) canteiros pulverizados com 200 mL de calda com
concentracdo de 1,8x108 conidios mL-1, usando pulveri-
zador manual com capacidade para 5 L, com bico tipo
cone e, em seguida, foram colocadas aleatoriamente,
dentro de cada canteiro, 15 fémeas ingurgitadas de
B. microplus; b) canteiros infestados com 15 fémeas
ingurgitadas de B. microplus e, em seguida, pulveriza-
dos com a mesma calda, como anteriormente;
c) canteiros infestados com fémeas ingurgitadas de
B. microplus, aplicando-se a calda com o fungo apo6s a
emergéncia das primeiras larvas. O volume de 200 mL
de calda, necessario para molhar completamente o ca-
pim de cada canteiro, foi determinado em pré-ensaio.

Foram retirados os apices das plantas em que as lar-
vas vivas se acumularam, aos 35, 38, 41, 48, 55 e 61 dias
pos-infestacdo. Em cada coleta, o material obtido em
um mesmo canteiro foi acondicionado em um Unico saco
de pléastico, lacrado, identificado e congelado para pos-
terior contagem das larvas. As larvas acumuladas em
cada um dos apices colhidos foram removidas com o
auxilio de um pincel e colocadas em placa de Petri com
gotas de glicerina em quantidade suficiente para
desagrega-las; em seguida foram cuidadosamente se-
paradas e contadas uma a uma, com ajuda de pinca e
estilete.

Na verificagdo da auséncia de larvas remanescentes
nos canteiros ap0s a ultima coleta, fizeram-se observa-
¢Oes diarias por duas semanas, sem encontrar larvas.
Em seguida, todas as plantas dos canteiros foram inte-
gralmente retiradas, colocadas em sacos de pléstico iden-
tificados, lacrados e acondicionados em camara fria a
4,5£0,5°C por um dia. Em mesa grande forrada com

um pano branco, examinou-se folha por folha para
certificagdo da auséncia de larvas.

Os dados foram analisados em um esquema fatorial
2x2x3, em blocos inteiramente casualizados, sendo os
fatores constituidos por duas espécies de capins, ausén-
cia ou presenca do fungo e trés sistemas de pulveriza-
coes. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e as médias dos tratamentos com-
paradas pelo teste de Tukey (p<0,05). O porcentual de
controle foi calculado de acordo com férmula proposta
por Abbott (1925).

Resultados e Discussao

No estudo comparativo para determinacdo da ativi-
dade patogénica do fungo em condicGes de campo, ve-
rificou-se redugdo significativa (P<0,05) na quantidade
de larvas recuperadas nos canteiros tratados, quando
comparados aos canteiros testemunha do 352 ao 48° dia
de analise (Tabela 1). Nesta andlise ndo se considera-
ram as diferentes situagdes de pulverizacdo do fungo e
0s tipos de pastagens. Nas contagens realizadas no 55°
e 61° dia pos-infestagdo, ndo ocorreram diferencas
(P>0,05) entre os grupos tratados com o fungo e as tes-
temunhas. Isso provavelmente ocorreu em virtude da
redugdo acentuada de larvas recuperadas nas testemu-
nhas, como seria de se esperar cerca de 60 dias apés a
infestacdo, ja que as pastagens ndo foram reinfestadas.

Houve uma reducgéo de 87% a 94% na populacédo de
larvas (Tabela 1). O resultado deste trabalho concorda
com o de Bittencourt et al. (1992) que, em estudo reali-
zado in vitro, envolvendo a atividade patogénica do
M. anisopliae sobre diferentes estagios do ciclo de vida
do B. microplus, observaram acentuada reducdo na
populacdo de larvas apds tratamento do &caro com o
fungo.

Tabela 1. Médias de larvas encontradas nas pastagens de
Brachiaria brizantha e Tifton 85 infestadas com fémeas
ingurgitadas de Boophilus microplus e aplicacdo de
Metarhizium anisopliae(®.

