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RESUMO

Lopes, Adriani da Silva Carneiro. Avaliacdo da Associacdo de Diferentes Propagulos
de Metarhizium spp. a Acaricidas Comerciais para o Controle de Rhipicephalus
microplus. 2021. 49 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O carrapatos dos bovinos Rhipicephalus microplus é um dos grandes causadores de
prejuizos econébmicos no cenario da bovinocultura mundial, com perdas monetarias
significativas e comprometimento da cadeia produtiva. Dentro desse cenério, o0 uso de
acaricidas quimicos de forma inapropriada gerou resisténcia em diversas populacdes e a
diversas bases quimicas, compremetendo assim o controle desse ectoparasito. Iniciou-se,
portanto, o estudo de uma forma alternativa de controle para o carrapato, o uso de fungos
entomopatogénicos. A partir desses olhares, o presente estudo teve como objetivo avaliar
a compatibilidade de diferentes propagulos de Metarhizium spp. com acaricidas sintéticos
(amitraz, deltametrina e a combinacédo de cipermetrina, clorpirifds e citronelal) por 1, 5,
10 e 24h. Também foi avaliado o efeito in vitro da deltametrina e do amitraz associados
a propagulos fungicos no controle de uma populagdo de fémeas R. microplus. Conidios
e microesclerddios de Metarhizium spp. exibiram maior culturabilidade relativa em
comparacao aos blastosporos ap6s incubacdo com acaricidas sintéticos. O tratamento da
deltametrina em associacdo com fungos entomopatogénicos promoveu maior controle do
carrapato do que o fungo ou acaricida sintético exclusivamente, a associacdo de
deltametrina com M. pingshaense resultou em um maior controle do carrapato. A
populacdo de carrapatos usada no presente estudo foi menos suscetivel a deltametrina,
mas nao ao amitraz, impossibilitando avaliar, com essa populacdo de carrapatos, se ocorre
algum efeito sinérgico quando o amitraz é combinado com fungos entomopatogénicos
para o controle de R. microplus. Com base em nossos resultados, ndo é recomendado que
os acaricidas testados sejam preparados / incubados com Metarhizium spp. blastosporos
antes da aplicacéo.

Palavras-chave: carrapato, microesclerddios, fungos entomopatogénicos, blastosporos.



ABSTRACT

Lopes, Adriani da Silva Carneiro. Association of diferente Metarhizium spp.
propagules and synthetic acaricides to control Rhipicephalus microplus tick 2021. 49
p. Dissertation (Master in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Rhipicephalus microplus ticks are one of the major causes of economic losses for
livestock farmers, with significant economical losses, compromising the production
chain. The inappropriate use of synthetic acaricides to control ticks contribute to the
selection of resistance in different populations. Accordingly, the study of an alternative
methods for tick control, including the use of entomopathogenic fungi, has gained
attention. From these perspectives, the present study aimed to evaluate the compatibility
of different Metarhizium spp. propagules with synthetic acaricides (amitraz, deltamethrin
and the combination of cypermethrin, chlorpyrifos and citronellal) for 1, 5, 10 and 24h.
The in vitro effect of deltamethrin and amitraz associated with fungal propagules in the
control of a population of R. microplus females was also evaluated. Metarhizium spp.
conidia and microsclerotia exhibited higher relative cultureability compared to
blastospores after incubation with synthetic acaricides. The treatment of deltamethrin in
association with entomopathogenic fungi promoted greater tick control than the fungus
or synthetic acaricide alone, the association of deltamethrin with M. pingshaense resulted
in greater tick control. The tick population used in the present study was less susceptible
to deltamethrin, but not to amitraz, making it impossible to assess, with this tick
population, whether there is any synergistic effect when amitraz is combined with
entomopathogenic fungi for the control of R. microplus. Based on our results, it is not
recommended that the tested acaricides be prepared/incubated with Metarhizium spp.
blastospores before application.

Keywords: tick, microsclerotia, entomopathogenic fungi, blastospores.
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1 INTRODUCAO

InfestacBes por Rhipicephalus microplus s&o comuns na bovinocultura de paises
tropicais, e no Brasil, sdo estimadas perdas econémicas em US$ 3,24 bilhdes ao ano. O
controle do carrapato tem impacto direto na sanidade do rebanho bovino e na ocorréncia
de doencas como a tristeza parasitaria, causada por Babesiaspp.e a bactéria
intracelular Anaplasma  marginale, que reduz significativamente  a produtividade
da pecuaria de corte e leite.

Atualmente, as  estratégias de controle deR.  microplus envolvem
principalmente o uso de acaricidas quimicos. As principais classes de acaricidas usadas
para controlar R. microplus sdo piretroides sintéticos, organofosforados, amidinas,
fenilpirazoles, reguladores de crescimento,e as lactonas macrociclicas. O uso
indiscriminado desses acaricidas somados a métodos inadequados de aplicacdo tem
acelerado o processo de selecdo de populacGes de carrapatos resistentes, levando os
pecuaristas a aumentar a frequéncia de aplicagéo, impactando negativamente a seguranga
de carne e do leite. No Brasil, diversos estudos tem relatado a resisténcia de populacdes
de R. microplus a diferentes classes quimicas, incluindo o registro de cepas
multirresistentes nas diferentes regides do pais, como Sul, Sudeste, Norte e Nordeste.
Sendo assim, solugfes alternativas de controle sdo estudadas e, o uso de fungos
entomopatogénicos, tais como Beauveria e Metarhizium, para controle bioldgico do
carrapato R. microplus é descrito como uma abordagem potencial, devido a
patogenicidade que esses organismos apresentam para diferentes estagios de
desenvolvimento desse carrapato. Entretanto, como ainda ndo ha o registro de produtos
bioldgicos para o controle do carrapato dos bovinos, usar fungos e acaricidas quimicos
concomitantemente para controlar esse ectoparasito € uma abordagem interessante para
reduzir a pressdo seletiva e outros impactos negativos causados por esses produtos
quimicos.

Alguns estudos evidenciam a associacdo de conidios de fungos
entomopatogénicos, como Beaveria sp. e Metarhizium anisopliae, com produtos de
diferentes classes quimicas. Demonstrando-se que essa é uma interessante ferramenta
para o controle do carrapato dos bovinos. Entretanto, esses mesmos estudos explicitam
que a interacdo de fungos com produtos quimicos pode provocar, em alguns isolados
fangicos, o comprometimento da germinacdo fungica e até do crescimento micelial,
demonstrando que s&o pertinentes estudos a respeito.

Os fungos entomopatogénicos podem produzir diferentes tipos
de propagulos durante o seu ciclo de vida, incluindo conidios e corpos de
hifas (blastosporos), que sdo naturalmente produzidas por estes fungos. A producdo de
um terceiro tipo  de propagulo,  conhecido como  microesclerodio,  pode
ser induzida artificialmente. Os conidios estdo envolvidos na dispersdo de fungos
entomopatogénicos, sendo o propagulo mais utilizado em bioprodutos para controle de
pragas, além de apresentarem ampla resisténcia a condi¢Ges adversas, como as
provocadas por fatores abiéticos, e apresentarem alta capacidade de aderir e penetrar
ativamente através da cuticula do artrépode hospedeiro. Ja os blastosporos, quando
produzidos em meio artificial, se apresentam como estruturas vegetativas pleomorficas
que sdo semelhantes aos corpos hifais encontrados
na hemocele dos artropodes. Geralmente germinam mais rapido do que os conidios e
podem ser viaveis durante varios meses, dependendo da forma como sdo armazenados.



Quanto aos microesclerodios, na natureza sdo comumente produzidos por fungos
fitopatogénicos e beneficiam a persisténcia destes fungos no solo. Embora néo possa ser
produzido naturalmente por fungos entomopatogénicos, fungos do
género Metarhizium podem ser induzidos a produzir microesclerddios em meio de cultura
liquido, através de fermentacdo, e € considerado um propagulo promissor no
desenvolvimento de micoinseticidas/bioproduto, por ser uma estrutura de hibernagéo e de
facil armazenamento.

Estudos recentes com propagulos fangicos entomopatogénicos, mostram seu
potencial para serem aplicados no controle de carrapatos. Apesar disso, até onde
sabemos, ndo ha literatura abordando a compatibilidade de blastosporos e
microesclerédios de Metarhizium com acaricidas quimicos e 0 uso concomitante desses
métodos no controle de carrapatos bovinos. Por conseguinte, o presente estudo visa
avaliar a compatibilidade de diferentes propagulos de Metarhizium spp. (ou seja, 0s
conidios, blastosporos e microesclerodios) com acaricidas quimicos e seu efeito in
vitro contra fémeas ingurgitadas de R. microplus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus

Conhecido popularmente como carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus
€ um ectoparasito de origem asiatica (WHARTON, 1974), classificado cientificamente
como pertencente ao Filo Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe Aracnida, Subclasse
Acari, Ordem Ixodida e Familia Ixodidae (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Este
carrapato, outrora classificado como Boophilus microplus, foi alvo de estudos
morfologicos e moleculares (MURREL E BARKER, 2003), e entdo reclassificado
taxonomicamente como pertencente ao género Rhipicephalus. O estudo concluiu que o
género Boophilus fosse reclassificado um sub-género de Rhipicephalus.

A introducéo do carrapato dos bovinos nas Américas, ocorreu em detrimento das
importacdes de gado (WHARTON, 1974). Segundo Gonzalez (1995) existe a premissa
de que o R. microplus foi introduzido no Brasil por volta do século XV1II por intermedio
do gado que era mantido no Chile. Ja no Brasil, fatores como condic6es climaticas e a
presenca de bovinos de racas europeias foram favoraveis a dispersdo do R. microplus por
todo o pais (GRISI et. al., 2002).

O ciclo de vida do R. microplus possui duas fases distintas: fase parasitaria e fase
ndo parasitaria. A fase de vida parasitaria tem seu inicio com a fixacéo da larva no corpo
do hospedeiro, esse processo permitira que a larva se alimente através de hematofagia, e
apos a alimentacdo, a larva passara pelo processo de muda, dando origem as ninfas, que
também irdo se alimentar e ap6s a muda, dardo origem aos adultos (machos e fémeas).
Apbs a copula dos adultos e, posteriormente, o ingurgitamento da fémea, a mesma cai ao
solo. Os machos, ao contréario das fémeas, permanecem mais tempo sobre o corpo do
hospedeiro, acasalando com outras fémeas, onde a fase de vida parasitaria tem uma
durabilidade média de 18 a 26 dias. A fase de vida ndo parasitaria, tera inicio ap6s o
desprendimento da fémea ingurgitada e sua consecutiva queda ao solo, a partir disso tera
inicio a fase de pré-postura que dura de dois a trés dias, onde ocorre a fase final de
maturacao dos ovarios das fémeas ingurgitadas, e consequentemente sera iniciada a fase
de postura, variando de trés a seis semanas, a partir disso ocorrera a incubacdo dos ovos
e a posteriori havera a eclosdo das larvas, que pode variar entre cinco a dez dias. A partir
da ecloséo, das larvas necessitam de um periodo de dois a trés dias para enrijecimento da
cuticula, o que permitird que estas se tornem capazes de infectar novos hospedeiros e
inicie-se assim a vida parasitaria dando continuidade ao ciclo (FURLONG, 1993).

A bovinocultura é uma atividade expressiva na pecudria brasileira, segundo dados
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (2017), o Brasil possui cerca de
217,5 milhdes de bovinos. Sendo assim, corrobora-se com os dados apresentados pela
Estatistica da Producdo Pecuéaria de que somente no primeiro trimestre de 2019 foram
abatidas 7,89 milhGes de cabecas bovinas, a aquisi¢cdo de leite cru por laticinios foi de
6,20 bilhdes de litros e foram recebidos pelos curtumes cerca de 8,49 milhdes de pecas
inteiras de couro cru de bovinos (IBGE, 2019).

Apesar da alta produtividade, a cadeia da bovinocultura brasileira sofre com
recorrentes perdas econdmicas por conta das infestagdes por R. microplus. Segundo Grisi
et al. (2014) estima-se que 0S prejuizos econdmicos na producdo sejam de
aproximadamente 3,24 bilhGes de ddlares anuais, no Brasil. As perdas econdmicas
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causadas pelas infestacdes por R. microplus, estdo ligadas a queda na produtividade de
leite e no ganho de peso vivo, mortalidade, danos de pele, morbidade, custos no controle
e a acdo dos hemoparasitas transmitidos pelo carrapato, os protozoarios Babesia
bigemina, Babesia bovis e a bactéria intracelular Anaplasma marginale (RODRIGUEZ-
VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018).

