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RESUMO. Rhipicephalus microplus é um ectopa-
rasita causador de grandes prejuízos à pecuária bra-
sileira. Como alternativa a acaricidas químicos, o 
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Rhipicephalus microplus is the one of the most important cattle ectoparasites causing 
great concerns for the Brazilian breeders. As an alternative to the chemical acaricides, 
biological control has been increasingly studied. The present study aimed to evaluate a 
possible interaction among Scopulariopsis brevicaulis, Metarhizium R. microplus ticks, 
by testing if a possible S. brevicaulis maternal transmission would contribute for a better 
comprehension about the fungal infection physiopathology. R. microplus females were 
previously immersed in different concentrated suspensions of S. brevicaulis and the 
posterior virulence levels of Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) were analyzed on 
larvae from eggs of these S. brevicaulis-treated females. S. brevicaulis virulence against 
larvae and eggs were also evaluated; although there were no significant alterations in 
the hatching percentage as well as in the larval mortality (89.8% ± 1.6 and 1% ± 0.1 
respectively). Results on virulence of the entomopathogenic fungus showed a reduced 
mortality of larvae from eggs of ticks’ females previously treated with S. brevicaulis 
when larvae were immersed in M. anisopliae s.l. 105 conidia ml-1. Therefore, S. brevi-
caulis was not pathogenic for R. microplus, although this fungus was able to reduce the 
mortality of larvae treated with low concentrations of M. anisopliae s.l.
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controle biológico tem sido cada vez mais estudado. 
O presente trabalho objetivou a avaliação de uma 
possível interação entre Scopulariopsis brevicaulis, 
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Metarhizium anisopliae e R. microplus em relação à 
patogenicidade destes fungos e a possível transmis-
são vertical contribuindo para um melhor conheci-
mento da fisiopatologia da infecção por estes fungos. 
Para testar a ação patogênica, ovos e larvas foram 
imersos em suspensões de diferentes concentrações 
de S. brevicaulis. A capacidade de transmissão ver-
tical foi avaliada através do tratamento de fêmeas 
com diferentes concentrações S. brevicaulis, utiliza-
das para obtenção de larvas, que foram posterior-
mente expostas a diferentes concentrações de Me-
tarhizium anisopliae sensu lato (s.l.). Na avaliação 
da patogenicidade não houve alteração significativa 
nos percentuais de eclosão e mortalidade de larvas 
(com médias de 89,8 ± 1,6%, e 1 ± 0,1%, respectiva-
mente). Já na avaliação da transmissão vertical, foi 
observada redução da mortalidade na concentração 
de 105 conídios/mL de M. anisopliae s.l. sobre larvas 
oriundas de fêmeas expostas a S. brevicaulis. Desta 
forma, S. brevicaulis não se mostrou patogênico a R. 
microplus, porém esse fungo foi capaz de promover 
diminuição da mortalidade de larvas tratadas com 
baixa concentração de M. anisopliae s.l.
PALAVRAS-CHAVE. Endossimbiose, fungos entomopatogê-
nicos, carrapato dos bovinos, transmissão vertical.

INTRODUÇÃO
O carrapato Rhipicephalus microplus Canestrini 

(1888) (Murrel & Barker 2003) é um ectoparasita 
de bovinos, presente em áreas tropicais e subtropi-
cais na América, África, Ásia e Austrália. No Bra-
sil, os prejuízos causados, somente pelo parasitismo 
por R. microplus chegam a dois bilhões de dólares 
por ano (Grisi et al. 2002).

Carrapaticidas químicos sempre foram o princi-
pal meio de controle desses parasitos. Porém, o uso 
indiscriminado dessas substâncias leva a problemas 
como contaminação ambiental, presença de resídu-
os químicos na carne e leite e o desenvolvimento 
de cepas resistentes de carrapatos (Bullman et al. 
1996, Foil et al. 2004, Kunz & Kemp 1994).

Diversas alternativas vêm sendo estudadas e no-
vos métodos descritos, dentre eles, o controle mi-
crobiológico utilizando fungos entomopatogênicos 
merece destaque (Fernandes & Bittencourt 2008). 
Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) (Sorokin 
1883) é um fungo cosmopolita comumente isolado 
do solo e de insetos e é conhecidamente patogênico 
aos diferentes estágios evolutivos de R. microplus 
(Fernandes et al. 2011, Kaaya et al. 2011, Sun et al. 
2011).

