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ABSTRACT. Perinotto W.M.S., Landulfo G.A., Camargo M.G., Golo P.S,,
Angelo 1.C., Quinelato S., Barros-Batesti D.M., Bittencourt V.R.E.P. [In vitro
pathogenicity of Metarhizium anisopliae s.l. on larvae and nymphs of Orni-
thodoros mimon (Acari: Argasidae).] Patogenicidade in vitro de Metarhizium
anisopliae s.1. sobre larvas e ninfas de Ornithodoros mimon (Acari: Argasidae).
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Ornithodoros mimon is an argasid tick common on Chiroptera in the Neotrop-
ical region, which also bites humans aggressively and it is often found in human
habitations. Currently, there are no control methods for argasid ticks. However,
previous works already reported the susceptibility of species of Argasidae to en-
tomopathogenic fungi. Thus, the present study aimed to determine the in vitro
pathogenecity of Metarhizium anisoplie s.l. on larvae and nymphs first instar of
O. mimon. The biological parameter evaluated was the percentage of mortality of
the larvae and nymphs. The results showed 80% larval mortality in the concen-
tration of 107 conidia/mL and 91.4% for larvae subjected to a concentration of 10®
conidia/mL. The engorged nymphs immersed in suspensions 107 conidia/ml were
more susceptible to fungus that unfed nymphs. In the suspensions 10® conidia/
mL no difference was observed, because the average percentage mortality was
above 95% for engorged and unfed nymphs. Based on the results obtained, we
concluded that immature stages of O. mimon are susceptible to M. anisoplie s.1.
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RESUMO. Ornithodoros mimon ¢ um carrapato
argasideo comum a Chiroptera na regiao Neotropi-
cal, mas bastante agressivos aos humanos, pois a
espécie ¢ frequentemente encontrada em habitacdes
humanas. Atualmente, ndo foram estabelecidos
métodos de controle. Porém, trabalhos prévios ja

demonstraram a susceptibilidade de outros argasi-
deos a fungos entomopatogénicos. Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo verificar a pa-
togenicidade in vitro de Metarhizium anisopliae s.1.
sobre larvas e ninfas de primeiro instar ingurgita-
das e nao ingurgitadas de O. mimon. O parametro
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avaliado foi o percentual de mortalidade das larvas
¢ ninfas. Como resultados, observaram-se 80% de
mortalidade do estagio larval na concentragdo de
107 conidios/mL e 91,4% para larvas submetidas
a concentragdo de 10® conidios/mL. As ninfas in-
gurgitadas imersas na concentragdo 107 conidios/
mL foram mais susceptiveis ao fungo que as ninfas
ndo ingurgitadas. Com relagdo a concentraciao 108
conidios/mL ndo foi observada diferenca significa-
tiva, uma vez que se obteve um percentual médio
de mortalidade acima de 95% tanto para as ninfas
alimentadas como para as ndo alimentadas. Com
base nos resultados obtidos, pode-se concluir que
os estagios de O. mimon estudados sdo susceptiveis
a M. anisopliae.

PALAVRAS-CHAVE. Argasidae, controle bioldgico, fungo
entomopatogénico.

INTRODUCAO

Ornithodoros mimon ¢ um carrapato argasideo
parasito de Chiroptera, mas bastante agressivo aos
humanos, que ocorre na Bolivia, Uruguai, Argenti-
na e Brasil (Venzal et al. 2003, 2004, Dantas-Torres
et al. 2009). No Brasil, ha relatos de parasitismo em
humanos (Barros-Battesti et al. 2011). Recentemen-
te, os estagios adultos e ninfais foram descritos, a
larva redescrita e o ciclo de vida do carrapato arga-
sideo elucidado em laboratério (Barros-Battesti et
al. 2011, Landulfo et al. 2012, 2013). O papel de O.
mimon como transmissor de patogenos ¢ ainda des-
conhecido, porém ocasiona intensas lesoes ou injl-
rias no homem decorrente da picada. Além disso, a
espécie ¢ constantemente encontrada em habitagdes
e residéncias humanas (Barros-Battesti et al. 2011).