Na contemporaneidade, as estratégias de controle para carrapatos se ddo em sua
maioria com o uso de bases quimicas. As principais classes de acaricidas usados para o
controle do R. microplus no mundo sdo: piretréides sintéticos, organofosforados,
amidinas, fenilpirazoles, reguladores de crescimento e as lactonas macrociclicas
(RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018). Entretanto, o uso desenfreado
de carrapaticidas dessas diferentes classes quimicas tem acelerado o processo de selecéo
de populacGes de carrapatos resistentes, o que tem levado os pecuaristas a aumentar a
frequéncia de aplicacdo que acelera mais ainda a selecdo das populacbes e,
consequentemente, tém-se visto residuos desses produtos na carne e no leite (MENDES
etal., 2007; KUMAR et al., 2016).

Assim, surge a necessidade de se trabalhar com formas alternativas para o controle
do R. microplus, pois o0 uso indiscriminado de carrapaticidas, também contribui com a
poluicdo ambiental e o desequilibrio ecolégico (NORVAL et al., 1992). Desta forma,
sugere-se como possiveis estratégias para o controle do R. microplus: 1) bovinos
geneticamente resistentes, 2) remog¢do manual de carrapatos, 3) uso de carrapatos hibridos
estéreis, 4) uso de plantas desfavoraveis ao carrapato (6leos essenciais ou compostos
isolados de plantas), 5) manejo de pastagem, 6) uso de 6leos essenciais e fito-extratos e
7) controle bioldgico (RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018).

2.2 CriacOes de Bovinos no Brasil e a Influéncia nas Infestacdes por Rhipicephalus
microplus

A bovinocultura brasileira é representada por um sistema de criagdo
majoritariamente com acesso a pasto, o que ¢ definido vulgarmente como “boi verde”,
esse modelo extensivo de criacdo € um importante facilitador para as infestacGes de
bovinos por R. microplus, considerando que animais a pasto permitem que o ciclo de vida
do carrapato se estabeleca de forma facilitada, beneficiando a fase de vida ndo-parasitaria.
Ou seja, é importante atuar na prevencdo ou no controle do R. microplus a campo,
considerando o ciclo de vida do carrapato e o sistema de criacdo no qual o rebanho esta
inserido (VERISSIMO, 2013).

Furlong, Chagas e Nascimento (2002), apresentaram um estudo que equiparou o
comportamento de larvas de R. microplus em pastagens de Brachiaria decumbens no
verdo e no inverno, e concluiram que havia uma distin¢do no tempo de chegada ao apice
das gramineas influenciado pela temperatura, mas que a dispersdo das larvas ndo variava
entre as estacdes. Ou seja, independente do periodo do ano em que se mantenha os
animais a pasto as infestacGes pelo carrapato dos bovinos ocorre de forma massiva.
Segundo Dias-Filho (2014), as pastagens brasileiras estdo em torno de 180 milhdes de
hectares, destes, aproximadamente 50% a 70% se encontram em avancado estado de
degradacéo. Apesar dessa condicdo de degradacao, é fato que os animais criados a campo,
como os brasileiros, tendem a ter um volume de infestacdo muito grande, pois como
afirmado por Campo Pereira e Labruna (2008) 95% dos carrapatos sdo encontrados nas
pastagens e somente 5% nos bovinos.



A partir dessa perspectiva, tendo por base o sistema de criacdo extensivo
predominante em nosso pais, é de suma importancia que se possa avaliar a possibilidade
de estratégias de controle do carrapato dos bovinos, mas o fazendo de forma dinamica e
visando a melhoria do controle das populac6es de R. microplus de forma eficiente. Isso
pode ser conseguido através da dinamizacao no sistema de pastejo, com o uso de sistemas
de pastejo que incorporem forrageiras diversificadas na constituicdo da pastagem que
sejam capazes de atuar no controle do carrapato R. microplus (FERNANDEZ-
RUVALCABA et al., 2004) e em pastagens que estejam consolidadas, pode-se atuar com
a eficacia de formulagdes fungicas para o controle do R. microplus (CAMARGO et. al.
2014). Mas, além de ser observar e atuar sobre essa vertente do ciclo de R. microplus,
deve-se atentar-se para o processo como um todo, buscando um controle efetivo para fase
parasitaria, também, de forma satisfatoria (RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON;
BHUSHAN, 2018).

2.3 Riphicephalus microplus e o Uso de Carrapaticidass: impactos e resisténcia

A infestacdes por R. microplus sdo um dos problemas sanitarios mais comuns no
cenario da bovinocultura mundial, principalmente nas regides tropicais e subtropicais. O
uso de carrapaticidas para o controle do carrapato dos bovinos é a forma de controle mais
comum. A aplicacdo de acaricidas ocorre principalmente por aspersdo ou imersao,
fazendo com que estes produtos ajam sobre os carrapatos por contato, carrapaticidas como
as amidinas, organofosforados, fenilpirazdis e piretroides agem dessa forma. Mas,
também podem ser aplicados no gado por injecdo, agindo de forma sistémica como as
lactonas macrociclicas e as benzoilfeniluréias (RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON;
BHUSHAN, 2018; HIGA et al., 2015; KOLLER et al., 2019).

Apesar de sua eficacia comprovada, com o passar dos anos a forma inapropriada
como é realizada a aplicacdo destes produtos e seu uso indiscriminado, beneficiou a
ocorréncia de resisténcia aos carrapaticidas em diversas populacGes de carrapatos
(RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018). Segundo as diretrizes da
Organizacdo Mundial da Saude, define-se por resisténcia a capacidade se suportar altas
doses de um produto téxico (OMS, 1957). Em relacdo aos carrapatos, pode-se admitir
que existes mecanismo de resisténcia que se enquadram em distintos grupos: 1)
insensibilidade ao local-alvo, I1) resisténcia metabdlica e I11) diminuicdo da penetracdo
cuticular do acaricida, sendo a insensibilidade ao local-alvo e a resisténcia metabolica as
mais comuns. Pode-se observar de forma isolada ou em conjunto a acdo desses
mecanismos, permitindo assim a ocorréncia de resisténcia a uma vasta gama de acaricidas
(FFRENCH-CONSTANT; DABORN; LE GOFF, 2004; RODRIGUEZ-VIVAS;
HODGKINSON; TREES, 2012).

A insensibilidade do local-alvo ou sitio de ligacdo, como também é chamada, se
caracteriza como uma mutacdo nos nucleotideos, um ou mais deles, na area onde ha
codificagdo de um gene. Dessa forma, pode ocorrer alteragdo no aminoacido ali existente
provocando desta maneira uma modificacdo da proteina receptora, esse processo dificulta
gue a molécula se ligue ao local-alvo e, consequentemente, provoque resisténcia
(KLAFKE, 2009). Alguns estudos séo realizados dentro dessa perspectiva a fim de
conhecer a dindmica das mutagdes e com isso buscar estratégias que minimizem a
ocorréncia dos quadros de resisténcia, foi o que Janer e colaboradores (2021) fizeram, ao
desenvolver um estudo com uma reacdo de em cadeia de polimerase (PCR) com o intuito
de avaliar mutacGes no gene do canal de sodio e GABA-CI correlacionando esse processo
com a resisténcia a fipronil e piretroides.



Enquanto a resisténcia metabdlica pode se apresentar de duas formas, por um
aumento da especificidade de enzimas responsaveis por determinada droga, facilitando a
sua desintoxicacdo ou por uma maior quantidade de enzimas expressas, cuja acao seja
atuar no metabolismo de determinada droga. Ou seja, a resisténcia metabdlica nada mais
¢ uma ampliacdo na capacidade do individuo de desintoxicar determinados produtos
utilizados no controle do carrapato (LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007). Outro fator
interessante é que dependendo do estagio de desenvolvimento do carrapato, essas enzimas
de desintoxicacdo agem de maneiras distintas, exemplo disso sdo cepas de carrapato
resistentes ao fluazuron, em que as enzimas monooxigenases tem melhor acdo nos ovos
das cepas resistentes, enquanto as carboxilesterases apresentam melhor desempenho
sobre as larvar frente a esse acaricida (GAUDENCIO et al., 2017).

Os relatos de resisténcia aos acaricidas sdo vistos em diversos paises e ocorrem
com diferentes classes de acaricidas (BUSCH et al., 2014; RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2013; KLAFKE et al., 2016; VILLAR et al., 2016; SHYMA et al., 2015). No Brasil, um
dos primeiros relatos de resisténcia foi relacionado ao amitraz, na década de 1990
(GLORIA; FLAUSINO; GRISI, 1993); a posteriori relatou-se sobre resisténcia a
doramectina e moxidectina (MARTINS; FURLONG, 2001) e ao longo dos anos além das
lactonas macrociclicas foi-se ampliando as classes de acaricidas como 0s
organofosforados, piretérides, amidinas, fenilpirazdis e benzoilfeniluréia as quais R.
microplus era resistente (RECK et al., 2014; KLAFKE et al., 2016). S6 no Brasil tem-se
0 registro de 183 produtos veterinarios, classificados como ectoparasiticidas para
bovinos, no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estes contam
com aproximadamente 15 principios ativos distintos e ao menos nove classes quimicas,
0 que nos da o dimensionamento da gama de produtos que podem ser utilizados de forma
inadequada e, por conseguinte, ampliarmos o quadro de resisténcias (SINDAN, 2017).

Cabe ressaltar, que os relatos de resisténcia a acaricidas no Brasil ocorrem em
diversas regifes do pais e com uma diversidade de cepas de R. microplus, evidenciando
que o uso desenfreado desses acaricidas ndo esta limitado a uma éarea. Ueno e
colaboradores (2011) usaram populagdes de R. microplus de cinco propriedades distintas
da regido nororeste do estado de S&o Paulo e verificaram a ocorréncia de resisténcia a
cipermetrina, deltrametrina, clorpirifds e a acaricidas associados, evidenciando que as
estratégias utilizadas pelos pequenos produtores de leite ndo estavam sendo eficientes.

Outro interessante relato de resisténcia no Brasil se deu por Klafke et al. (2017),
0s pesquisadores elucidaram que carrapatos coletados de diferentes fazendas no estado
do Rio Grande do Sul, na regido sul do Brasil, apresentavam-se resistentes a seis classes
acaricidas. Os pesquisadores classificaram quatro niveis de resisténcia, sendo o 4° nivel
aquele cuja mortalidade das larvas ndo passava de 25%, a resisténcia a cipermetrina foi
encontrada em 98,08% dos carrapatos avaliados, observou-se tambem resisténcia a
amitraz, fipronil, ivermectina e clorpirifés. Em adig&o, 78,85% dos carrapatos analisados
apresentavam resisténcia a trés ou mais acaricidas.

Ademais, na regido nordeste do Brasil, também existem relatos de populac¢des de
R. microplus resistentes a acaricidas. Vilela et al. (2020), demonstraram a resisténcia do
carrapato dos bovinos em 26 fazendas da regido semi-arida da Paraiba. Com 96% das
populagdes resistentes a cipermetrina e 50% delas resistentes a pelo menos quatro
acaricidas, entretanto, nesse estudo, nenhuma das populacGes apresentou resisténcia a
fipronil. Os pesquisadores ressaltaram que o erro na gestdo de controle de R. microplus é
a principal questdo para que haja a ocorréncia de tantos casos de resisténcia na regiéo.



No entanto, 0 uso desenfreado de acaricidas ndo causa apenas resisténcias as
maltiplas classes de acaricidas, observa-se também a ocorréncia de residuos destes
produtos na carne e no leite, os principais produtos adquiridos da criacdo de bovinos
(FRAGA et al., 2003; VERISSIMO et al., 2016). Um estudo realizado com pequenos
produtores de leite, na regido de Alfenas, em Minas Gerais, na regido sudeste do Brasil,
evidenciou que todas as propriedades leiteiras da regido utilizavam algum acaricida para
o controle do carrapato dos bovinos. Mas, um dos dados mais alarmantes é que cerca de
41,1% das propriedades analisadas utilizavam bases quimicas legalmente restritas por
legislacdo para animais em atividade leiteira/lactacdo, onde também se observou
desconhecimento sobre o “periodo de caréncia” apds 0 uso da droga (NASCIMENTO et
al., 2021).

Dessa maneira, pode-se observar que o uso de acaricidas para o combater de R.
microplus é uma das formas de controle mais utilizada. Em contrapartida, a falta de
informacdo e a mao de obra com pouca qualificacdo, o uso indiscriminado, as tentativas
desesperadas de controle para um parasito de ampla e facil distribuicdo, culminam em
quadros de resisténcia cada vez mais amplos, associa¢fes de bases quimicas que vem se
apresentando cada vez menos eficazes e a necessidade da aplicacdo de estratégias coesas
para o controle de R. microplus.

2.4 Controle Microbiano com Fungos Entomopatogénicos

Debach (1968), definiu teoricamente que o controle biologico é a agdo de
parasitoides, predadores e patdgenos na manutencdo da densidade de outro organismo a
um nivel mais baixo do que aquele que normalmente ocorreria nas suas auséncias. Sendo
complementado por Parra (2002), de que o controle biolégico é um fenbmeno natural
onde inimigos naturais atacam os diversos estagios de vida do agente, sendo esses
inimigos naturais bastante diversificados e setorizados em grupos, como: fungos, virus,
bactérias, peixes, aves, dentre outros.