Dias pos-infestagdo Tratamento Controle (%)”

M. anisopliae Testemunha
35 125,27+131,72b  1448,68+1402,22a 91,35
38 116,20£180,07b  892,87+646,56a 86,99
41 41,77£72,776b  377,33+638,08a 88,93
48 14,17+71,79b  239,47+446,50a 94,08
55 4,83426,47a 17,97+50,77a 73,10
61 1,2344,70a 6,80+25,89a 81,86

(MMédias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo
teste deTukey (P>0,05); médias acompanhadas pelos respectivos er-
ros-padrdes. @Calculado segundo formula de Abbott (1925).
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Castro et al. (1999) aplicaram, em dois ensaios, sus-
pensdes variando entre 10'° e 10° conidios mL-! de
M. anisopliae em canteiros de B. decumbens previa-
mente infestados com larvas ndo alimentadas de
B. microplus. O nimero de larvas recuperadas nos can-
teiros tratados com qualquer uma das suspensdes ndo
diferiu da testemunha. Os autores concluiram que uma
Unica pulverizacdo do fungo é insuficiente para eliminar
larvas do carrapato de forma estatisticamente significa-
tiva, mas ressalvaram que biologicamente os nimeros
denotaram pequena vantagem dos grupos tratados em
relacdo aos controles. Bittencourt et al. (2003) avalia-
ram a acdo de M. anisopliae aplicado nas concentra-
cOes de 10° e 107 conidios mL-1, em trés ensaios com
B. decumbens infestada com larvas de B. microplus.
O fungo apresentou efeito deletério sobre o carrapato,
pois 0s porcentuais de redugdo do nimero de larvas fo-
ram de 17,89 e 17,42, respectivamente, nas concentra-
¢Oes de 107 e 10° conidios mL-1 no primeiro bioensaio;
de 22,53 e 52,26 no segundo; e de 37,84 e 53,78 no ter-
ceiro bioensaio.

Houve diminuig&o significativa (P<0,05) na quantida-
de de larvas nos canteiros com inoculagdo de fungo em
relacdo aos grupos testemunha em ambas as pastagens
estudadas (Tabela 2). O valor médio para contagem de
estagios larvares do carrapato foi superior em todas as
amostragens realizadas no capim B. brizantha compa-
rado ao Tifton 85.

Estes resultados podem estar relacionados as condi-
¢Oes microclimaticas determinadas em cada forrageira,
que podem ou n&o favorecer a biologia do fungo e inter-
vir nas condicdes ideais de sobrevivéncia do carrapato,
sugerindo que haja efeito da pastagem no controle. Pelo
fato de formar estolGes, com grande quantidade de fo-
Ihas e, conseqlientemente, maior cobertura vegetal, o
Tifton 85 pode propiciar um microclima local mais favo-
ravel ao fungo, o que resultou em menor recuperagdo
de larvas neste capim.

L.M. de S. Basso et al.

O microclima do pasto pode influenciar também a
biologia do carrapato. Verissimo & Machado (1995)
afirmaram que umidades relativas abaixo de 80% atu-
am negativamente na sobrevivéncia larval na pastagem.
Segundo Saueressig (1994), as condicGes de microclima
determinadas pelas gramineas foram responsaveis pela
menor populacéo de larvas de B. microplus encontrada
em pastagem de Andropogon gayanus quando com-
paradas a B. decumbens. Como o Tifton 85 produz gran-
de quantidade de massa vegetal, semelhante ao
A. gayanus, € possivel que, concomitante a acdo do
fungo, tenha ocorrido efeito do microclima da pastagem
na populacdo de larvas neste experimento.

A temperatura média entre 0 352 e 0 61° dias pds-
infestacdo das fémeas ingurgitadas nas forragens va-
riou de 18,1°C a 23,1°C, e a umidade relativa do ar osci-
lou entre 68% e 80,2% no mesmo intervalo. Tais valo-
res indicam que as condi¢Ges ambientais deste ensaio
foram favoraveis a biologia do carrapato. Portanto, a
recuperacdo significativamente menor de larvas nos tra-
tamentos com M. anisopliae pode ser atribuida ao fun-
go que eliminou fémeas, reduziu a oviposi¢do, ou a
eclosdo de larvas, ou ainda, eliminou as proprias larvas.

Estudos sobre o controle biol6gico de carrapatos do
género Boophilus spp. com M. anisopliae demonstra-
ram excelente atividade patogénica em condigOes
ambientais com temperaturas entre 25°C e 28°C e umi-
dade 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 obti-
dos 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 tempera-
tura e umidade. Quanto ao controle bioldgico, este é um
importante fator a ser considerado, pois um bom agente
de controle devera atuar em diferentes condicGes
ambientais.

As diferencas encontradas na recuperagéo de larvas
entre as forrageiras (Tabela 3) sugerem que este efeito

Tabela 2. Ocorréncia de larvas de Boophilus microplus nas pastagens de Brachiaria brizantha e Tifton 85 pulverizadas com
Metarhizium anisopliae e infestadas com fémeas ingurgitadas(®.