Até o presente momento, ainda ndo foram esta-
belecidos protocolos especificos de controle para a
espécie. Entretanto, pela proximidade de O. mimon
com os seres humanos, a escolha do método de con-
trole deve ser realizada de maneira segura, para evi-
tar riscos de intoxicacao. Nesta perspectiva, um mé-
todo que vem sendo amplamente estudado para o
controle de carrapatos € o bioldgico, usando fungos
entomopatogénicos (Bittencourt et al. 1992, Fer-
nandes & Bittencourt 2008). Estes microrganismos
jé foram testados e nao sdo nocivos a saide huma-
na, exceto em pessoas imunossuprimidas (Zimmer-
mann 2007). Dentre os fungos estudados no contro-
le de carrapatos, Metarhizium anisopliae sensu lato
(s.1.) e Beauveria bassiana (s.1.) merecem destaque,
pois ja demonstraram atividade acaricida as diver-
sas espécies de carrapatos, principalmente aos ixo-

dideos (Fernandes & Bittencourt 2008). Outro fator
importante € a ocorréncia natural destes fungos em
carrapatos, como ja foi observado por Fernandes et
al. (2004). Com relacdao a utilizagdo deste agente
bioldgico no controle de argasideos, poucos sdo os
relatos encontrados na literatura.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo
verificar a susceptibilidade de larvas e ninfas de O.
mimon ao fungo entomopatogénico, M. anisopliae
s.l em condi¢des laboratoriais.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e preparo da suspensio de M. anisopliae s..

O isolado ESALQ 959 de M. anisopliae s.1. utilizado neste
estudo foi cedido pelo Departamento de Entomologia da Es-
cola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade
de Sao Paulo (USP), Brasil. Para a manutengao no laboratorio,
o fungo foi cultivado em meio Batata, Dextrose ¢ Agar (BDA)
(Himedia, Mumbeai, India) ¢ mantido a temperatura 25° C + 1°
C e umidade relativa (UR) > 80% por 15 dias. Para o prepa-
ro das suspensdes fungicas, os conidios foram suspensos em
solucdo de agua destilada estéril e Tween 80 a 0,01%, quanti-
ficados em camara de Neubauer em microscopio optico e ajus-
tadas nas concentra¢des de 107 e 10® conidios/mL.

Viabilidade dos conidios

Uma aliquota da suspensio 10® conidios/mL de M. aniso-
pliae s.1. foi depositada em placa de Petri contendo meio BDA
e incubada sob temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa >
80% durante 24 horas. O calculo da germinagdo dos conidios
foi realizado segundo Alves (1998).

Obtencao dos carrapatos

As larvas e ninfas de primeiro instar (N1) de O. mimon
utilizadas no estudo, foram provenientes da colonia de arga-
sideos do Laboratorio de Parasitologia do Instituto Butantan,
Sdo Paulo, Brasil. A colonia iniciou-se com a coleta de ninfas
e adultos de O. mimon do teto de uma residéncia no municipio
de Araraquara, Sdo Paulo, Brasil (Landulfo et al., 2012).

Para testar a susceptibilidade de O. mimon apos a alimen-
tagdo, algumas ninfas de primeiro instar (N 1) foram alimenta-
das em coelhos (Oryctolagus cuniculus) mesticos (Califérnia
X Nova Zelandia) de ambos os sexos, sem contato prévio com
carrapatos e carrapaticidas. A utiliza¢do dos coelhos para a ali-
mentacdo artificial dos carrapatos foi permitida pela Comissdo
de Etica na Pesquisa da UFRRJ / COMEP-UFRRJ, cujo nii-
mero de protocolo é 140/2011.

Infeccio in vitro de O. mimon com M. anisopliae s.1.

Para realizagdo do bioensaio, foram formados trés grupos:
controle aquoso (solucdo de dgua destilada estéril e Tween
80 a 0,01 %) e suspensdes conidiais de M. anisopliae s.1. nas
concentragdes de 107 e 10® conidios/mL. No experimento de
susceptibilidade de larvas ao fungo, foram utilizados 70 es-
pécimes por grupo, distribuidos em sete frascos 10 larvas em
cada. No ensaio de susceptibilidade de N1, foram utilizados
10 espécimes por grupo (5 frascos com 2 ninfas em cada),
tanto de ndo ingurgitadas quanto ingurgitadas.
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As larvas e ninfas foram imersas em um mL de suspensao
conidial e/ou solug@o de controle por trés minutos, em seguida
os frascos foram invertidos para absor¢ao do excesso de liqui-
do pelo algodao. Posteriormente, os carrapatos foram acondi-
cionados em estufas B.O.D. a27°C £+ 1°C ¢ 90% + 10°C de UR
para avaliar o efeito das solug¢des fungicas sobre os estagios
imaturos de O. mimon. Observagdes diarias foram realizadas
com o objetivo de registrar o percentual de mortalidade dos
espécimes tratados.

Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente conforme a
normalidade, ou seja, para os resultados com distribuicao nor-
mal, foram empregados testes paramétricos, como ANOVA.
Teste ndo-paramétrico, como Kruskall-Wallis foi implicado
na analise dos dados de distribui¢do ndo normal ou livre. A
analise estatistica foi feita com o auxilio do programa estatico
Bioestat 5.0.

RESULTADOS

A analise do percentual de germinagao do isola-
do ESALQ 959 de M. anisopliae s.1. 24 horas apds
a elaboracao da suspensao fingica, demonstrou que
100% dos conidios haviam germinado sob tempera-
tura de 25 + 1°C e umidade relativa > 80%, eviden-
ciando que os fungos estavam aptos a serem utiliza-
dos no experimento.

No bioensaio com larvas de O. mimon, pode-se
observar que ambas concentragdes conidiais de M.
anisopliae s.1. foram capazes de provocar altos per-
centuais de mortalidade, tanto que nao houve dife-
renca significativa entre as concentracoes (p>0,05),
alcangando indices de mortalidade de 80 e 91,4%
nas concentragdes 107 e 10® conidios/mL, respec-
tivamente. Entretanto, quando foram comparados
ao controle, cujo percentual de mortalidade foi de
8,6%, houve diferenca significativa (p<0,05), como
pode ser observado na Tabela 1. O periodo de mor-
talidade as larvas tratadas variou entre 4 a 10 dias
(Figura 1). Os maiores indices de mortalidade fo-
ram registrados no 6° e no 7° dia pds-tratamento dos
carrapatos (Figura 1).

Tabela 1. Percentagem média de mortalidade de larvas e
ninfas de primeiro instar de Ornithodoros mimon expostas a
diferentes concentragdes conidiais do isolado ESALQ 959 de
Metarhizium anisopliae s.l.

% de Mortalidade(*)

Estadio Grupo Grupo Grupo
controle Ma 959 107  Ma 959 108
Larva 6/70 (8.6%)®  56/70 (80%)> 64/70 (91.4%)°

0/10 (0%)? 8/10 (80%)°>  9/10 (100%)°

0/10 (0%)? 3/10 (30%)2  10/10 (100%)°

(*) Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem entre
si em nivel de 5% de significancia (p 2 0,05).

N1 ingurgitada
N1 n&o ingurgitada
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Figura 1. A variacao da percentagem de mortalidade de larvas
de Ornithodoros mimon infectadas com Metarhizium aniso-
pliae s.l. durante o periodo de dias pos-tratamento. Grupo
Tratado 1= Grupo ESALQ 959 107; Grupo Tratado 2 = Grupo
ESALQ 959 108.

No ensaio biolégico com ninfas de O. mimon,
foi observado que as N1 ingurgitadas foram mais
susceptiveis a M. anisopliae s.1. que as ninfas nao
ingurgitadas para concentragdo de 107 conidios/mL,
apresentando percentagens médias de 80 e 30% de
mortalidade, respectivamente. Porém, na concentra-
¢do de 108 conidios/mL tanto as ninfas ingurgitadas
como as ndo ingurgitadas tiveram 100% de mortali-
dade. Ja as ninfas do grupo controle permaneceram
vivas durante todo o experimento (Tabela 1). Com-
parando estatisticamente os tratamentos de ninfas,
foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre
o grupo controle e os grupos tratados (ESALQ 959
107 ¢ 10% conidios/mL) para as N1 ingurgitadas. Po-
rém, no grupo nao ingurgitado, a exposi¢ao a sus-
pensao conidial na concentragao de 107 conidios/ml
ndo diferiu estatisticamente do controle, ja a con-
centragdo de Ma 10® conidios/mL apresentou um
percentual significativamente maior (Tabela 1). O
unico registro de mortalidade das ninfas ocorreu no
4° dia pos-tratamento.