Desta forma, vem-se desenvolvendo uma diversidade de pesquisas a respeito do
controle bioldgico para R. microplus, com um relevante enfogque no controle microbiano.
Essa busca por metodologias opcionais de controle foi de encontro a necessidade do
desenvolvimento de técnicas que pudessem ser utilizadas em criacdes de bovinos sob o
regime de sistemas alternativos de producdo, ou seja, 0s sistemas organicos,
agroecolégicos, biodindmicos, entre outros. Segundo, Figueiredo e Soares (2012), a carne
bovina e o leite bovino e seus derivados estdo entre 0s produtos organicos mais
encontrados no mercado brasileiro. Tendo em vista, que nos Ultimos anos, é crescente 0
namero de propriedades com produgdes pecuarias de base organica (LOURENCO;
SCHNEIDER; GAZOLLA, 2017).

Nesse contexto, os fungos tém sido os microrganismos mais estudados e utilizados
dentro do controle biologico, equiparado a bactérias e virus (THOMAS; READ, 2007).
Segundo Maranhédo e Maranh&o (2009), ja em 1726, Réaumur, fez um relato da acéo do
fungo Cordyceps sp. como infectante de larvas de lepidopteros (Lepidoptera: Noctuidae).
Inicialmente, no Brasil, relatou-se a respeito da a¢do de fungos agindo sobre artropodes
em 1923, sendo um relato realizado por Pestana, referindo-se ao Penicillium anisopliae
como agente favoravel ao controle de Tomaspis spp. (ALVES, 1998).

A partir desse relato, uma série de novas pesquisas foram executadas, todas elas
evidenciando sobre as importantes a¢cdes de fungos entomopatogénicos sobre artropodes.
Segundo Samish, Ginsberg e Glazer (2004), os fungos entomopatogénicos sao
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considerados importantes inimigos naturais de artropodes por possuirem uma alta
capacidade de agir sobre distintos estagios evolutivos do hospedeiro, bem como por terem
uma viruléncia praticamente especifica. Alem disso, os fungos entomopatogénicos
possuem uma caracteristica importante que é a de penetrar ativamente pela cuticula do
artropode (MADELIN; ROBINSON; WILLIAMS, 1967).

Ha relatos de que o processo de infeccdo por fungos entomopatogénicos em
artrépodes conta com uma série de mecanismos e que 0 processo de penetracdo ativa
pela cuticula é minucioso, contando com 1) fixacdo dos conidios no artropode, 2)
germinacdo dos conidios, 3) formagdo de tubo germinativo, 4) formacéo do apressorio,
5) multiplicacdo no interior do hospedeiro, 6) apds a morte do hospedeiro ocorre 0
crescimento sobre o corpo do mesmo e 7) producdo de conidios (BITTENCOURT;
MASCARENHAS; FACCINI, 1999; ZIMMERMANN, 2007).

A penetracdo ativa pela cuticula do hospedeiro é a forma de infec¢do mais comum
utilizada pelos fungos entomopatogénicos, e alguns estudos relatam ser rara a ingestao
dos mesmos. Entretanto, estudos recentes apontaram sobre rotas alternativas de infec¢do
por fungos entomopatogénicos, como a via oral de insetos terrestres e aquéticos. Citando,
inclusive, achados de hifas de M. anisopliae nas regibes de mandibula e es6fago de
Ephestia kuhniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) e esporos ndo germinados do intestino
de larvas de Oryctes sp sugerindo-se que estudos a respeito dessas rotas alternativas
devem ser explorados (MANNINO et. al., 2019)

A utilizacdo dos fungos entomopatogénicos, seu mecanismo de acdo e sua
viruléncia tém sido alvo de inUmeras pesquisas, onde o principal intuito é evidenciar e
caracterizar os fatores de viruléncia a fim de que se possa dinamizar 0s seus usos através
de melhorias no processo de infeccdo (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Segundo Alves
(1998), existem aproximadamente 90 géneros e mais de 700 espécies de fungos com
potencial patogénico a invertebrados. Sendo esses fungos responsaveis por quase 80%
das doencas apresentadas por insetos (CARDOSO et al., 2003).

Dentro dessa dindmica, os Ascomicetos Metarhizium spp. e Bouveria spp. tém
sido os géneros mais estudados e utilizados no controle de artropodes (MASCARIN et
al., 2018). Isso se da por alguns fatores como 1) ampla capacidade de distribuicdo
geogréfica, 2) sua capacidade entomopatdgena e endofitica, 3) grande variedade de
hospedeiros naturais e 4) a acdo infectante em multiplos estagios de vida dos hospedeiros
(ALVES, 1998). Por essas questdes, e pela diversidade de pesquisas apresentadas, o
género Metarhizium spp. se apresenta como o mais estudado dentro do controle bioldgico
pelo seu representativo potencial entomopatogénicos (ONOFRE et. al., 2001).

2.5 Metarhizium spp.

A primeira descrigdo foi realizada por Metschnikoff em 1879, onde se estabeleceu
o primeiro trabalho com fungo para o controle de artropodes, utilizando-se o fungo
Entomophthora anisopliae para controlar larvas de Cleonus punctiventris, uma
expressiva praga para a cultura da beterreba. Pouco tempo depois, Serokin (1883) fez a
descricdo do género Metarhizium que apresentava conidios com tamanho similar aos
descritos por Metschnikoff em 1879.

O género Metarhizium spp. compreende espécies de fungos cosmopolitas, ou seja,
que podem ser encontrados em locais diferentes e com temperaturas variadas
(ROBERTS; ST LEGER, 2004). Estudos apontaram uma importante variabilidade



genética nos isolados de M. anisopliae, 0 que sugeriu que essa espécie era um agregado
de espécies (BIDOCHKA et al., 2005). Em 2009, Bischoff, Rehner e Humber realizaram
estudos filogenéticos, morfologicos e moleculares e atestaram que a espécie M.
anisopliae era um complexo constituido por nove espécies 1) M. pingshaense, 2) M.
anisopliae, 3) M. robertsii, 4) M. brunneum, 5) M. majus, 6) M. lepidiotae, 7) M. acridum,
8) M globosume e 9) M. guizhouense. Entretanto, Rehner e Kepler (2017) afirmam que
as especies que mais sao isoladas do solo e de artropodes sdo Metarhizium pingshaense,
Metarhizium anisopliae, Metarhizium robertsii, e Metarhizium brunneum. Além disso,
novos isolamentos continuam sendo realizados a partir de amostras de solos, e novas
espécies vem sendo identificadas, exemplo disso € a espécie Metarhizium alvesii
identificada a partir de amostras de solo de uma plantacdo de bananas em Quixeré no
nordeste do Brasil, sua identificacdo foi confirmada através de estudos morfoldgicos e
filogenéticos (LOPES et al., 2018).

Por classificacdo, o M. anisopliae pertence ao filo dos Ascomicetos, a classe dos
Sordariomicetos, ordem Hypocreales, familia Clavicipitaceae, sendo um fungo
filamentoso com micélio hialino e septado, com conidios cilindricos com variagdes de
tom esverdeado e que tem sua formag&o oriunda de conidiéforos também cilindricos. As
colbnias se apresentam inicialmente brancas, admitindo um tom levemente amarelado no
inicio da fase de producdo dos conidios e apresentando-se num tom de verde escuro
quando a coldnia ja tem os conidios maduros (BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009).
Segundo, Azevedo (1998) seu cultivo ndo requer muita sofisticacdo, pois 0 mesmo se
desenvolve em diversificados meios de cultura, sendo o amido uma importante fonte
nutricional para 0 mesmo.

Alguns outros fatores, sejam em condi¢des ambientais ou experimentais, também
sdo extremamente importantes para o desenvolvimento do M. anisopliae. O M. anisopliae
apresenta uma faixa de temperatura que predispde o seu desenvolvimento, esta varia entre
15 e 35° C, mas a interseccdo 6tima a sua germinacdo esta entre 25 e 30° C (ROBERTS;
CAMPBELL, 1977; MILNER; SAMSON; MORTON, 2003). A umidade se apresenta
como outro fator de extrema importancia no desenvolvimento de col6nias, Walstad,
Anderson e Stambaugh (1970) sugeriram que os isolados de M. anisopliae necessitam de
100% de umidade relativa para germinacdo de seus conidios. E a radiacdo solar e a
ultravioleta sdo um dos fatores que estdo diretamente associados a capacidade de
persisténcia e a viabilidade do M. anisopliae (OLIVEIRA et al., 2016).

M. anisopliae se apresenta de multiplas formas na natureza, o0 mesmo é definindo
como um fungo sapréfita pelo fato de ser encontrado em raizes de plantas, cadaveres de
artropodes como insetos e carrapatos e até mesmo no solo (SCHRANK; VAINSTEIN,
2010; HERNANDEZ-DOMINGEZ; GUZMAN-FRANCO 2017; IWANICKI et al
2019). Zimmermann (1993) afirmou que aproximadamente 200 especies de artropodes
podem ser correlacionadas aos hospedeiros desse fungo, dai sua importante acdo como
agente de biocontrole. Entretanto, apesar dessa importante diversidade de hospedeiros
algumas cepas de M. anisopliae podem infectar apenas hospedeiros de forma mais
especifica (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

Sabendo-se da capacidade de infecgdo do Metarhizium spp., havia também uma
relevante preocupacdo a respeito do potencial desse fungo em causar possiveis
desequilibrios em populagdes que ndo fossem alvo de biocontrole. Considerando essa
questdo, Fischhoff, Keesing e Ostfeld (2017) pesquisaram a a¢do de M. brunneum sobre
Ixodes scapularis e avaliaram a interferéncia do fungo entomopatogénicos em artrépodes
que ndo eram o alvo da infecgéo; puderam observar entdo, que M. brunneum néo causou
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um expressivo biocontrole nas populacdes que ndo eram o alvo de sua agdo num ambiente
natural.

Ademais, a partir das inimeras pesquisas a respeito de géneros fungicos com
capacidade patogénica para artropodes, pode-se observar a eficacia do uso de
Metarhizium spp. no controle de diversos hospedeiros, incluindo o carrapato do boi R.
microplus. Desta maneira, diversos grupos, principalmente no Brasil, buscam pleitear a
importancia que a espécie fungica tem no controle bioldgico e gerar dados cada vez mais
concisos a respeito dos mecanismos de infeccdo, potencial de viruléncia de isolados
variados, compreensdo de fatores bidticos ou abidticos favoraveis e desfavoraveis ao
desenvolvimento do mesmo.

2.6 Metarhizium spp. como agente de biocontrole de Rhipicephalus microplus

Diversos autores abordam sobre o uso de Metarhizium spp. como agente de
controle para R. microplus, no Brasil e no mundo. As pesquisas evidenciam as a¢0es de
isolados desse género fangico sobre o carrapato dos bovinos em testes in vitro e in vivo,
em condicBes de laboratdrio, campo e semi-campo, e vem compreendendo sobre a relagao
de fatores ambientais e esse importante a gente, como a capacidade de termotolerancia,
tolerancia UV-B, viruléncia de diferentes isolados, dentre outros. Para que se possa
desenvolver um bioproduto para carrapato, pois na atualidade ainda ndo se tem um
produto especifico para carrapatos registrado (BITTENCOURT; MASSARD; LIMA,
1994; KAAYA et al.,, 2011; PERINOTTO et. al., 2014; CAMARGO et. al., 2016;
WEBSTER et. al., 2017; GALVEZ, SEGURA, GOMEZ-VAZQUEZ, 2019;
FERNANDEZ-SALAS, ALONSO-DIAZ, ALONSO-MORALES, 2019; JONES et al.,
2021; MARCIANO et al., 2021).

Estudos in vitro, bem como em condi¢Ges de semi-campo abordam sobre a
capacidade de M. anisopliae agir sobre carrapatos R. microplus. Um interessante estudo
comparativo entre espécies de fungos entomopatogénicos com potencial acaricida para
R. microplus, testou 54 cepas de M. anisopliae, seis cepas de Beauveria bassiana e uma
cepa de Purpureocilium lilacinum em um grupo de carrapatos resistentes e um grupo
susceptivel a acaricidas comerciais. Onde se evidenciou que nove das 54 linhagens de M.
anisopliae eram relevantemente mortais a ambas populacbes de R. microplus
(FERNANDEZ-SALAS; ALONSO-DIAZ; ALONSO-MORALES, 2019). Samish,
Ginsberg e Glazer (2004) ja evidenciavam que distintas estirpes de M. anisopliae e B.
bassiana eram interessantes agentes biocontroladores para carrapato, entretanto o M.
anisopliae se apresentava com maior potencial de viruléncia.