O fungo Scopulariopsis brevicaulis é comu-
mente isolado como saprófito no solo e em plan-
tas, também isolado de substratos queratinizados de 
animais, podendo ser agente primário ou secundá-
rio de micoses, inclusive patogênico a humanos. A 
presença de conídios de S. brevicaulis nas glându-
las intrategumentares e na hemolinfa foi observada 
no carrapato Dermacentor variabilis, assim como 
sua transmissão vertical aos ovos (Benoit & Yoder 
2004). Essa relação foi caracterizada como endos-
simbiótica, podendo conferir ao carrapato a uma 
maior resistência ao fungo entomopatogênico M. 
anisopliae (Yoder et al. 2008).

Sendo assim, o presente trabalho objetivou ava-
liar uma possível interação entre S. brevicaulis, M. 
anisopliae e R. microplus em relação à patogenici-
dade destes fungos contra o carrapato e a possível 
transmissão vertical de S. brevicaulis, contribuindo 
para um melhor conhecimento da fisiopatologia da 
infecção por estes fungos.

MATERIAL E MÉTODOS
Localização do experimento

O estudo foi realizado no Laboratório de Con-
trole Microbiano da Estação para Pesquisas Para-
sitológicas Wilhemn Otto Neitz (EPPWON) do 
Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de 
Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio 
de Janeiro (UFRRJ).

Manutenção das colônias de S. brevicaulis e M. 
anisopliae s.l.

Foi utilizado o isolado de M. anisopliae s.l. Ma 
959, cedido pelo Departamento de Entomologia da 
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” 
(ESALQ). O isolado de S. brevicaulis foi cedido pelo 
Departamento de Micologia do Instituto Oswaldo 
Cruz da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ). 
Para a manutenção das colônias, os fungos foram 
inoculados em meio de cultura batata-dextrose-ágar 
(BDA) acrescido de extrato de levedura a 10%. Após 
a inoculação na placas foram mantidas em câmara cli-
matizada, tipo B.O.D., sob 25 ± 1ºC e umidade rela-
tiva (U.R.) ≥ 80% durante 15 dias para o crescimento 
fúngico e produção de conídios. Posteriormente, fo-
ram armazenadas a 4°C até a realização do bioensaio.

Obtenção das suspensões de S. brevicaulis e M. 
anisopliae s.l.

Os conídios foram raspados das superfícies das 
placas e ressuspendidos em água destilada estéril 
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e espalhante adesivo Tween 80 a 0,1% (Luz et al. 
1998). A suspensão foi quantificada segundo Alves 
(1998) utilizando câmara de Neubauer e microscó-
pio óptico até atingir-se a concentração de 108 co-
nídios/mL. As demais suspensões foram obtidas a 
partir de diluições decimais seriadas até a concen-
tração de 105 conídios/mL. Foram inoculados 10 µL 
da suspensão inicial em meio de cultura BDA para 
avaliação da viabilidade dos conídios de M. aniso-
pliae s.l. e S. brevicaulis (Alves 1998).

Obtenção da colônia de R.microplus
Fêmeas ingurgitadas foram obtidas de infesta-

ção artificial de três bezerros mestiços estabulados 
(projeto submetido à Comissão de Ética da UFRRJ, 
protocolo 2083.011620/2011-68) na EPPWON. Foi 
realizada a assepsia da cutícula das fêmeas de R. mi-
croplus, utilizando hipoclorito de sódio a 1% e, pos-
teriormente acondicionadas em B.O.D. (27 ± 1ºC e 
U.R. ≥ 80%), para a obtenção de ovos e larvas.

Avaliação da ação patogênica de S. brevicaulis 
sobre ovos e larvas de R. microplus

A postura das fêmeas até o 10º dia foi pesada em 
alíquotas de 50 mg, acondicionada em tubos de ensaio 
vedados com algodão hidrófilo e mantidos em câmara 
climatizada. Parte dos tubos foi distribuída em cinco 
grupos distintos, contendo oito repetições cada: um 
grupo controle, tratado com água destilada estéril + 
Tween 80 a 0,1% e outros quatro grupos, tratados com 
suspensões nas concentrações de 108, 107, 106 e 105 
conídios/mL. Foi inoculado em cada tubo 1 mL da res-
pectiva suspensão conidial testada, ficando em contato 
com os ovos durante três minutos, posteriormente, os 
tubos foram invertidos para que o excesso de suspen-
são fosse  absorvido pelo algodão que os vedava. Os 
grupos foram mantidos em B.O.D. (27 ± 1ºC e U.R. ≥ 
80%). O percentual de eclosão de cada grupo foi ava-
liado a cada cinco dias até o 30º dia após tratamento.

