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Rhipicephalus microplus ticks are one of the major agents causing substantial 
losses to livestock worldwide. In the search for alternative control strategies, 
both in vitro and in vivo use of the arthropodpathogenic fungus Metarhizium 
anisopliae has shown promising results against this ectoparasite. During host 
colonization, protease production by M. anisopliae is considered one important 
virulence factor once it is directly related to the active penetration process car-
ried by the fungus on the full host cuticle. Nevertheless, limitations as envi-
ronmental pH may modulate the proteases production and/or activity, as well 
as, the fungal virulence. The current study aimed evaluate the virulence and 
total protease activity of M. anisopliae CG 148 sensu lato (s.l.). Fungal aqueous 
suspensions or 5% mineral oil formulations were used in different pH ranges 
(5, 7, or 9). Suspensions and formulations were prepared using a pH meter and 
adjusted to 108 spores mL-1. In the bioassay, four groups were formed for each 
pH range: the aqueous fungal suspension, the oil-based fungal formulation 
and their respective controls (aqueous and oil-based), totaling 12 groups. En-
gorged females were immersed for 3 minutes and maintained under optimal 
conditions for evaluation of biological parameters. Total protease activity of 
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RESUMO. O carrapato Rhipicephalus microplus é 
considerado um dos principais agentes causadores 
de grandes prejuízos à pecuária mundial. Na bus-
ca por estratégias alternativas de controle, o uso de 
fungos artropodopatogênicos como Metarhizium 
anisopliae tem apresentado resultados promisso-
res in vitro e in vivo para este artrópode. Durante a 
colonização do hospedeiro, a produção de protea-
ses por M. anisopliae é considerada um importante 
fator de virulência, pois encontra-se diretamente 
relacionada ao processo de penetração ativa do 
fungo pela cutícula íntegra. Entretanto, limitações 
como o pH do meio de atuação fúngica são capazes 
de modular a produção/atividade das proteases, 
bem como influenciar a capacidade patogênica de 
isolados fúngicos. O presente trabalho teve como 
objetivo avaliar a virulência e a atividade proteolí-
tica total do isolado CG 148 de M. anisopliae sensu 
lato (s.l.) suspenso em água destilada estéril acres-
cida de Tween 80 0,01% ou formulado em óleo mi-
neral (5%) em diferentes faixas de pH (5, 7 e 9). As 
suspensões e formulações foram elaboradas com 
auxílio de medidor de pH e microscópio óptico na 
concentração de 108 conídios/mL. No ensaio bioló-
gico, para cada faixa de pH foram formados quatro 
grupos, compostos de uma suspensão aquosa, uma 
formulação oleosa e seus respectivos controles (ole-
oso e aquoso), totalizando 12 grupos. As fêmeas in-
gurgitadas foram imersas por três minutos e man-
tidas sob condições controladas para observação 
dos parâmetros biológicos. A atividade proteolítica 
foi determinada pela hidrólise da azocaseína após 
72 horas de crescimento em meio mínimo acrescido 
de 1% de cutícula de R. microplus. Para todas as for-
mulações oleosas avaliadas, não foram observadas 
alterações significativas de patogenicidade e ativi-
dade enzimática. Porém, em suspensões aquosas, o 
pH alcalino reduziu a atividade proteolítica total e 
influenciou negativamente a virulência, reduzindo 
em 1,5 vezes o percentual de controle. Com base 
nestes resultados, acredita-se que a alcalinidade ex-
cessiva em meios estritamente aquosos interfira no 
potencial in vitro de fungos artropodopatogênicos.

PALAVRAS-CHAVE. Carrapato dos bovinos, controle 
biológico, enzimas, fungos artropodopatogênicos.

INTRODUÇÃO
O carrapato dos bovinos Rhipicephalus micro-

plus é atualmente considerado um dos principais 
agentes de parasitismo no mundo, sendo causador 
de diversos prejuízos à pecuária brasileira. Este 
artrópode é responsável por significativas perdas 
econômicas em rebanhos de áreas tropicais e sub-
tropicais, sendo um importante transmissor de 
patógenos, que muitas vezes reduzem a produção 
de carne e leite nacional (Castro & Newson 1993, 
Monteiro et al. 2003).