Webster et. al. (2017) evidenciou que distintas populac¢Ges de R. microplus podem
apresentar variagoes na susceptibilidade a infeccdo por M. anisopliae, sendo essa variagdo
correlacionada a integragdo de praticas pecuarias e agricolas e a frequéncia de aplicacao
de acaricidas na propriedade, ou seja, aquelas propriedades que realizaram mais de trés
aplicacdes de acaricidas ao ano tinham uma populagdo de carrapatos mais susceptivel a
acao de M. anisopliae. Cabe ressaltar, que outros estudos evidenciam que o M. anisopliae
guando associado a acaricidas comerciais, também apresenta eficacia no controle de R.
microplus (FIOROTTI et. al.,2016).

Além dos testes in vitro, M. anisopliae passou por testes a campo que demonstram
sua eficacia em condigdes semi-naturais. Lopez, Lopez e Orduz (2009) realizaram um
estudo com uma fase laboratorial e uma a campo. Nos testes em laboratorio eles
utilizaram sete isolados de M. anisopliae e observaram que a cepa 137 bm era a que tinha

10



melhor viruléncia sobre o carrapato. A partir disso, nos testes a campo, utilizaram essa
mesma cepa e verificaram que as vacas que haviam sido tratadas com a cepa M.
anisopliae 137 bm numa concentracdo de 1 x 108 conidios por mL reduziram suas
infestagdes por R. microplus em 75%, além de se observar uma redugdo na fecundidade
dos carrapatos em até trés vezes com relagcdo ao grupo controle.

Kaaya et. al. (2011), avaliou os efeitos de aplicagdes de uma formulagédo oleosa
de M. anisopliae com concentracdo de 1 x 108 conidios por mL em intervalos de trés
semanas em R. microplus enquanto parasitavam touros. E evidenciaram que houve uma
reducdo populacional dos carrapatos em 83% num periodo de trés meses apds o inicio
das aplicacdes da formulacao.

Os estudos também buscam compreender sobre a acdo desses fungos sobre o
sistema imune dos carrapatos, visando compreender a fisiologia e a patologia em
carrapatos. Uma interessante abordagem ¢é feita por Fiorotti et al. (2018) que relataram
sobre os efeitos ultraestruturais e cititdxicos de M. robertsii em hemdcitos de R.
microplus, demonstrando através de microscopia importantes alteracdes celulares nos
carrpatos.

Dentro desse contexto, é possivel observar que as avaliagbes quanto a
aplicabilidade do M. anisopliae como um agente de biocontrole do R. microplus séo
inimeras, evidenciando o potencial de viruléncia (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010),
informando a respeito das outras formas de propagulos que podem atuar no controle de
carrapatos (BERNARDO et al., 2018) e até mesmo compreendendo a dindmica do
sistema imune frente & infec¢do por M. anisopliae (FIOROTTI et al., 2018).

2.7 O Uso de Propéagulos Fungicos no Controle de Rhipicephalus microplus

Os fungos entomopatogénicos sdo amplamente utilizados como biocontroladores
de artropodes, incluindo os carrapatos, entretanto a sua eficacia esta diretamente ligada a
alguns fatores como a espécie do carrapato, 0 estagio de vida e a cepa de fungo utilizada
(WASSERMAN et al., 2016). A partir disso, alguns estudos comecaram a ser realizados
com distintos propagulos fungicos, para que se pudesse buscar um melhor modelo de
controle para diversas questdes, inclusive a resisténcia. Os propagulos nada mais sdo do
que formas vegetativas produzidas pelos fungos em determinadas circunstancias
(HUMBER, 1997).

Os fungos entomopatogénicos podem apresentar, principalmente, dois propagulos
distintos: 1) conidios e II) blastosporos (ALKHAIBARI et al., 2016). Porém, ha um
terceiro propagulo que na natureza, com a presenca de condicdes ambientais ou
nutricionais desfavoraveis pode se formar, os microesclerédios. J& em condi¢des de
laboratdrio alguns fungos, estes através de cultivo em meio nutricional adequado, pode-
se obter os microesclerddios por fermentacdo (MASCARIN et al., 2014; JACKSON;
PAYNE, 2016; SONG et al., 2016).

A maior parte dos estudos envolvendo fungos entomopatogénicos, fala sobre o
uso de conidios e blastosporos (WANG et al., 2013). Entretanto, grande parte dos estudos
e formulacGes de biopesticidas, utilizam os conidios, principalmente por sua resisténcia
aos fatores abioticos (FARIA; WRAIGHT, 2007). Os conidios se apresentam como uma
estrutura ligeiramente maior do 9 um de comprimento, podem ser cilindricos ou ovoides,
ndo possuem septos, tém formato uniforme, sdo hidrofébicos e sua producdo se da em
aproximadamente 14 dias em meio de cultura sélido. Os conidios sdo considerados como
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o propagulo mais comum na dispersdo de fungos entomopatogénicos, caracterizam-se por
ser altamente resistentes e ter ampla capacidade de aderéncia e penetracdo na cuticula do
hospedeiro. Eles sdo produzidos pelos conidiéforos, na superficie do hospedeiro e por sua
alta capacidade de resisténcia podem permanecer por um longo periodo de tempo viaveis
no solo (HUMBER, 1997; BUTT et al., 2016; ALKHAIBARI et al., 2017, BERNARDO
et al., 2020).

Os blastosporos sdo células que se assemelham a leveduras, que sdo produzidos
por fungos entomopatogénicos e tem a capacidade de infectar artropodes (IWANICKI et
al., 2018). Esse propagulo se apresenta como estruturas vegetativas hidrofilicas,
pleomorficas, similares aos corpos hifais encontrados na hemocele dos artrépodes quando
produzidos em meio de cultura liquido de 48 a 72 horas. Tendem a germinar mais
rapidamente que os conidios e podem ser viaveis por varios meses, a depender de uma
forma correta de armazenamento. Os blastosporos podem ser obtidos através do cultivo
de conidios em meio de cultura liquido, através de processo fermentativo (ALKHAIBARI
etal., 2017, BERNARDO et al., 2018; CORVAL et al., 2020; MASCARIN et al., 2019;
BERNARDO et al., 2020).

Alguns pesquisadores afirmam que ndo existem evidéncias de que haja um
desempenho significado destes propagulos, um em relagdo ao outro (WANG et al., 2013;
MUNIZ-PAREDES; MIRANDA-HERNANDEZ; LOERA, 2017). Mas, podemos ver
relatos de vantagens e desvantagens frente ao uso de determinado propéagulo, como os
conidios serem hidrofdbicos, os blastosporos poderem ser produzidos em um curto espaco
de tempo, mas em contrapartida os blastosporos tendem a ser menos resistentes a fatores
estressantes como as altas temperaturas ou os efeitos da radiacdo UV e menor estabilidade
(OTTATI-DE-LIMA et al., 2014; MASCARIN et al., 2015).

Além de conidios e blastosporos, os microesclerodios se apresentam também
como um propagulo fangico. Os microesclerédios se apresentam como agregados
compactos de hifas que sofrem melanizacdo, evidenciando uma estratégia no
desenvolvimento desse propagulo, a guarda das reservas nutricionais endégenas, que
permitem ao fungo as utilizar quando as condi¢bes do ambiente se tornarem benéficas ao
mesmo. Além disso, sdo conhecidos por serem estruturas fungicas de hibernagdo, sua
producdo se da através de fermentacdo em meio de cultura liquido, se demonstram
altamente resistentes ao estresse oxidativo e a radiacdo UV (MASCARIN et al., 2014,
JACKSON; PAYNE, 2016; SONG et al.,
2016).

Outras caracteristicas dos microesclerodios que sdo importantes para o controle
de pragas, é que este propagulo tem a capacidade de formar conidios infectantes in situ
além da sua capacidade em persistir no ambiente sob condi¢cGes que possam ser
desfavoraveis, além da capacidade de se produzir de forma rapida esse propagulo em
relacdo aos conidios aéreos, pois 0s mesmos podem ser obtidos através de processo
fermentativo em até cinco dias (LIRA; MASCARIN, DELALIBERA-JUNIOR, 2020;
MASCARIN et al., 2014).

Cabe ainda ressaltar, que os microesclerédios possuem uma estrutura semelhante
a esclerdcios, mas exibem diametros diferentes. Os esclerocios sdo uma estrutura
produzida naturalmente por alguns fungos na natureza, mas o género Metarhizium ndo
produzem essas estruturas naturalmente, sendo assim os microesclerédios advém do
processo fermentativo, através de meio de cultura liquido como ja mencionado
(JACKSON; PAYNE, 2016; SONG, 2018).
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Dentro do cenério do controle microbiano do carrapato dos bovinos R. microplus
diversas sdo as abordagens sobre os distintos propégulos, através da avaliacdo da
capacidade dos fungos entomopatogénicos controlarem de forma eficiente as diferentes
fases do carrapato, investigou-se sobre a possibilidade de desenvolvimento de
formulac@es fungicas, a associacdo dos propagulos a acaricidas, dentre outras questdes
(BEYS-DA-SILVA et al., 2020).

Diversos estudos avaliaram o uso de conidios de fungos entomopatogénicos para
o controle de R. microplus, bem como a capacidade de se adequar as condi¢Ges adversas
no ambiente, a possibilidade do desenvolvimento de formulagdes fungicas oleosas ou
ndo, a associacdo de conidios com acaricidas quimicos, o uso de formulacdes fangicas a
campo ou em condigdes semi-campo, bem como a compreenséo do processo de infecgédo
por esse propagulo e suas acdes no sistema imune do carrapato (CAMARGO et al., 2014,
2016; QUINELATO et al., 2012; MESQUITA et al., 2020; WEBSTER et al., 2015;
CORVAL et al., 2020; FIOROTTI et al., 2018).

Os estudos que abrangem o uso de blastosporos para o controle de carrapatos
incialmente eram comparativos a respeito da eficacia em relacdo aos conidios de fungos
entomopatogénicos (KIRKLAND; CHO; KEYHANI, 2004; KIRKLAND;
WESTWOOD; KEYHANI, 2004; BERNARDO et al., 2020), mas alguns pesquisadores
aprofundaram suas analises com o intuito de evidenciar de forma mais clara os
mecanismos de infeccdo por esse propagulo (BARNARDO et al., 2018; IWANICKI et
al., 2018) e verificar o poder de controle que produtos formulados a base de blastosporos
poderiam ter no controle de carrapatos (LORENZ, HUMBERT; PATEL, 2020).

Tratando-se de microesclerddios, os estudos a respeito do desenvolvimento desses
propagulos em meios de cultura liquido e as analises frente ao seu uso na agricultura sdo
bem relatados (MASCARIN et al.,, 2014; SONG, 2018; LIRA; MASCARIN;
DELALIBERA-JUNIOR, 2020). Mas, pesquisadores vem buscando contemplar a
eficacia desse propagulo no controle de carrapatos. Behle e colaboradores (2013)
analisaram a eficacia dos granulos de microesclerédios para o controle de ninfas
alimentadas ou ndo de Ixodes scapularis. Marciano et al. (2021) analisou a eficacia de
uma formulagdo granular de microesclerédios e blastosporos de M. robertsii em
condicdes de semi-campo e observou uma reducdo nas taxas de larvas recuperadas,
obtendo uma eficacia relativa de 64,8%, ressaltando que essa pode ser uma aplicacdo
positiva no controle do carrapato dos bovinos.

Dessa maneira, pode-se observar que os propagulos fungicos sdo estudados
quanto a sua capacidade de infectar os carrapatos, ao desenvolvimento de formulagdes
fangicas eficazes, as estratégias de estabilizagdo desses propagulos em condicdes
adversas a nivel de campo e a associacdo com outros produtos como 0s acaricidas
comerciais.

2.8 Associagdo entre Fungos Entomopatogénicos e Bases Quimicas

Associar acaricidas quimicos a fungos entomopatogénicos pode ser uma
alternativa interessante parar o controle de insetos e acaros, reduzindo os impactos no
ambiente, reduzindo a contaminacdo de produtos de origem animal como carne e leite,
obtendo-se uma alternativa para a reducao das doses exorbitante de acaricidas quimicos
aplicados nos rebanhos, quando se pensa no controle de carrapatos (SOARES;
MONTEIRO, 2011; BAHIENSE; BITTENCOURT, 2004).
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Entretanto, apesar de o sinergismo de entre os produtos quimicos e biologicos ser
eficiente no tratamento de individuos que sejam resistentes ou pouco sensiveis a
determinado produto, essa associacdo deve ser bem estabelecida, pois pode ocorrer
comprometimento do crescimento vegetativo e da conidiogénese (MOINO-JUNIOR;
ALVES, 1998). Além disso, a analise da compatibilidade entre fungos
entomopatogénicos e produtos quimicos deve ser bem-feita, pois caso haja
comprometimento do crescimento vegetativo, pode-se comprometer o processo de
infeccdo da praga-alvo, considerando-se que a infeccdo é a primeira etapa de todo o
processo (ALVES, 1998).