Os demais tubos foram utilizados no bioensaio 
com larvas, sendo mantidos em B.O.D. (27 ± 1ºC e 
U.R. ≥ 80%) até a completa eclosão das larvas. Os 
tubos com eclosão inferior a 95% não foram utili-
zados. O tratamento e a avaliação do percentual de 
mortalidade das larvas foi semelhante à metodolo-
gia utilizada para ovos.

Avaliação da capacidade de transmissão vertical 
de S. brevicaulis e sua ação protetora contra M. 
anisopliae s.l.

Foram formados três grupos, contendo 100 fê-
meas ingurgitadas cada: um grupo controle (água 

destilada estéril + Tween 80 a 0,1 %) e dois gru-
pos tratados com suspensões de 108 e 107 conídios/
mL de S. brevicaulis. As fêmeas foram imersas nas 
respectivas suspensões durante 3 minutos, sendo 
armazenadas posteriormente em B.O.D. (27 ± 1ºC 
e U.R. ≥ 80%) para a realização da postura. Para 
cada tratamento realizado, alíquotas de 50 mg de 
ovos foram acondicionadas em tubos de ensaio até a 
completa eclosão das larvas. Os tubos com eclosão 
inferior a 95% não foram utilizados.

As larvas oriundas de fêmeas de cada tratamen-
to foram separadas em três grupos, com 10 repe-
tições cada: um grupo controle, tratado com água 
destilada estéril e Tween 80 a 0,1% e dois grupos 
tratados com suspensões de 108 e 105 conídios/mL 
de M. anisopliae s.l. O tratamento e avaliação do 
percentual de mortalidade das larvas foi semelhante 
ao apresentado no bioensaio de larvas anterior.

Análise estatística
Para a avaliação dos dados não paramétricos foi 

utilizado o teste de Kruskal Wallis, seguido do teste de 
Student para comparação entre as ordenações médias 
a 5% de significância (p>0,05) (Sampaio 2002).

RESULTADOS
A viabilidade dos conídios dos isolados fúngicos 

estudados foi de 100% de germinação após 24 horas 
de incubação a 25 ± 1°C e umidade relativa ≥ 80%, 
demonstrando que os conídios apresentaram-se viá-
veis e aptos a serem utilizados nos bioensaios.

Os ovos de R. microplus tratados com diferentes 
concentrações de S. brevicaulis não apresentaram 
diferença estatística quando comparados ao grupo 
controle, o percentual de eclosão das larvas variou 
entre 99,62 ± 5,25% para o grupo controle e 80,12 
± 27,20% para os ovos tratados com a concentração 
de 108 conídios/mL (Figura 1). Resultado similar 

Figura 1. Média e desvio padrão do percentual de eclosão das 
larvas oriundas de ovos tratados com diferentes concentra-
ções fúngicas (105, 106, 107 e 108 conídios/ml) de Scopula-
riopsis brevicaulis e Controle (água destilada estéril e Tween 
80 0,1%).
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também foi observado no percentual de mortalidade 
de larvas, que variou entre 0,42 ± 0,25 para o grupo 
controle e 0,65 ± 0,25 na concentração de 108 coní-
dios/mL de S. brevicaulis (Figura 2), evidenciando 
a não patogenicidade deste fungo para esta espécie 
de carrapato.

Foi avaliada também a capacidade de transmis-
são vertical de S. brevicaulis e sua possível ação 
protetora contra M. anisopliae s.l. sobre larvas de R. 
microplus. As larvas do grupo controle, oriundas das 
fêmeas submetidas aos diferentes tratamentos, não 
apresentaram diferença estatística (Figura 3a). No 
grupo de larvas tratadas com M. anisopliae s.l. na 
concentração de 105 conídios/mL, pode-se observar 
que somente aquelas oriundas de fêmeas tratadas 
com S. brevicaulis na concentração de 108 conídios/
mL apresentaram menor percentual de mortalidade 
aos 20 e 25 dias pós-tratamento, demonstrando a 
possível capacidade das fêmeas em transmitir esta 
espécie fúngica a seus estágios imaturos (Figura 
3b). Não foi observada diferença significativa nos 
grupos de larvas tratadas com M. anisopliae s.l. na 
concentração de 108 conídios/mL (Figura 3c).

DISCUSSÃO
A utilização de fungos entomopatogênicos com 

finalidade de controle biológico tem sido alvo de 
inúmeras pesquisas científicas (Willadsen 2006). O 
fungo S. brevicaulis é naturalmente encontrado na 
microbiota de diferentes artrópodes (Perrucci et al. 
2008). Yoder et al. (2008) observaram que fêmeas 
do carrapato Dermacentor variabilis que apresen-
tavam S. brevicaulis em sua microbiota natural, 
exibiram maior resistência ao efeito entomopatogê-
nico de M. anisopliae s.l.; ao contrário da ação de-
monstrada por Perrucci et al. (2008), que relataram 
ação patogênica de S. brevicaulis sobre Psoroptes 
cuniculi. O presente estudo evidenciou que S. bre-
vicaulis não apresentou ação patogênica sobre ovos 
e larvas de R. microplus.