Tratamento

Dias pés-infestagdo

0 35 38 41 48 55 61
B. brizantha
M. anisopliae 0,00+0,00 214,67+109,73b 217,67+208,28b 83,53+85,03b 28,33+101,22bc 9,67+37,44ab 2,47+6,51a
Testemunha 0,00+0,00 1901,20+1829.41a 918,20+691,72a 754,67+746,67a 375,734551,88a 35,93+69,35a 13,60+36,53a
Controle (%)” - 88,71 76,29 88,93 92,46 73,10 81,86
Tifton 85
M. anisopliae 0,00+0,00 35,87+82,30c 14,73+41,56¢ 0,00+0,00c 0,00+0,00c 0,00+0,00b 0,00+0,00a

Testemunha 0,00+0,00 1525,154+645.55a 1103,134637.56a

0,00+0,00¢ 211,98+280.,87b 0,00:£0,00b 0,00+0,00a

Controle (%)” - 97,65 98,66

- 100,00 - -

(MMeédias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05); médias acompanhadas pelos
respectivos erros-padrdes. @Calculado segundo formula de Abbott (1925).
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Tabela 3. Acdo de Metarhizium anisopliae aplicado em pastagens de Brachiaria brizantha e Tifton 85, antes e ap6s a
infestagdo com fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus e apds emergéncia das primeiras larvas(®.

Tratamento Dias pos-infesta¢do
0 35 38 41 48 55 61
B. brizantha
Pré-infestagao 0,00+0,00 707,90+668,14a 566,90+430,15a 532,10+£541,75a  380,00+654,81a 17,20+£54,39ab  15,70+37,45a
Poés-infestagdo 0,00+0,00 612,80+£592,24a 578,10+855,08abc  678,30+839,59a  193,40+302,89ab  51,20+75,95a 8,40+26,56a
Pos-eclosdo larval 0,00+0,00 1853,142395,64a  558,80+551,66ab 46,90+112,65b 32,70+£51,24b 0,00-0,00b 0,00+0,00a
Tifton 85

Pré-infestagao 0,00+0,00 716,60+931,76b 372,80+516,56bc 0,00+0,00b 20,00+38,55b 0,00:0,00b 0,00+0,00a
Pos-infestagao 0,00+0,00 442,90+529,00b 247,40+362,53¢ 0,00-£0,00b 134,80+344,01ab 0,00+0,00b 0,00+0,00a
Pos-eclosdo larval 0,00+0,00 488,00+584,02b 703,20-+848,29abc 0,00+0,00b 0,000,00b 0,00£0,00b 0,000,002

(MMédias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05); médias acompanhadas pelos

respectivas erros-padrdes.

tenha forte interacdo com as forragens utilizadas. En-
tretanto, quando se analisam as diferentes situagdes de
pulverizagdo dentro de cada capim, verifica-se que hou-
ve efeito apenas nas coletas realizadas entre o 41° e
55° dia apds infestacdo em B. brizantha, alcangando-
se melhores resultados no tratamento com aplicacdo do
fungo logo apds a emergéncia das primeiras larvas.
Contudo, a maior recuperacao de larvas ocorreu no 35°
e 38° dia pos-infestacdo em ambas as forragens, ape-
sar destes achados ndo serem diferentes entre as situa-
cOes de pulverizacdo.

Comparando-se os resultados nos dois capins, verifi-
ca-se reducdo acentuada na quantidade de larvas recu-
peradas do 352 ao 41° dia p6s-infestacéo, principalmen-
te no Tifton 85; a acdo patogénica do fungo contribuiu
decisivamente para que iSSO ocorresse.

Os resultados deste estudo demonstraram que
M. anisopliae controla com eficacia a populagdo de
larvas de B. microplus nas pastagens, apresentando
excelente potencial para o controle deste &caro em con-
digdes de campo. Outras pesquisas devem ser realiza-
das com o objetivo especifico de avaliar as variaveis
que determinam o controle exercido por M. anisopliae
sobre o carrapato B. microplus no campo.

Conclusoes

1. Metarhizium anisopliae controla a populacdo de
larvas de Boophilus microplus em pastagens de
Brachiaria brizantha e Tifton 85 artificialmente infes-
tadas.

2. A eficiéncia do controle com o fungo € maior na
pastagem de Tifton 85 do que na de B. brizantha.

3. A aplicacdo do fungo antes ou ap6s a infestacdo
da pastagem com fémeas ingurgitadas, ou apds a ecloséo
das larvas, tem efeito na acdo do patdgeno.
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