Bahiense e Bittencourt (2004) avaliaram em condi¢cdes de laboratorio o
sinergismo entre um isolado de Beauveria bassiana e diferentes concentrages de um
piretroide, a deltametrina. Esses pesquisadores observaram que a cepa de carrapato
resistente a deltametrina apresentava uma taxa de mortalidade satisfatoria quando se
associava o piretréide sintético ao fungo. Evidenciando-se dessa maneira que o
sinergismo entre o produto bioldgico e o produto quimico era eficiente e uma
possibilidade de alternativa para o desenvolvimento de nova estratégia no controle de
carrapatos resistentes a determinados acaricidas.

Mais tarde, Barci et al. (2009), realizaram testes associando dois isolados de B.
bassiana a diversos acaricidas, alguns contendo associacdo de duas ou mais bases
quimicas, com o intuito de avaliar o sinergismo entre eles. Observou-se que um dos
isolados de B. bassiana, o IBCB66 apresentou-se compativel a deltametrina, cipermetrina
high cis e amitraz, ndo havendo comprometimento do desenvolvimento do fungo.
Enquanto o isolado IBCB21 apresentava-se compativel apenas com deltametrina. Dessa
maneira, pode-se evidenciar que o isolado IBCB66 apresentou-se como 0 mais tolerante
a associacdo com acaricidas em relacdo ao isolado IBCB21. Isso nos traz a conclusédo que
diferentes isolado, de uma mesma espécie de fungo entomopatogénicos, pode apresentar
comportamentos distintos frente ao sinergismo com acaricidas quimicos.

Webster et al. (2015) estudaram a associa¢do de um isolado de M. anisopliae
associado a cipermetrina e a clorpirifés em condicdes de laboratorio e a campo, para
controlar uma cepa resistente de R. microplus. Esses autores demonstraram que a
compatibilidade do isolado fungico com os acaricidas, em condi¢Bes in vitro,
apresentaram alguns efeitos moderados em relacéo a viabilidade flngica. Entretanto, nos
estudos a campo quando se comparou 0s tratamentos com acaricidas, M. anisopliae e
acaricida associado a M. anisopliae, obteve-se uma eficacia de 97,9% para 0s grupos
tratados com a associacdo do isolado flngico ao acaricida, quando os acaricidas apenas
apresentaram uma eficécia de 71,1% e o isolado fungico apenas uma eficacia de 56,3%.
Dessa maneira, esses pesquisadores elucidam que a associag¢do fungo e acaricida € uma
interessante ferramenta no controle de cepas resistentes do carrapato dos bovinos.

Paulo et al. (2016) também realizaram estudos com M. anisopliae associado a
acaricidas para o controle de R. microplus. Nesse estudo, os pesquisadores testaram o uso
de uma suspensdo flngica na concentragdo de 1 x 108 conidios mL?! e 25 ppm de
cipermetrina, testando os produtos de forma isolada e em associagéo, sobre ovos e larvas
de R. microplus. Pode-se observar que os produtos quando utilizados nas menores
concentragcdes ndo apresentavam acao eficaz sobre ovos e larvas do carrapato, ou seja,
ndo havia alteracdo nos padrbes biologicos, em contrapartida, quando se associava 0
fungo na concentragdo de 10° conidios mL™ 2 cipermetrina a 25 ppm reduzia-se o
percentual de eclodibilidade pela metade e ocorria o dobro de mortalidade das larvas,
guando comparado os resultados com os produtos bioldgico e quimico de forma isolada.
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Dessa maneira, associacdo de fungos entomopatogénicos com bases quimicas que
outrora se apresentem como produtos cujos carrapatos sdo resistentes, pode ser uma
interessante ferramenta no controle de R. microplus, tendo em vista que muitos usuarios
de produtos quimicos se mostrem receosos ao uso especifico de produtos bioldgicos
(MASCARIN et al., 2018). Portanto, as metodologias de controle que utilizem fungos
entomopatogénicos associados com acaricidas quimicos para controlar o carrapato R.
microplus precisam ter seus estudos aprofundados, ndo somente em condicbes de
laborat6rio como a campo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Experimento

Os experimentos foram realizados na Estacdo Experimental para Pesquisas
Parasitoldgicas Wilhelm Otto Neitz (EEPPWON) pertencente ao Departamento de
Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, em Seropédica, Baixada Fluminense do Rio de Janeiro.

3.2 Obtencao do isolado fungico

Os isolados fungicos utilizados no experimento foram: 1) Metarhizium robertsii
isolado ARSEF 2575, cedido pela Agriculture
Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi (ARSEF), Laboratorio de
Plantas, Solo e Nutricdo (Ithaca, NY, EUA), originarios da regido da Carolina do Sul —
EUA, possuindo o Curculio caryae como substrato e 11) Metarhizium pingshaense
isolado LCMS09, isolado de amostras de solo do municipio de Seropédica — RJ (Latitude
22° 45’ 48” e Longitude 43° 40” 49”) (Figura 1). Estes isolados foram selecionados com
base nos estudos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Controle Microbiano de Artropodes de Importancia Médico Veterinaria (LCM). Como o
presente estudo teve acesso ao patrimoénio genético brasileiro, a pesquisa foi registrada
no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional
Associado (Sisgen) sob o codigo AA47CB6.

Figura1: (A) Metarhizium pingshaense (LCM S09) e (B) Metarhizium robertsii (ARSEF
2575).

3.3 Obtencao do carrapato Rhipicephalus microplus

Foram utilizadas fémeas de carrapato R. microplus obtidas de infestagdes
artificiais realizadas em bezerros mantidos em baias da EEPPWON. As fémeas
ingurgitadas foram coletadas do chdo das baias de bezerros, 21 dias ap6s a infestacdo e
higienizadas superficialmente com hipoclorito de sédio a 0,05% por 3 minutos. Deve-se
ressaltar que a col6nia de carrapatos mantida pelo Laborat6rio de Controle Microbiano
recebeu a devida aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do IV da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ n°® 9714220419) (Anexo).
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3.4 Acaricidas Quimicos Utilizados

Os acaricidas quimicos foram selecionados por possuirem principios ativos
largamente utilizados para o controle do carrapato do boi R. microplus, além de serem
carrapaticidas de contato. O produto Colosso® possui clorpirifos, cipermetrina e citronelal
como principios ativos, o produto Triatox® possui amitraz como principio ativo e o
Butox® possui deltametrina como principio ativo. Dessa maneira, pode-se avaliar a
relacdo de bases quimicas distintas com Metarhizium spp., trabalhar com produtos
amplamente utilizados no controle do carrapato R. microplus através da aplica¢do por
pulverizacdo no gado e avaliar uma ou mais bases quimicas em associacdo com
Metarhizium spp.

3.5 Compatibilidade de Conidios de Metarhizium spp. com Acaricidas Comerciais

Os conidios dos isolados fangicos ARSEF 2575 e LCM S09 foram produzidos em
meio Agar Aveia (AA), produzido com 60 g de farinha de aveia adicionado a 12,5 g de
agar em 1 litro de agua destilada, a 25°C £ 1 ° C ¢ UR > 80 % por 14 dias. A
compatibilidade dos conidios com acaricidas foi avaliada usando trés produtos
comerciais: amitraz (12,5%, Triatox®, MSD, S&o Paulo, Brasil), deltametrina (2,5%,
Butox®, MSD, Séo Paulo, Brasil) e uma mistura de piretrdide, organofosforado e alcool
monoterpendide (15% cipermetrina, 25% clorpirifos, 1% citronelal, Colosso®, Ourofino,
Sdo Paulo, Brasil). Cada acaricida comercial foi adicionado as suspensdes de Tween 80®
de contendo conidio de Metarhizium spp. (concentracéo final 1 x 10° conidios mL™) e
deixado em contato em quatro diferentes intervalos de tempo (1h, 5h, 10h e 24h). As
concentrages finais dos acaricidas seguiram o que é recomendado por seus fabricantes
para serem pulverizados no gado (isto é, 0,025% de amitraz; 0,0025% de deltametrina; e
0,018% de cipermetrina + 0,031% de clorpirif6s + 0,0012% de citronelal). Agua destilada
estéril Tween 80® (0,01%) foi adicionada as suspensdes fingicas nos grupos de controle.
As suspensdes foram entdo semeadas em meio de aveia e deixadas a 25°C + 1 ° C e UR
> 80% por 96h (Webster et al, 2015). As unidades formadoras de colénias (UFC) foram
quantificadas e a culturabilidade relativa calculada [CR (%) = GT (grupo tratado) /GC
(grupo controle) x 100] conforme descrito por Braga et al. (2001). Os experimentos foram
considerados validos quando as placas de controle tinham pelo menos 95% de conidios
germinados. Os experimentos foram realizados trés vezes com diferentes lotes de
conidios.

3.6 Compatibilidade de Blastosporos de Metarhizium spp. com Acaricidas
Comerciais

Conidios de Metarhizium spp. foram cultivados em meio Aveia Agar. A partir
disso, suspensdes com os diferentes isolados fungicos foram produzidas e ajustadas a uma
concentragdo inicial de 1 x 108 conidios mL?, inoculando-se trés mililitros de cada
suspensdo em 50 mL de meio liquido aveia (60 g de aveia suplementado com 42,1g L
de glicose para um litro de 4gua destilada) para cada frasco de tipo Erlenmeyer. Os frascos
foram tampados com algodao hidrofébico e colocados em agitador orbital (TE-424,
Tecnal®) a 200 rpm por 72 horas, em temperatura de 25°C. Apéds o crescimento do fungo,
o meio foi filtrado em funil com auxilio de gaze para remocdo do micelio produzido
durante o cultivo e colocado em tubos conicos de 50 mL. O meio contendo os
blastosporos passara por dois ciclos de centrifugacdo a 3410 G por 5 minutos (Rotina 380
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R; Hettich®). Apds o primeiro ciclo, o sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso
em 10 mL de &gua destilada estéril com Tween 80® a 0,02%, seguido de homogeneizagao
em vortex e centrifugacdo. Apos a segunda centrifugacao, o sobrenadante foi novamente
descartado e o pellet suspenso em 5 mL de &gua com Tween 80® a 0,02%, seguido de
homogeneizacdo em vortex. Para quantificacao de blastosporos serdo colocados 10 pL da
solucdo final de cada tubo falcon em cdmara de Neubauer. A quantificacdo sera realizada
segundo Alves (1998), ajustando-se a concentragdo para 2 x 102 blastosporos mL™. Apds
esse processo, foi realizada a associa¢do de 1 ml de suspenséo de blastosporos com 1 ml
de acaricida, previamente diluido como mencionado anteriormente, obtendo-se uma
aliquota de 2 mL em eppendorf. Foram plaqueados 50 pL em meio de cultura Aveia Agar
em placas de Petri 90 x 15 mm, em triplicata, com intervalos de tempos distintos (1h, 5h,
10h e 24h) e mantidos em camara climatizada a 25°C + 1°C e UR > 80% por 96h. A
posteriori, quantificou-se as UFC’S e calculou-se a culturabilidade relativa conforme
descrito por Braga et al. (2001). Os experimentos foram repetidos trés vezes.

3.7 Compatibilidade de Microesclerodios de Metarhizium spp. com acaricidas
comerciais

Adicionou-se suspensdo conidial com concentracdo inicial de 5 x 10° conidios
mL? dos isolados ARSEF 2575 e LCM S09 em meio de cultura liquido préprio para
crescimento de microesclerddios em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, mas
preenchendo-se apenas 100 mL de sua capacidade (MASCARIN et al., 2014). Os frascos
foram depositados em incubadora de agitacdo rotativa a 25 + 1° C a 200 rpm (TE-424,
Tecnal®) por 5 dias. ApOs esse processo, 0s microesclerodios foram lavados e
centrifugados a fim de se retirar o excesso de meio de cultura. Um ml do caldo de
microesclerddios foi adicionado em 9 ml de soro fisioldgico estéril em tubo falcon de 15
ml e centrifugado a 4.200 rpm a 25°C por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante e
ressuspendendo 9 ml de soro fisioldgico estéril, repetiu-se o processo por duas vezes.
Uma terceira etapa de centrifugacdo foi realizada, sendo esta por 15 minutos, apés o
processo adicionou-se 9 ml de soro e a suspensao foi levada ao vértex. Em tubos falcon
de 15 ml, foram colocados 3 ml de solucdo contendo os microesclerodios e 3 ml de
acaricida comercial (com uma concentragdo final de ~ 300 microesclerddios mL™?), apés
esse processo uma aliquota de 100 puL foi depositada em lamina de vidro sobreposta por
laminula de 24 x 50 mm para contagem dos microesclerédios. Foram plaqueados 30
microesclerédios em meio Agar-Agar, cada grupo obteve trés réplicas nos quatro
intervalos de tempo (1h, 5h, 10h e 24h), os mesmos foram mantidos em camara
climatizada a 25°C + 1°C e UR > 80% por 72h. A posteriori, quantificou-se as UFC’S e
calculou-se a culturabilidade relativa conforme descrito por Braga et al. (2001). Os
experimentos foram realizados trés vezes.