A capacidade deste fungo em promover ação pro-
tetora em larvas de R. microplus também foi anali-
sada. Benoit et al. (2004) ao avaliarem a capacidade 
de S. brevicaulis em proporcionar proteção contra 
infecções fúngicas secundárias em D. variabilis, 
relataram a capacidade deste micro-organismo em 
reduzir ou prevenir o crescimento de conídios de 
diversos fungos. Os resultados obtidos no presen-
te estudo confirmaram a potencial ação protetora 
sobre larvas de R. microplus, já que foi observada 
menor mortalidade no grupo de larvas tratadas com 
M. anisopliae s.l. na concentração de 105 conídios/
mL, oriundas de fêmeas submetidas aos tratamen-
tos com S. brevicaulis, sugerindo uma possível re-
lação endossimbiótica entre estas espécies. Ao 30º 
dia pós-tratamento, não foi observada esta proteção, 
possivelmente devido à baixa concentração de co-

Figura 2. Média e desvio padrão do percentual de mortalidade 
das larvas tratadas com diferentes concentrações fúngicas 
(105, 106, 107 e 108 conídios/ml) de Scopulariopsis brevicau-
lis e Controle (água destilada estéril e Tween 80 0,1%).

Figura 3. Percentual de mortalidade das larvas oriundas de 
fêmeas tratadas com Scopulariopsis brevicaulis (Sb 107 e 
108) e água destilada estéril e Tween 80 0,1% (H2O) tratadas 
com diferentes concentrações de Metarhizium anisopliae 
sensu lato (s.l.) após 20, 25 e 30 dias de tratamento. A= Lar-
vas tratadas com água destilada estéril e Tween 80 0,1%; 
B= Larvas tratadas com M. anisopliae s.l. a 105 conídios/mL; 
C= Larvas tratadas com M. anisopliae s.l. a 108 conídios/mL.
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nídios de M. anisopliae s.l., que necessitou de mais 
tempo para promover sua ação entomopatogênica. 
Fato evidenciado pelo maior percentual de morta-
lidade de larvas tratadas com a concentração mais 
elevada de M. anisopliae s.l. (108 conídios/mL) ao 
20º, 25º e 30º dias pós-tratamento, deste modo, não 
sendo observada influência de S. brevicaulis na pa-
togenicidade de M. anisopliae s.l. em altas concen-
trações.

Possivelmente a presença de S. brevicaulis pro-
moveu alterações em larvas conferindo proteção à 
ação entomopatogênica de M. anisopliae s.l., quan-
do em baixa concentração. Yoder et al. (2006) rela-
tam que a alteração do equilíbrio hidroeletrolítico 
proporcionado por fungos entomopatogênicos a 
artrópodes, em especial M. anisopliae, é uma das 
principais ferramentas para a patogenicidade fúngi-
ca. Sendo assim, Yoder et al. (2008) propõem que a 
presença de S. brevicaulis no interior do carrapato 
realiza um bloqueio físico nos poros da cutícula do 
artrópode, evitando assim perda de água pela sua 
transpiração, além disso, a presença de hifas ricas 
em umidade na hemocele do ectoparasita serviria 
como fonte hídrica, evitando desta forma sua morte 
por desidratação.

Benoit & Yoder (2004) relataram a ocorrência 
de transmissão materna de S. brevicaulis para gera-
ções seguintes de D. variabilis, porém de forma não 
transovariana e sim como um contaminante para os 
ovos durante a passagem destes pelo oviduto da fê-
mea. O baixo percentual de mortalidade observado 
no grupo de larvas oriundas de fêmeas tratadas com 
diferentes concentrações de S. brevicaulis demons-
tra a possibilidade de transmissão deste fungo pelas 
fêmeas de R. microplus. Porém, mais estudos são 
necessários para confirmação desta capacidade de 
transmissão e da ação protetora de S. brevicaulis 
para os diferentes estágios de desenvolvimento do 
carrapato R. microplus.

CONCLUSÃO
O fungo S. brevicaulis não se mostrou patogê-

nico aos estágios imaturos do carrapato R. micro-
plus. Em contrapartida, demonstrou-se capaz de 
promover diminuição da mortalidade de larvas tra-
tadas com baixas concentrações de M. anisopliae 
s.l. quando oriundas de fêmeas tratadas por S. bre-
vicaulis
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