De maneira geral, as técnicas utilizadas para 
controle desta parasitose baseiam-se no manejo ro-
tacionado das pastagens e na aplicação de carrapa-
ticidas químicos através de banhos periódicos (Bit-
tencourt et al. 1999). Entretanto, o uso inadequado 
destes produtos tem impulsionado o surgimento 
de populações resistentes às principais bases far-
macológicas existentes no mercado e suas associa-
ções. Por este motivo, pesquisas que envolvam for-
mas alternativas à utilização de produtos químicos 
são crescentes tanto no Brasil quanto em outros 
países. Neste cenário, o controle biológico utilizan-
do fungos artropodopatogênicos tem consolidado 
cada vez mais sua importância no combate dos 
principais ectoparasitos de importância médico 
veterinária. Embora a patogenicidade e virulência 
de fungos como Metarhizium anisopliae já tenha sido 
comprovada em condições laboratoriais, sua eficá-
cia diminui consideravelmente quando são testa-
dos a campo (Inglis et al. 2001).

A secreção de enzimas proteolíticas e quitinolí-
ticas é uma característica marcante dos processos 
de infecção por M. anisopliae em seus hospedeiros. 
Esse micro-organismo produz diferentes famílias 
de proteases extracelulares como as do tipo subti-
lisinas (Pr1), tripsinas (Pr2), além de metaloprotea-
ses e várias peptidases de ação exógena, todas con-
sideradas importantes na degradação da cutícula 
(St. Leger 1995).

the artificial medium (after filtration of mycelia) was assessed by azocasein 
hydrolysis at 72 hours of incubation in minimal medium supplemented with 
1% R. microplus cuticle. Oil-based formulations did not yield significant altera-
tions in the fungal virulence or enzyme activity. Nevertheless, the alkaline pH 
at aqueous suspensions reduced total protease activity and negatively influen-
ced fungal virulence, reducing 1.5 times tick control percent. Based on these 
results, it is suggested that excessive alkalinity in strictly aqueous media may 
potentially interfere in the in vitro arthropodpathogenic fungal virulence.
KEY WORDS. Cattle ticks, biological control, proteases, arthropodopatogenic fungi.
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O desempenho de fungos artropodopatogênicos 
é afetado por uma variedade de fatores ambientais, 
tais como temperatura, umidade, radiação solar, 
chuvas e ventos, além do microclima no hábitat em 
que o artropodopatógeno vive (Inglis et al. 2001). 
Atrelado a isso, sabe-se que o pH do meio exerce 
grande influência na expressão de exoenzimas im-
portantes para o processo de colonização e cresci-
mento fúngicos (St. Leger et al. 1999, Franceschini 
et al. 2001, Small et al. 2005, Perinotto et al. 2014). 
Um trabalho que avaliou diferentes faixas de pH 
e a ação proteolítica de M. anisopliae, determinou 
que as maiores atividades enzimáticas eram obser-
vadas em pH alcalino, tendo as enzimas Pr1 e Pr2 
apresentado maior potencial de ação em pH 8 (St. 
Leger 1998). Perinotto et al. (2014) ao avaliarem a 
virulência in vitro para fêmeas ingurgitadas de R. 
microplus e a atividade proteolítica específica (Pr1) 
de cinco isolados de M. anisopliae, observaram que 
o isolado CG 148 apresentou alto potencial patogê-
nico após quatro dias de tratamento, além de de-
monstrar as maiores atividades enzimáticas após 
48 e 72h de crescimento em meio mínimo acrescido 
de cutícula de carrapatos.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo 
testar formulações aquosas e oleosas do isolado 
CG 148 Metarhizium anisopliae s.l. elaboradas em 
diferentes variações de pH, assim como avaliar a 
atividade proteolítica total das suspensões e for-
mulações do isolado cultivadas em meio mínimo 
contendo cutícula de R. microplus.