3.8 Testes Biologicos com adultos de R. microplus

Fémeas totalmente ingurgitadas foram distribuidas em 14 grupos experimentais
para cada acaricida sintético (deltametrina ou amitraz). Deltametrina ou amitraz foram
testados independentemente. Os carrapatos foram tratados com a associacdo de
deltametrina e propagulos de M. robertsii ou M. pingshaense (ou seja, conidios,
blastosporos ou microsclerotia) ou amitraz e propagulos de M. robertsii ou M.
pingshaense. Propagulos fangicos ndo foram incubados previamente com os acaricidas
quimicos. Os grupos de controle positivo foram tratados com propagulos fungicos ou
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acaricidas quimicos isoladamente. No grupo de controle negativo, as fémeas foram
tratadas com Tween 80® suspensdo aquosa a 0,01% (vol / vol).

Cada grupo teve 10 fémeas de R. microplus que foram pesadas individualmente e
distribuidas homogeneamente nos grupos. Carrapatos tratados com conidios ou
blastosporos foram imersos em 1 mL de suspensdes fiingicas a 1 x 108 propagulos mi-1
por trés minutos. Carrapatos tratados com microesclerédios foram imersos em uma
suspensdo de 100 microesclerodios por carrapato por trés minutos. As mesmas
concentracdes de fungos foram utilizadas para os tratamentos de associacdo. AS
concentragOes finais dos acaricidas seguiram o que é recomendado por seus fabricantes
para serem pulverizados no gado.

A metodologia utilizada para o tratamento de fémeas ingurgitadas foi semelhante
a descrita por Perinotto et al. (2017). Os pardmetros bioldgicos avaliados foram peso
inicial das fémeas (PIF), peso da massa de ovos (PTMO) e porcentagem de incubacdo das
larvas (PE%). A média de cada parametro foi utilizada para calcular o indice de producéo
de ovos (IPO) e o indice nutricional (IN) usando as equacdes de Bennet (1974). O
percentual de controle do carrapato foi obtido pelo calculo da reprodugdo estimada
segundo Drummond et al. (1971). Os bioensaios foram repetidos duas vezes.

3.9 Analise Estatistica

Os dados do teste de compatibilidade (associacdo de fungos e acaricidas quimicos)
foram transformados (Vx + 0,5), submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e ao
teste de homogeneidade de variancia de Bartlet. Uma vez verificados esses pressupostos,
a analise ANOVA de dois fatores e o teste de Tukey (P <0,05) foram aplicados para
comparar esses tratamentos. O peso inicial das fémeas (PIF) teve uma distribuicdo
normal, e 0s outros parametros bioldgicos (PTMO, PE%, IPO% e IN%) exibiram uma
distribuicdo ndo normal. Os dados com distribuicdo normal foram analisados por meio da
analise de variancia unilateral (ANOVA unilateral) seguida do teste de Tukey (P> 0,99),
e os dados com distribuicdo ndo normal foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn (P < 0,0001). Todos os dados foram analisados usando o
software GraphPad Prism, v.9.1.2.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da Compatibilidade de Metarhizium spp. Associada a Acaricidas
Quimicos

4.1.1 Avaliacdo da Compatibilidade de Conidios de Metarhizium spp. Associados a
Acaricidas Quimicos

A avaliacdo da compatibilidade de conidios de Metarhizium spp. associados a
diferentes acaricidas, ap0s quatro tempos de associacdo (1h, 5h, 10h e 24h) séo
apresentados na figura 2. A culturabilidade relativa foi comparada estatisticamente entre
isolados associados ou ndo a acaricidas. Pode-se observar que o percentual no estudo com
M. pingshaense isolado LCM S09 (Figura 2A), ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas em relacdo ao percentual de culturabilidade, na comparagéo
entre os diferentes tratamentos. Enquanto, no estudo com M. robertsii isolado ARSEF
2575 (Figura 2B), foram observadas diferencas estatisticas entre todos os grupos
avaliados no tempo de 24h e, o grupo M. robertsii + deltametrina diferiu estatisticamente
no tempo de 24h em relacéo aos outros tempos de tratamento estudados (1h, 5h e 10h). A
culturabilidade relativa dos conidios incubados com os diferentes acaricidas quimicos
testados aqui variou de 98% (conidios de M. pingshaense + combinacéo; 1h de incubacao)
a 23,8 % (Conidios de M. robertsii + deltametrina; 24h de incubacéo) (Figura 2). Quando
se comparou conidios de M. pingshaense e M. robertsii para todos os tempos de
associacdo (Figura 8), observou-se que no tempo de 24h de associacdo, M. robertsii +
deltametrina e M. robertsii + combinacdo (clorpirifés, cipermetrina e citronelal) é que
apresentaram diferenca estatistica significativa em relacdo aos demais grupos estudados.

Na figura 3 podem ser observadas as unidades formadoras de colonia de ambos
os isolados estudados, M. pingshaense isolado LCM S09 (Figura 3A) e M. robertsii
isolado ARSEF 2575 (Figura 3B), que foram utilizadas para calcular a culturabilidade
relativa.
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Figura 2: Média e erro padrdo da média da culturabilidade relativa (%) de conidios de
(A) Metarhizium pingshaense, isolado LCM S09 e (B) Metarhizium robertsii, isolado
ARSEF 2575 associado com amitraz, deltametrina, ou combinacdo de acaricidas
(Clorpirifos, Cipermetrina e Citronelal) por 1, 5, 10 ou 24h. Barras com a mesma letra
mindscula no mesmo tempo ou mailscula no mesmo tratamento ndo diferiram
estatisticamente (P> 0,05).
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Figura 3: Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de conidios de (A) M. pingshaense e de (B) M. robertsii.
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4.1.2 Avaliacdo da Compatibilidade de Blastosporos de Metarhizium spp. Associados
a Acaricidas Quimicos

A avaliacdo da compatibilidade de blastosporos de Metarhizium spp. associados
a diferentes acaricidas, ap6s os quatro tempos de associacdo (1h, 5h, 10h e 24h) é
demonstrada na figura seguinte (Figura 4). Pode-se observar que tanto M. pingshaense
isolado LCM S09 (Figura 4A) quanto M. robertsii isolado ARSEF 2575 (Figura 4B)
apresentaram diferencas estatisticas. Para M. pingshaense isolado LCM S09, no tempo
de 1h M. pingshaense + amitraz difere estatisticamente do controle, mas néo difere dos
demais grupos associados a acaricidas; 0 mesmo se repete para o tempo de 5h; ja no tempo
de 10h, M. pingshaense + amitraz difere estatisticamente do controle e de M. pingshaense
+ combinacdo (clospirifds, cipermetrina e citronelal), mas é estatisticamente igual a M.
pingshaense + deltametrina; e no tempo de 24h todos os grupos associados a acaricidas
diferem estatisticamente do controle. Em relacdo a comparacdo estatistica de um mesmo
grupo para 0s quatro tempos de associacdo, pode-se observar que M. pingshaense +
amitraz difere estatisticamente no tempo de 24h em relacéo aos demais tempos estudados;
M. pingshaense + deltametrina difere estatisticamente no tempo de 10h em relagdo ao
tempo de 1h e difere no tempo de 24h em relacdo aos demais tempos de associacdo
estudados; enquanto M. pingshaense + combinacdo (clorpirifés, cipermetrina e
citronelal) difere apenas no tempo de 24h em relacdo aos demais tempos de associacdo
analisados.

Quanto a M. robertsii, observa-se um padrdo para todos os tempos de associacéo.
Ou seja, todos os grupos associados a qualquer um dos trés acaricidas testados
apresentaram diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle. Além disso,
quando se analisou os diferentes tempos de associa¢do para um mesmo grupo, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas. Dessa maneira, o percentual da
culturabilidade relativa de blastosporos associados com acaricidas, variou de 83,6% (M.
pingshaense blastosporo + combinacdo; 1h de incubagdo) a 0,7% (M. robertsii
blastosporo + amitraz; 24h de incubacdo). Ao se realizar a comparacéo de blastosporos
de M. pingshaense e M. robertsii para todos os tempos (Figura 8), observou-se que 0s
isolados apresentam diferencas estatisticas entre si para todos 0s tempos de associacao, e
gue M. pingshaense demonstra-se melhor em relacdo a M. robertsii.
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Figura 4: Média e erro padrdo da média da culturabilidade relativa (%) de blastosporos
de (A) Metarhizium pingshaense, isolado LCM S09 e (B) Metarhizium robertsii, isolado
ARSEF 2575 associado com amitraz, deltametrina, ou combinacdo de acaricidas
(clorpirifés, cipermetrina e citronelal) por 1, 5, 10 ou 24h. Barras com a mesma letra
mindscula no mesmo tempo ou mailscula no mesmo tratamento ndo diferiram
estatisticamente (P> 0,05).
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4.1.3 Avaliacdo da Compatibilidade de Microesclerodios de Metarhizium spp.
Associados a Acaricidas Quimicos

A avaliacdo da compatibilidade de microesclerodios de Metarhizium spp.
associados a diferentes acaricidas, apds quatro tempos de associacdo (1h, 5h, 10h e 24h)
sdo mostrados abaixo (Figura 6). Pode-se observar que M. pingshaense isolado LCM S09
(Figura 6A) ndo apresentou diferenca estatisticas entre 0s grupos controle e associados
para nenhum tempo de associacdo, e nem diferenca estatistica para um mesmo grupo em
relagéo aos tempos de associagdo analisados. Enquanto, M. robertsii isolado ARSEF 2575
(Figura 6B) apresentou algumas diferencas estatistica entre os grupos avaliados, M.
robertsii + amitraz e M. robertsii + combinacdo (clorpirifés, cipermetrina e citronelal)
apresentam diferenca estatistica em relagdo ao controle no tempo de 1h; M. robertsii +
amitraz e M. robertsii + deltametrina apresentam diferenca estatistica em relagcdo aos
grupos controle e M. robertsii + combinacdo (clorpirifés, cipermetrina e citronelal) no
tempo de 5h; M. robertsii + amitraz apresenta diferenca estatistica em relagéo ao controle
no tempo de 10h; e M. robertsii + amitraz apresenta diferenca estatistica em relacédo a
todos os demais grupos no tempo de 24h. Além disso, quando se analisou todos os tempos
estudados para um mesmo grupo, observou-se que M. robertsii + amitraz apresentou
diferenga estatistica significativa no tempo de 24h em relagdo aos demais tempos
analisados. Neste caso, a culturabilidade relativa de microesclerodios variou de 99,3%
(M. pingshaense microesclerddio + combinagéo, 5h de incubacgéo) a 47,8% (M. robertsii
microsclerotia + amitraz, 24h de incubacéo).

Pode-se observar na figura 7, as estruturas de micoesclerddios consideradas para
quantificacdo, tendo em vista que a recomendacao é de que estes possuam 50 um ou mais
para serem considerados viaveis. Além disso, na comparacdo de microesclerddios de M.
pingshaense e M. robertsii para todos os tempos (Figura 8), observou-se que ha diferenca
entre os isolados para todos 0s tempos de associagéo.
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Figura 6: Média e erro padrdo da média da culturabilidade relativa (%) de
microsclerddios de (A) Metarhizium pingshaense, isolado LCM S09 e (B) Metarhizium
robertsii, isolado ARSEF 2575 associado com amitraz, deltametrina, ou combinacédo de
acaricidas (clorpirifos, cipermetrina e citronelal) por 1, 5, 10 ou 24h. Barras com a mesma
letra mindscula no mesmo tempo ou maiuscula no mesmo tratamento ndo diferiram
estatisticamente (P> 0,05).
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Figura 7: Microesclerddios de (A e B) M. pingshaense e (C e D) M. robertsii.
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4.1.4 Comparacao da Compatibilidade de Distintos Propagulos de Metarhizium spp.
Associados a Acaricidas Quimicos

Foi realizada a comparacgdo estatisticas entre os isolados M. pingshaense e M.
robertsii para um mesmo propégulo e a comparacdo de propagulos para um mesmo
tratamento. Sendo assim, pode-se observar que M. pingshaense conidios e M.
pinghsaense microesclerodios ndo diferiram estatisticamente em nenhum dos tempos
associacdo para todos os grupos analisados e que M. pingshaense blastosporos associados
aos trés acaricidas utilizados, diferem dos demais propagulos pelo menos em algum dos
tempos de associacdo. Quanto a M. robertsii conidios, blastosporos e microesclerddios
associados a amitraz, deltametrina e combinacéo (clorpirifds, cipermetrina e citronelal)
diferem estatisticamente em pelo menos um tempo de associacdo (Figura 8). Quando
comparados entre si, pode-se observar que M. pingshaense apresentou-se melhor que M.
robertsii em alguns casos, principalmente quando se compararam os blastosporos destes
dois isolados.
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Figura 8: Média e erro padrdo da média da culturabilidade relativa (%) de propagulos de M. pingshaense, isolado LCM S09 e M. robertsii, isolado
ARSEF 2575 associado a acaricidas por (A) 1h, (B) 5h, (C) 10h, e (D) 24h. Barras com a mesma letra minascula no mesmo propagulo ou letra
mailscula no mesmo tratamento ndo diferiram estatisticamente (P> 0,05).