DISCUSSAO

O controle biologico de argasideos utilizando
fungos entomopatogénicos ¢ recente, tendo como
pioneiros os pesquisadores Sewify & Habib (2001).
Os autores verificaram a susceptibilidade de alguns
estagios evolutivos de Argas persicus (Oken, 1818)
a duas espécies de fungos entomopatogénicos, M.
anisopliae e B. bassiana, sendo M. anisopliae mais
virulenta que B. bassiana. Com relagdo ao género
Ornithodoros, Zabalagogeazcoa et al. (2008) ana-
lisaram o efeito da patogenicidade de diferentes
cepas de fungos entomopatogénicos em duas espé-
cies, Ornithodoros erraticus (Lucas, 1849) e Or-
nithodoros moubata (Murray, 1877), e verificaram
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que ambas foram susceptiveis aos fungos. Os re-
sultados obtidos no presente estudo demonstraram
a susceptibilidade de larvas e ninfas de O. mimon
ao fungo entomopatogénico M. anisopliae s.1., pois
em ambos estagios foram registrados altos percen-
tuais de mortalidade. Porém, ha de se destacar que a
concentragdo de 10* conidios/mL foi a que promo-
veu os melhores resultados tanto para larvas como
para as ninfas. Isto corrobora com os achados de
Sewify & Habib (2001), Pourseyed et al. (2010) e
Travassoli et al. (2012). Nestes trabalhos os autores
verificaram os maiores efeitos de fungos entomopa-
togénicos em carrapatos da familia Argasidae nas
maiores concentracdes testadas, concluindo que a
patogenicidade dos fungos sobre estes carrapatos €
dose dependente.

Um dos entraves da utilizacdo de fungos ento-
mopatogénicos no controle de carrapatos ¢ o tem-
po que estes microrganismos levam para matar o
hospedeiro. Neste contexto, Pourseyed et al. (2010)
ao verificarem o efeito de diferentes cepas de M.
anisopliae a larvas de Argas persicus Oken, 1818
observaram altos percentuais de mortalidade a par-
tir do 4° dia pds-tratamento. Com relagao a espécies
do género Ornithodoros, Travassoli et al. (2012)
observaram mortalidade de larvas de Ornithodoros
lahorensis Neumann, 1908 tratadas com diferentes
cepas de M. anisopliae com apenas trés dias pos-tra-
tamento. Os resultados encontrados por Pourseyed
et al. (2010) e Travassoli et al. (2012) corroboram
com os resultados observados no presente estudo,
pois ao 4° dia pos tratamento foram obtidos altos
percentuais de mortalidade. De acordo com Arruda
et al. (2005) M. anisopliae leva mais ou menos 72
horas para colonizar o carrapato ixodideo Rhipice-
phalus microplus (Canestrini, 1887) e, em média,
seis dias para mata-lo. Provavelmente, em argasi-
deos esse tempo ¢ menor devido & composi¢dao do
idiossoma destes carrapatos, que € menos quitiniza-
do, facilitando desta forma a infec¢ao fingica.

Outro fator analisado neste estudo foi a diferenga
na susceptibilidade conforme o estado nutricional
(alimentado e ndo alimentado) do carrapato. Pode-
-se observar que as ninfas alimentadas foram mais
sensiveis ao fungo M. anisopliae s.1. do que as nao
alimentadas, pois mesmo na menor concentragao
conidial, tiveram maiores percentuais de mortalida-
de. Resultados similares foram obtidos por Sewify
& Habib (2001) e Pourseyed et al. (2010), ao ve-
rificarem o efeito de M. anisopliae em fémeas de
carrapatos argasideos ingurgitadas e ndo ingurgita-

das e concluiram que a diferenca de susceptibilida-
de entre carrapatos alimentados e ndo alimentados,
estd associada as aberturas naturais do idiossoma e
gnatossoma dos argasideos, como dobras tegumen-
tais, espiraculos e pecas bucais. Estas aberturas fi-
cam mais faceis de serem penetradas nos espécimes
ingurgitados, facilitando a infec¢do do fungo ento-
mopatogénico no artropode.

CONCLUSAO

Desta maneira, com base nos resultados obtidos
no presente estudo conclui-se que o fungo entomo-
patogénico M. anisopliae s.l. tem atividade acari-
cida sobre os estagios imaturos de O. mimon, e de
rapida acdo, pois as observagdes de mortalidade
ocorreram em curtos periodos de pods-tratamento
dos espécies. Com isso, acreditamos que futura-
mente este método de controle bioldgico possa ser
aplicado nesta espécie de argasideo.
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