MATERIAL E MÉTODOS
Elaboração das suspensões e formulações

O isolado CG 148 de M. anisopliae s.l. foi repicado em 
meio batata-dextrose-ágar (BDA) e crescido em condi-
ções controladas por 15 dias (25 ± 1ºC de temperatura e 
umidade relativa (U. R.) ≥ 80%). O pH do veículo utiliza-
do no preparo das suspensões (água destilada estéril) foi 
ajustado com o auxílio de potenciômetro em três faixas: 
5,0 (faixa ácida); 7,0 (faixa neutra) e 9,0 (faixa básica). 
Após crescimento, os conídios foram raspados da super-
fície das placas para a elaboração das suspensões e for-
mulações. As suspensões aquosas em cada faixa foram 
elaboradas a partir da adição de Tween 80 a 0,01% (Sig-
ma) (Luz et al., 1998) e quantificadas na concentração de 
108 conídios/mL. Para as formulações oleosas, a concen-
tração de óleo mineral nas suspensões foi ajustada para 
5%. Vinte e quatro horas após preparo, a determinação 
da viabilidade e o cálculo da germinação dos conídios 
foi realizado segundo Alves (1998).

Ensaio biológico com fêmeas ingurgitadas
As fêmeas ingurgitadas de R. microplus foram obtidas 

a partir da infestação artificial de bezerros estabulados 

(submetido à Comissão de Ética da UFRRJ, protocolo 
2083.011620/2011-68) sem contato recente com carra-
paticidas químicos no município de Seropédica, Rio de 
Janeiro, Brasil. Para garantir a assepsia da cutícula, as 
fêmeas foram imersas em uma solução de hipoclorito de 
sódio a 1% durante três minutos. Posteriormente, parte 
foi pesada e separada homogeneamente por peso, en-
quanto outra parte foi acondicionada em placas de Petri 
e incubadas a 27 ± 1ºC e U.R. ≥ 80% para realização de 
postura para os ensaios com ovos e larvas.

Foram utilizadas oito fêmeas por grupo, sendo de-
terminado um total de 6 grupos tratados: Metarhizium 
(Ma) aquoso (Aq) pH 5,0; Ma Aq pH 7,0; Ma Aq pH 9,0; 
Ma Oleoso (OL) pH 5,0; Ma OL pH 7,0; Ma OL pH 9, 0. 
Para a cada tratamento, foi elaborado um grupo contro-
le: CTR Aq pH 5,0; CTR Aq pH 7,0; CTR Aq pH 9,0; CTR 
OL pH 5,0; CTR OL pH 7,0; CTR OL pH 9,0.

As fêmeas foram imersas por três minutos em um 
mL das suspensões ou água destilada estéril acrescida 
de Tween 80 0,01% (controle), sendo posteriormente 
mantidas sob temperatura de 27 ± 1ºC e U. R. ≥ 80%. 
Diariamente, foram realizadas a avaliação da presença 
de fêmeas mortas bem como a pesagem da postura ob-
tida. Os ovos foram mantidos em câmara climatizada 
e o percentual de eclosão das larvas foi acompanhado 
diariamente.

Os parâmetros biológicos utilizados para avaliar o 
efeito do fungo sobre fêmeas ingurgitadas foram: Peso 
Total da Massa de Ovos (P.T.M.O.), Percentual de Eclo-
são das Larvas (P.E.L.), Índice de Produção de Ovos 
(I.P.O.) e Índice Nutricional (I.N.) (Bennett, 1974). Além 
disto, ao final do experimento, foi determinado o Percen-
tual de Controle a partir da Eficiência Reprodutiva (R.E.) 
obtida em cada tratamento (Drummond et al. 1971).

Reisolamento fúngico
Três dias após o término da postura, amostras de fê-

meas de todos os grupos foram colocadas em câmara 
úmida e incubadas a 27 ± 1ºC e U.R. ≥ 80% para facili-
tar o crescimento dos fungos e posterior confirmação de 
suas características (Samson & Evans 1982).

Ensaios enzimáticos
Em frascos Erlenmeyer, contendo 20 mL de meio 

mínimo líquido (adaptado de Beys da Silva et al., 2010) 
enriquecido com 1% de cutícula de teleóginas de R. mi-
croplus, foram adicionados um mL de suspensão e a for-
mulação fúngica na concentração de 10⁶ conídios/mL 
elaboradas a partir de veículo apresentando pH 5, 7 ou 
9. As culturas foram incubadas em agitador orbital a 150 
rpm e 25ºC durante 72 horas. Para extração das enzimas 
foram adicionados 250 μL de Triton X-100 a 10% (Silva 
et al. 2005), sendo manualmente agitados durante um 
minuto; posteriormente o micélio foi filtrado em papel 
Whatman nº1 com auxílio de bomba de vácuo. O sobre-
nadante foi recuperado e armazenado à -80 ºC até a rea-
lização do ensaio.