30



4.2 Bioensaio com adultos de R. microplus

A combinacdo de acaricidas (clorpirifos, cipermetrina e citronelal) ndo foi usada
no bioensaio com fémeas ingurgitadas porque a suscetibilidade da populacdo de
carrapatos testada foi extremamente alta para este produto, mesmo tendo-se buscado
realizar os testes com concentragdes subletais do produto. Consequentemente, as Tabelas
1 e 2 exibem os resultados dos testes de imersdo de fémeas de carrapatos usando
diferentes propagulos fungicos e deltametrina ou amitraz, respectivamente. O peso inicial
das fémeas (PIF) antes da oviposicdo em ambos 0s bioensaios (deltametrina ou amitraz)
ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos (P = 0,99 e P = 0,99 respectivamente).

Quando os isolados fungicos e seus propagulos foram associados a deltametrina,
0 PTMO variou de 15,4 mg a 153,1 mg e LH de 71,1% a 94,7%, enquanto no grupo néo
tratado (CTR), foram observados os valores de 158,7 mg (PTMO) e 97,3% (PE%). O
IPO% e IN% produzidos por esses tratamentos variaram de 5,8% a 55% e 11,1% a 64,8%,
respectivamente, e que para estes mesmos parametros ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas entre 0s grupos controle e deltametrina. A maior porcentagem
de controle de carrapatos observada foi de 81,5% no tratamento com conidios de M.
pingshaense + deltametrina, enquanto o controle ndo apresentou um percentual de
controle, a deltametrina apresentou um percentual de controle de 7.23% e os conidios de
M. pinghsaense apresentaram um percentual de controle de 41.88%.

Carrapatos que foram tratados com fungos e amitraz ou amitraz exclusivamente
ndo tiveram oviposigdo (PTMO = zero). Consequentemente, 0 PE% ndo pbde ser
calculado para esses grupos, enquanto no grupo nao tratado (CTR), as fémeas tiveram um
PTMO médio de 167,7 mg e 98,8% PE%. O IPO% e o IN produzidos nos grupos tratados
com amitraz (associado ou nao) foram de 0%. Em todos 0s grupos tratados com amitraz,
individualmente ou associado a propagulo fangico de ambos os isolados, foi observado
um percentual de controle de 100%.
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Tabela 1: Média + erro padrdo da média do peso inicial da fémea (PIF), peso da massa de ovos (PTMO); percentual de eclosdo (PE%); indice de
producdo de ovos (IPO); indice nutricional (IN) e percentagem de controle de fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes propéagulos

de Metarhizium spp. associados ou ndo a deltametrina.

Percentual
de
0, o) o)
Grupos PIF (mg) PTMO (mg) PE (%) IPO (%) IN (%) Controle
(%)
2785+0a 158.7+0a 97.3+2a 575t4a 776+34ab
> (Md =0.2) (Md = 100) (Md = 62.6) (Md =81.3)
Controle (CTR) (Mcél-o)os) (10) (10) (10) (10)
161.7+0a 86.4+9.8 ab 584+21a 79.3+34ab
2765+0a (Md =0.1) (Md = 97) (Md = 59.5) (Md = 81.3)
Deltametrina (Md =0.3) (10) (10) (10) (10) 7.23
(10)
110.6 + 0 bc 77.0+9bc 64.2 +3.7 bc
Z _ 39.8+3.4bc -
M. pingshaense ?Zﬂgdzzioos,? (Mcél'o)o 1) (M‘(jla)ss) (Md = 41.5) (Md(IO?5.6) 4188
(Conidios) (10) (10) '
) 2782 +0a 149.1 + 0 abc 9[\545 f 3.6156313 53.8+2.2ac 68.7 £ 2.7 abc
M. pingshaense (Md -0 3) (Md =0.1) (‘10) : (Md =55.9) (Md =68.2) 8.57
(blastosporos) (10) ' (10) (10) (10) '
276.6+0a 165.9+0a B%A(A)di_zs()l))c 60.2+09a 765+ 1.6ab
M. pingshaense (Md -0 3) (Md =0.2) (16) (Md =60.6) (Md =77.4) 11.10
(Microesclerddios) (10) (10 (10) (10) '
2784 +0a 138.4 £ 0 abc 93.2+15abc 49.6 +5.7 ac 63.57£7.2ac
M. robertsii (Conidios) (Md -0 3) (Md =0.1) (Md =95.0) (Md =55.3) (Md = 69.6) 8.23
(10) ' (10) ) (10) (10) '
M. robertsii 2788 +0a 170.2+0a 89.50 + 4.3 abc 610+1la 796+16a 253
(blastosporos) (Md =0.3) (Md =0.2) (Md = 98) (Md = 60.2) (Md = 79.8) '
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M. roberstsii
(Microesclerodios)

M. pingshaense
(Conidios) +
Deltametrina

M. pingshaense
(blastosporos) +
Deltametrina

M. pingshaense
(Microesclerédios) +
Deltametrina

M. roberstsii (Conidios)
+ Deltametrina

M. roberstsii
(blastosporos)
+ Deltametrina

M. roberstsii
(Microesclerédios) +
Deltametrina

(10)

277.4+0a
(Md = 0.3)
(10)

278.0+0a
(Md =0.3)
(10)

2785+0a
(Md = 0.3)
(10)

2768+0a
(Md =0.2)
(10)

2776 +0a
(Md = 0.3)
(10)

2786+0a
(Md =0.3)
(10)

278.4+0a
(Md = 0.3)
(10)

(10)

165.2+0a
(Md = 0.2)
(10)

154+0¢
(Md = 0)
(10)

141.2 £ 0 abc
(Md=0.1)
(10)

126.0 £ 0 abc
(Md=0.1)
(10)

148.0 £ 0 abc
(Md=0.1)
(10)

141.7+0ab
(Md = 0.2)
(10)

153.1+0ab
(Md =0.1)
(10)

(10)

85+ 4.4 abc
(Md = 89)
(10)

90.6 + 3 abc
(Md =90)
)

93.2 + 1.8 abc
(Md = 95)
(10)

71.1+56¢
(Md = 80)
C)]

94.7 + 1.1 abc
(Md = 95)
(10)

86.8 £ 4 abc
(Md = 85)
)

88.2 + 4 abc
(Md = 95)
(10)

(10)

595+15a
(Md = 60)
(10)

5.8+2.6 bc
(Md = 2.1)
(10)

50.4 +2.6 ac
(Md =51.5)
(10)

45.6 + 6 ac
(Md =53.4)
(10)

53.48 +1.1ac
(Md = 54.2)
(10)

50.7 £5.7 ac
(Md = 55)
(10)

55+0.7 ac
(Md =54.9)
(10)

(10)

744 1.4 ab
(Md = 74)
(10)

111+44c¢
(Md = 4.6)
(10)

66.3 £ 2 abc
(Md = 68.40)
(10)

59.7 + 7.5 abc
(Md =67.3)
(10)

648+13¢
(Md = 64.5)
(10)

62.73 £ 7.2 abc
(Md = 67.7)
(10)

62.7 + 1.6 abc
(Md =70.2)
(10)

10.27

81.15

16.04

34.36

9.84

12.84

13.71

Os valores medios seguidos da mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente (P> 0,05). Md = mediana. (n) Tamanho da

amostra



Tabela 2: Média + erro padrdo da média do peso inicial da fémea (PIF), peso da massa de ovo (PTMO); percentagem de eclosdo (PE); indice de
producdo de ovos (IPO); indice nutricional (IN) e percentagem de controle de fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes propagulos

de Metarhizium spp. associados ou ndo ao amitraz.

Percentual
de
0] (0) (o)
Grupos PIF (mg) PTMO (mg) PE (%) IPO (%) IN (%) Controle
(%0)
2750+ 0a 167.7+0a 988+0.6a 60.85+1.22 a 764+2.1a
Controle (CTR) (Md = 0.3) (Md =0.2) (Md = 100) (Md = 60.67) (Md = 77.48)
(10) (10) (10) (10) (10)
277.1+0a <0.0+x<00b <0.0+x<00b <0.0+x<00b
Amitraz (Md = 0.3) (Md = 0) - (Md = 0) (Md = 0) 100
) ) 9) 9)
. 2750+0a 72.0+0ab 995+0.2a 55.8 + 4.1 ab
M. pingshaense 257+2.1ab
(r():ongl' aios) (Md = 0.3) (Md =0.1) (Md = 100) hd = 27;‘) (Md = 55.9) 57.42
(10) (10) (10) (10)
(10)
, 2789+0a 1500+ 0a 96.3+1.3ab 57.7+12a 69.4+16a
“(/Iblglsrt]g:h(?fgss)e (Md = 0.3) (Md = 0.1) (Md = 98) (Md = 59.2) (Md = 69.4) 11.89
P © © ©) © ©)
: 276.1+0a 1421+0a 96.2+15ab 513+2.7a 62.5+2.1a
M. pingshaense
(Micfoegcleré dios) (Md = 0.3) (Md =0.1) (Md = 98) (Md = 53.4) (Md = 63.4) 24.92
(10) (10) (10) (10) (10)
M. robertsii 2749+0a 155.9+0a 91.9+3.1b 569+1.1a 68.8+0.7a
(conidios) (Md = 0.3) (Md =0.1) (Md = 95) (Md = 58.4) (Md = 69.3) 18.60
(10) (10) (10) (10) (10)
M. robertsii 276.1+0a 1441+0a 96.4 +1.5ab 518+35a 67.5+33a
(blastospoross) (Md =0.3) (Md =0.1) (Md =99.5) (Md =55.6) (Md=72.1) 16.71
(10) (10) (10) (10) (10)

34



M. roberstsii
(Microesclerddios)

M. pingshaense
(conidios) +
Amitraz

M. pingshaense
(blastosporos) +
Amitraz

M. pingshaense
(Microesclerddios)
+ Amitraz

M. robertsii
(conidios) +
Amitraz

M. robertsii
(blastosporos)
+ Amitraz

M. robertsii
(Microesclerodios)
+ Amitraz

2750+0a
(Md =0.3)
(10)

286.9+0a
(Md = 0.3)
8

284.0+0a
(Md =0.3)
8

268.10a
(Md =0.3)
(6)

2796+0a
(Md =0.3)
©

2849+0a
(Md = 0.3)
©))

281.6+0a
(Md =0.3)
)

162.4+0a
(Md=0.2)
(10)

<0.0+£<0.0b
(Md =0)
(8)

<0.0£<00b
(Md =0)
(8)

<00+<00b
(Md =0)
(6)

<0.0£<00b
(Md =0)
)

<0.0£<00b
(Md =0)
(8)

<0.0+<0.0b
(Md =0)
(M

89.9+36b
(Md = 95)
(10)

50+13a
(Md =59.8)
(10)

<0.0£<0.0b
(Md =0)
(8)

<0.0x£<00b
(Md =0)
(8)

<00%+<0.0b
(Md =0)
(6)

<0.0£<00b
(Md =0)
9)

<0.0%£<00b
(Md =0)
(8)

<0.0+<0.0b
(Md =0)
(n

729+18a
(Md = 75)
(10)

<0.0+<0.0b
(Md =0)
(8)

<0.0x<00b
(Md =0)
(8)

<0.0%+<0.0b
(Md =0)
(6)

<0.0x<00b
(Md =0)
9)

<0.0x<00b
(Md =0)
(8)

<0.0+<0.0b
(Md =0)
(7

17.86

100

100

100

100

100

100

Os valores médios seguidos pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem estatisticamente (P> 0,05). Md = mediana. Quando tiver (-) os dados
nado tinham n suficiente para o calculo estatistico. (n) Tamanho da amostra.



5 DISCUSSAO

Alguns estudos relataram que a associacdo de fungos entomopatogénicos com
acaricidas tem potencial aplicabilidade para o controle de R. microplus, possibilitando o
uso de bases quimicas, antes menos eficazes contra algumas populagdes de carrapatos
levando a reducgdo da pressdo seletiva para outras bases, fragilizando a ocorréncia de
resisténcia a acaricidas quimicos (BAHIENSE; BITTENCOURT, 2004; SOARES;
MONTEIRO, 2011; WEBSTER et al., 2015; PAULO et al., 2016). Entretanto, apesar de
ja se ter uma nocdo sobre a compatibilidade de fungos entomopatogénicos e acaricidas
sintéticos, a literatura aborda apenas sobre o uso de um Unico propagulo, os conidios.
Dessa maneira, 0 presente estudo buscou evidenciar como blastosporos e
microesclerédios de Metarhizium spp., produzidos artificialmente em meio de cultura
liguido poderiam se apresentar frente a associagdo com carrapaticidas.