A atividade proteolítica foi determinada pela hidrólise 
da azocaseína (Sigma) segundo Sangorrín et al. (2001). O 
cálculo da atividade enzimática foi determinado a a par-
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tir das densidades ópticas obtidas do segundo Sangorrín 
et al. (2001). Os experimentos foram feitos em triplicata 
e o branco da reação realizado com a adição do tampão 
fosfato de sódio 0,05 M pH 7,9 em substituição à amostra.

Análise estatística
Para a análise dos dados paramétricos foi utilizada 

a análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de 
Student-Newman-Keuls (SNK) para a comparação entre 
as médias, e para a análise dos dados não-paramétricos 
foi utilizado o teste de Kruskal Wallis, seguido do teste 
de SNK para comparação entre as ordenações médias 
(Sampaio 2002).

RESULTADOS
Viabilidade das suspensões e reisolamento fúngico

Todas as suspensões e formulações foram con-
sideradas viáveis 24 horas após preparo, com per-
centual de germinação superior a 98%, não sendo 
observado efeito deletério nas suspensões aquosas 
ácida, neutra e alcalina. Além disto, o corpo resi-
dual das fêmeas submetidas ao tratamento com as 
formulações fúngicas apresentou exteriorização 
fúngica após 30 dias, que foi confirmada através da 
avaliação morfológica por microscopia óptica.

Ensaio biológico com fêmeas ingurgitadas
As suspensões aquosas com pH 5,0 e 7,0 apre-

sentaram maior percentual de controle quando 
comparado ao pH 9,0. A suspensão aquosa mos-
trou influenciar negativamente a formulação fúngi-
ca, no qual o percentual de controle foi de 36,89%, 
sendo considerado 1,58 vezes menor do que a for-
mulação com pH neutro (58.92%). As suspensões 
oleosas provocaram a morte de todas as fêmeas 
ainda no período de pré-postura atingindo 100 % 
de controle das fêmeas tratadas (Tabela 1).

Na avaliação dos Índices de Produção de Ovos 
(IPO), Índice Nutricional (IN) e Eficiência Repro-
dutiva (ER) não houve diferença entre os tratamen-
tos controles. Sendo que o IPO e ER foram estatisti-
camente menores nos tratamentos com suspensão 
aquosa quando comparados aos tratamentos con-
troles (Tabela 2).

As suspensões oleosas foram capazes de ocasio-
nar a morte de todas as fêmeas submetidas ao tra-

tamento, impossibilitando a avaliação do IPO, IN e 
ER (Tabela 2).

O IN das fêmeas do grupo tratado com suspen-
são aquosa no pH 7,0 foi estatisticamente reduzido 
quando comparado aos demais grupos (Tabela 2).

Ensaios enzimáticos
Nos ensaios enzimáticos, o pH alcalino do meio 

foi capaz de reduzir significativamente a ativida-
de enzimática (8,16 U) quando comparado ao meio 
neutro (10,08 U) e ácido (10,28 U) (Tabela 3).

Já as formulações oleosas não apresentaram 
diferença significativa da atividade enzimática 
quando comparadas entre si e quando compara-
das com as formulações aquosas no mesmo valor 
de pH não foi observada significância entre os re-
sultados (Tabela 3).

DISCUSSÃO
Diversas pesquisas demostram o uso de fungos 

artropodopatogênicos para o combate do carrapa-
to R.microplus (Bittencourt et al. 1995, Barci et al. 

Tabela 1. Percentual de controle de fêmeas ingurgitadas de 
Rhipicephalus microplus tratadas por imersão em suspensão 
aquosa ou formulações oleosas no pH 5, 7 ou 9 do isolado 
CG148 de Metarhizium anisopliae (s.l.), e mantidas sob 
temperatura de 27 ± 1 ºC e umidade relativa ≥ 80%.

 Isolado CG148 Ácido Neutro Básico
  (pH 5,0) (pH 7,0) (pH 9,0)

 Suspensão aquosa 49,62 % 58,92% 36,89%
 Formulação oleosa 100 % 100% 100%

Tabela 2. Valores médios e desvio padrão do Índice de 
Produção de Ovos (I.P.O.), Índice Nutricional (I.N.) e Eficiência 
Reprodutiva (E.R.) de fêmeas ingurgitadas de Rhipicephalus 
microplus tratadas por imersão em suspensão aquosa ou 
formulações oleosas com pH 5, 7 ou 9 do isolado CG 148 de 
Metarhizium anisopliae s.l., e mantidas sob temperatura de 27±1 
ºC e umidade relativa ≥ 80%.

 Grupos I.P.O. I.N. E.R.

 Controle Aquoso pH 5,0 58,67a±4,11 69,11a±4,47 58,08a±4,07
 Controle Aquoso pH 7,0 59,47a±3,4 69,85a±5,51 58,30a±4,04
 Controle Aquoso pH 9,0 59,19a±7,94 69,92a±9,02 58,45a±7,90
 Controle Oleoso pH 5,0 56,56a±3,06 62,76a±6,87 53,16a±7,76
 Controle Oleoso pH 7,0 56,55a±6,96 65,46a±5,91 54,97a±7,34
 Controle Oleoso pH 9,0 56,35a±4,68 62,71a±7,41 53,29a±8,00
 CG148 Aquoso pH 5,0 32,83b±11,86 55,0ab±22,41 29,26b±13,00
 CG148 Aquoso pH 7,0 32,67b±14,99 49,20±18,77 20,95b±15,99
 CG148 Aquoso pH 9,0 40,71b±6,47 73,09a±10,11 36,89b±9,23
 CG148 Oleoso pH 5,0 - - -
 CG148 Oleoso pH 7,0 - - -
 CG148 Oleoso pH 9,0 - - -
abMédias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, não diferem sig-

nificativamente entre si (p≤ 0,05).

Tabela 3. Atividade proteolítica do isolado CG 148 de 
Metarhizium anisopliae s.l. a partir de suspensões fúngicas 
aquosas e oleosas em diferentes faixas de pH após 72 horas 
cultivado em meio mínimo contendo 1% de cutícula do 
carrapato Rhipicephalus microplus.

 Isolado CG148 Ácido Neutro Básico
  (pH 5,0) (pH 7,0) (pH 9,0)

 Suspensão aquosa 10,28Aa ± 0,72 10,08Aa± 1,73 8,16Ba ± 0,16
 Formulação oleosa 9,84Aa ± 0,40 9,32Aa ± 1,06 8,76Aa ± 0,54

*Unidade enzimática seguida da mesma letra minúscula na mesma 
coluna e maiúscula na mesma linha, não diferem significativamente 
entre si (P ≥ 0,05). 
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2009a, Campos et al. 2010). No entanto fatores bi-
óticos e abióticos podem influenciar diretamente 
o potencial de um agente biológico. Trabalhos de 
Inglis et al. (2001), Cagan & Svercel (2001), Alves 
et al. (2002) e Peng & Xia (2011), mostram fatores 
como umidade relativa, temperatura ambiente, ve-
locidade do ar, precipitação pluviométrica, tipo de 
suspensão e raios UV, sendo implicações no desen-
volvimento fúngico.

O pH faz parte dos fatores que podem influen-
ciar no mecanismo de ação destes microrganismos, 
St. Leger et al. (1999), demostra que M. robertsii é 
capaz de mudar o pH ambiente para favorecer a 
atividade de suas enzimas e possuem faixas ótimas 
de pH para seu melhor desenvolvimento, podendo 
este ser um fator estressante e de relevância para a 
formulação de bioacaricidas.

No presente trabalho acrescentar ao artropodo-
patógeno o óleo mineral seguiu o preceito indicado 
por Alves (1998) no qual formular um agente bio-
lógico é adicionar substâncias que melhoram seu 
desempenho, facilitando a manipulação, aumen-
tando o tempo de prateleira, diminuindo custos e 
impedindo a perda de qualidade.