Nossos resultados mostraram que, em geral, a culturabilidade de conidios e
microsclerddios de Metarhizium spp., foi menos impactada que os blastosporos quando
associados aos acaricidas. Os conidios sdo produzidos pela conidiogénese fialidica,
enquanto os microesclerddios sao um agrupamento de hifas melanizadas altamente
resistentes ao estresse oxidativo e capazes de produzir compostos microbianos, e 0s
blastosporos sdo estruturas vegetativas produzidas por brotamento de hifas que Ihes da
uma membrana mais fraca (HALLSWORTH; MAGAN, 1996; SONG et al., 2016; KIM
et al., 2013; JACKSON; PAYNE, 2016; BERNARDO et al., 2020; CORVAL et al.,
2020). Sugere-se que as diferencas na estrutura fisica dos propagulos podem impactar na
sua suscetibilidade aos acaricidas sintéticos, ou seja, pelo fato dos blastosporos possuirem
uma membrana mais delgada/fraca, possivelmente isso viabilize uma maior acdo dos
constituintes quimicos do acaricida sintético sobre esse propagulo.

No presente estudo, os blastosporos de M. pingshaense (LCM S09) foram em
geral mais tolerantes do que M. robertsii (ARSEF 2575) (Figura 8). Além disso, 0s
conidios e microesclerddios de M. pingshaense (LCM S09) apresentaram maior
culturabilidade relativa 24 horas ap0s a incubacdo com alguns acaricidas sintéticos em
comparacdo com M. robertsii (ARSEF 2575) (Figura 8). A associacdo de fungos
entomopatogénicos e acaricidas sintéticos, dependendo da base quimica e do solvente,
pode impactar negativamente na germinacdo flngica e no crescimento micelial
(MOHAMED et al., 1987; BATISTA FILHO et al., 2001). Além disso, diferentes
isolados de Metarhizium spp. exibiram diferentes padrdes de germinacéo e crescimento
quando acaricidas sintéticos foram incluidos nos meios artificiais (SCHUMACHER;
POEHLING, 2012). Nossos resultados revelaram que a associagdo com acaricidas
sintéticos (considerando seus principios ativos e solventes) pode representar uma
condicdo estressante para fungos entomopatogénicos, como se pode observar com relagéo
aos blastosporos de ambos os isolados e para conidios e microesclerddios de M. robertsii
quando incubados por longos periodos. Além disso, o tempo de associacdo pode
influenciar na culturabilidade apresentada pelos isolados, corroborando com o que é
apresentado por Webster et al. (2015).

Uma possivel justificativa para o melhor desempenho de M. pinghsaense em
relacdo a M. robertsii nessas situa¢des poderia ser uma melhor expressdo de proteinas
responsaveis pela protecdo/detoxificacdo de fungos. Estas se apresentam como enzimas
oxidativas, sendo as principais as catalases, peroxidases e superéxido dismutases (SOD),
as enzimas atuam reduzindo os niveis de peroxido de hidrogénio intracelular e catalisando
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a dismutacdo dos radicais superoxidos, respectivamente. Um aumento na atividade de
uma ou mais dessas enzimas pode beneficiar o desenvolvimento do fungo em situagoes
de estresse, ou seja, quando associadas ao acaricida, a acdo dessas enzimas poderia
proteger o propagulo, favorecendo seu crescimento, germinacdo e, consequentemente.
sua viruléncia (SANTI et al., 2010; BEYS-DA-SILVA et al., 2014). Ou seja, a distinta
culturabilidade superestimada no presente estudo sugere que os isolados testados tém
diferentes capacidades para superar situacfes estressantes. Isso € importante para
enquadrar as estratégias para o manejo integrado de pragas. Consequentemente, 0s
blastosporos podem ser um propagulo muito eficaz para uso no controle biolégico de
artropodes, mas se acaricidas sintéticos forem usados concomitantemente, ndo é
recomendado que esses produtos sejam preparados/incubados combinados.

N&o houve inconveniente ao incorporar 0s propagulos fungicos com os acaricidas
sintéticos, ou seja, 0s solventes dos acaricidas e seus ingredientes ativos puderam ser
homogeneamente misturados com as suspensdes dos propagulos fungicos. Em ambos 0s
bioensaios, M. pingshaense (LCM S09) rendeu um percentual de controle de carrapato
mais alto do que M. robertsii (ARSEF 2575). Alves et al. (1998) sugere que produtos
biolégicos quando compativeis com produtos sintéticos poderiam provocar um melhor
controle sobre artropodes que fossem menos susceptiveis ou resistentes a determinados
produtos sintéticos. A partir disso, pode-se observar que o percentual de controle de
carrapatos era relativamente maior quando se associava os diferentes propagulos de M.
pingshaense ou M. robertsii a deltametrina. E, que os conidios de M. pingshaense +
deltametrina tiveram um percentual de controle de 81.15% e apresentaram melhores
resultados,s quando comparados aos conidios de M. pingshaense com 41.88% ou a
deltametrina com 7.23%. Esses resultados, corroboram com os apresentados por Bahiense
et al. (2006), que evidenciaram que conidios de M. anisopliae quando associados a
deltametrina provocavam maiores taxas de mortalidade do que o isolado fungico ou o
acaricida utilizado de forma isolada. Assim como Webster et al. (2015), que evidenciaram
que acaricidas utilizados isoladamente tinham um percentual de controle de 71.1%, M.
anisopliae utilizado isoladamente apresentava um percentual de controle de 56.3% e a
associacdo desses dois produtos tinham um percentual de controle de 97.9% dobre
carrapatos. A populagdo de carrapatos usada no presente estudo foi menos suscetivel a
deltametrina, mas ndo ao amitraz. Dessa forma, ndo foi possivel avaliar, com essa
populacdo de carrapatos, se ha um efeito benéfico quando o amitraz foi combinado com
fungos entomopatogénicos para o controle de R. microplus.

Além disso, em termos de compatibilidade com acaricidas, conidios e
microesclerédios sdo 0s melhores propagulos para os dois isolados estudados. Porém,
considerando os bioensaios in vitro para a populacdo de carrapatos utilizada, M.
pinghsaense conidio associado a deltametrina foi o melhor propagulo para o controle de
R. microplus. E importante enfatizar que estudos de campo seriam pertinentes para avaliar
como a associacdo de acaricidas com propégulos se apresentaria, por exemplo, no
controle de geracGes de carrapatos em canetas, sabendo que os microesclerodios séo uma
forma de resisténcia e amplamente estudada pelos seus usos em bioprodutos para
aplicagdo no meio ambiente, podem ser relevantes no controle de larvas/adultos de futuras
geragdes de carrapatos. Além disso, é importante enfatizar que embora os resultados do
blastosporos ndo tenham sido téo satisfatorios, a avaliagcdo da aplicagdo separada desse
propégulo e do acaricida pode nos fornecer informacdes pertinentes sobre a melhor forma
de estabelecer um protocolo e até mesmo indicar se ocorreria um controle eficiente sobre
0 carrapato ou a larva. Ainda sdo necessarios estudos que detalnem as condigdes
adequadas de armazenamento, prazo de validade e efeitos da interagdo com o meio
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ambiente, caso um produto seja estabelecido. Além disso, o estudo buscou avaliar como
diferentes isolados de Metarhizium spp. seriam eficazes contra R. microplus quando
associados a bases quimicas, direcionando se, quando bem elaborados, o uso de acaricidas
associados seria capaz de gerar menor impacto ao meio ambiente, promover a reducéo da
ocorréncia de resisténcia a agentes quimicos e explicar um potencial processo de transi¢cdo
de protocolos terapéuticos nas propriedades pecuérias, de forma a promover maior
sustentabilidade e reducao dos custos de producéo.
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6 CONCLUSAO

» Conidios e microesclerddios de Metarhizium spp. foram mais tolerantes que
blastosporos quando associados a acaricidas sintéticos;

» O tempo de associagdo dos propagulos fungicos de Metarhizium spp. a acaricidas
sintéticos pode influenciar quanto a culturabilidade fungica.

» O uso de fungos entomopatogénicos associados a deltametrina em uma populagédo
de carrapatos ndo suscetiveis a esse acaricida sintético causou maior controle do
carrapato do que o fungo ou o acaricida sintético exclusivamente.
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UFRRJ Comissdo de Eticano CY'F

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria [\ A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Manutencdo de colénia de Rhipicephalus microplus visando a avaliacdo do efeito de fungos
entomopatogénicos no seu controle", protocolada sob o CEUA n? 9714220419 (o 001419), Sob a responsabilidade de Vania R. E.
Pinheiro Bittencourt e equipe; Patricia Silva Gélo; Isabele da Costa Angelo; Mariana Guedes Camargo; Amanda Costa da Rocha
Corval; Laura Nobrega Meirelles; Allan Felipe Marciano; Emily Mesquita da Silva; Fernanda Sousa Faria ; Ricardo de Oliveira
Barbosa; Jéssica Fiorotti de Paulo; Julie Rhanna Tavares Ferreira; Thais Alimeida Corréa - que envolve a produgdo, manutengao e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) na reunido de
30/08/2019.

We certify that the proposal "Maintenance of Rhipicephalus microplus colony aiming to evaluate the entomopatogenic effect of
fungi", utilizing 3 Bovines (3 males), protocol number CEUA 9714220419 (io o01419), under the responsibility of Vania R. E.
Pinheiro Bittencourt and team; Patricia Silva Gélo; Isabele da Costa Angelo; Mariana Guedes Camargo; Amanda Costa da Rocha
Corval; Laura Nobrega Meirelles; Allan Felipe Marciano; Emily Mesquita da Silva; Fernanda Sousa Faria ; Ricardo de Oliveira
Barbosa; Jéssica Fiorotti de Paulo; Julie Rhanna Tavares Ferreira; Thais Almeida Corréa - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) in the meeting of
08/30/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2019 a 09/2024 Area: Parasitologia Animal
Origem: Setor de Bovinocultura da UFRRJ

Espécie:  Bovinos sexo: Machos idade: 6 a 48 meses N 3
Linhagem: Mesticos das racas Holandesa e Gir Peso: 100 a400 kg

Local do experimento: Os animais serdo mantidos em baias na Estagao para Pesquisas Parasitolégicas W. O. Neitz do
Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria da UFRR].

Seropédica, 01 de outubro de 2019

Fohio B SecW e —— T

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Carlos Alexandre Rey Matias
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinéria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR] - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: cevaiv@ufrrj.br
CEUA N 9714220419



Em.zpa
Gado de Leite

Resultado de Teste de Sensibilidade de
Carrapatos a Carrapaticidas

Teste n°: 102

Propriedade: ADRIANI CARNEIRO LOPES
Municipio: SEROPEDICA, RJ

Data: 02/09/2021

Produto Eficacia do Produto (%)

CICLORFOS e 100,0
COLOSSO FC 30 L& 100,0
COLOSSO PULVERIZACAO S S 100,0
CYPERCLOR PLUS PULVERIZAGAO RS 100,0
FLYTION EC 50 Fo g L 100,0
MAXIMO PULVERIZAGAO S oo 100,0
SUPOKILL Lo 100,0
ECTOBAT 80 S EL LS 98,5
TRIATOX PULVERIZAGAO SR o 82,7

Observagées: ‘e
1) Escolha um produto com eficacia superior a 90% e o utilize por, no maximo, doze meses. Repita anualmente o teste.

2) Leia atentamente a bula antes de utilizar o produto escolhido. Siga rigorosamente as instruges referentes a dosagem e ao preparo da
solugéo carrapaticida. Administre o banho da forma mais calma, correta e caprichada possivel. Respeite o periodo de caréncia
informado pelo fabricante. Durante este periodo, o leite esta improprio para consumo humano.

3) Cuidado redobrado com animais no tergo final de gestacéo. Nestes casos, verifique a possibilidade de substituir a aplicagdo do
carrapaticida por retirada manual e eliminagéo dos carrapatos (em agua fervente ou no fogo).

4) Leia atentamente as instrugées técnicas que acompanham este resultado para efetuar o tratamento de maneira correta e em época
adequada.

5) Periodos de caréncia de alguns carrapaticidas para utilizacdo em vacas em lactacéo: Ciclorfs: 3,5 dias; Colosso FC 30: 72h; Colosso
Pulverizagéo: 72h; Cyperclor Plus Pulverizagéo: 72h; Ectobat 80: 48h; Flytion EC 50: 72h; Maximo Pulverizag&o: 24h; Supokill: 12h;

Triatox Pulverizagao: 3 dias.

Empi Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Gado de Leite
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
Rua Eugénio do Nascimento, 610 — Bairro Dom Bosco — 36038-330 Juiz de Fora/MG
Telefone: (32)3311-7455 — Telefone geral: (32)3311-7405 — Fax: (32)3311-7502
cnpgl.carrapato@embrapa.br