Foi constatado que a atividade proteolítica foi 
mantida nas diferentes variações de pH das sus-
pensões oleosas, revelando um possível efeito pro-
tetor do óleo à alcalinidade excessiva do meio, cor-
roborando com Camargo et al. (2012) que sugere 
um efeito protetor do óleo para outras intempéries 
ambientais, assim como diversos trabalhos que 
mostram a adição de óleo mineral em formulações 
fungicas potencializado o desempenho de M. ani-
sopliae s. l. e Beauveria bassiana s. l. (Camargo et. al. 
2012, Perinotto et al. 2012, Marciano et al. 2013).

Segundo St. Leger et al. (1998), o pH alcalino é 
essencial para o ótimo funcionamento das enzimas 
proteolíticas secretadas no processo inicial de in-
fecção de M. anisopliae, e ao analisar as formulações 
aquosas, foi evidenciado o efeito prejudicial ao me-
canismo fungico na suspensão com pH 9,0 (alcali-
no), visto que nos ensaios biológico a excessiva al-
calinidade da água utilizada diminuiu a atividade 
proteolítica do fungo quando não formulado com 
óleo, o que justifica o menor percentual de controle 
das fêmeas do carrapato, uma vez que a atividade 
exercida pelo complexo proteolítico está intimamen-
te relacionada com a hidrólise de proteínas que com-
põe a procutícula (St. Leger et al. 1986). Estudos pré-
vios analisando a secreção de enzimas extracelulares 
presentes na superfície de conídios, demonstraram 
que existem várias isoformas de proteases (Santi et 
al. 2010). Esta protease é sabidamente envolvida no 

processo de penetração fúngica nos hospedeiros ar-
trópodes, sendo responsável pela hidrólise de apro-
ximadamente 30% de toda proteína da procutícula, 
e por isso, são consideradas importantes na virulên-
cia de M. anisopliae s.l. (St. Leger et al. 1996).

O maior percentual de controle encontrado nos 
tratamentos com suspensão aquosa nos valores de 
pH 5,0 e 7,0 podem ser explicados pela capacidade do 
fungo em alcalinizar o meio onde é encontrado e ace-
lerar seu processo de penetração e consequentemen-
te a colonização e morte do hospedeiro. O fungo M. 
anisopliae alcaliniza o ambiente levando em conside-
ração que o pH 8,0 é ótimo para o funcionamento de 
suas enzimas proteolíticas (St. Leger et al. 1998, 1999).

Há diversos trabalhos que sugerem de forma 
variada a tolerância do fungo M. anisopliae ao pH, 
Milner (1989) indica faixas de 5 a 8,5, Rath et al. 
(1992) demostra amplitudes variando de 4 a 7,8, 
já Hallsworth & Magan (1996) tiveram resultados 
ainda mais amplos entre 2.2 e 10.5. Em contraste, 
Goettel & Inglis (1997) observaram que o cresci-
mento dos fungos é geralmente favorecido quando 
o pH do meio é inferior a 5. Sendo assim este fator 
justifica os resultados melhores nas formulações 
com valores de pH mais baixos.

Os resultados aqui demonstram a plasticidade 
do fungo M. anisopliae em se adaptar em diferentes 
meios com grande amplitude de pH, favorecendo 
a busca de novos veículos e associações de agentes 
biológicos com carrapaticidas químicos e fitoterá-
picos, uma vez que estes tem sido fonte de estu-
do de muitos pesquisadores (Bahiense et al. 2004, 
Barci et al. 2009b, Soares et al. 2011) e que podem 
apresentar diferentes variações de pH e alterar os 
resultados aditivos dessas combinações.

CONCLUSÃO
Os resultados evidenciaram que o óleo mante-

ve a atividade proteolítica nas diferentes variações 
de pH, reafirmando a ação protetora do óleo contra 
as adversidades do ambiente.  O pH influencia na 
eficiência de formulações fúngicas aquosas, sendo 
melhor as formulações com pH entre cinco e sete, 
visto que a atividade proteolítica geral é compro-
metida em meios de alcalinidade superior a nove. 
Tais resultados são promissores para outras pesqui-
sas no âmbito da utilização do óleo em formulações 
usadas no controle do carrapato dos bovinos e mais 
pesquisas devem ser feitas a fim de esclarecer sobre 
a influência do óleo na atividade de proteases.
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