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RESUMO

NOGUEIRA, Michel Ruan dos Santos.Avaliacio do Metarril WP no controle de
Rhipicephalusmicroplus sob condi¢des naturais. 2018.68p. Tese (Doutorado em
Ciéncias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2018.

O carrapato Rhipicephalusmicroplus ¢ responsdvel por causar severos prejuizos ao
agronegocio. Alternativas de controle sdo importantes para minimizar os efeitos
causados pelo uso indiscriminado de acaricidas quimicos. Assim, fungos
artropodopatogénicos tornam-se promissores para a manutencao de niveis aceitaveis da
populacdo de carrapatos. Atualmente, existem no mercado produtos flingicos com
efeito inseticida reconhecido em pragas da agricultura, baseado nisso, o presente estudo
avaliou a eficiciada apresentagio comercial deMetarril WP® (KoppertBiological
Systems) sob canteiros artificialmente infestados e baias naturalmente infestadas por
espécimes de R. microplus. Os experimentos foram divididos em duas etapas: estudo
em canteiros ¢ em baias. Para os estudos em canteiros, foram preparados 45 canteiros de
um metro quadrado, formados porBrachiariabrizanthacultivar Marandu. Foram
formados nove grupos com diferentes tratamentos: Controle, Controle DO 400, Controle
D15 400, Controle DO 800, Controle D15 800, Metarril DO 400, Metarril D15 400,
Metarril DO 800 e Metarril D15 800. Os termos “DO0 e D15, referem-se ao numero de
pulverizagdes (Ginica ou dupla respectivamente) e os termos “400 e 800” relacionados ao
volume em mililitros por m?. Com excegdo do grupo Controle, os demais tratamentos
foram acrescidos de 1% de Tween 80® ¢ 10% de 6leo mineral. Ja aos grupos “Metarril”,
foi incorporado conidios de M. anisopliae, na concentragdo de 1 x 10°conidios/mL.
Cada grupo foi composto por cinco repeticdes. Cada canteiro recebeu tratamento por
meio de pulverizagdo manual e, em seguida foram alocadas 20 fémeas ingurgitadas de
R. microplusem cada. Ao final do experimento, foi efetuada a recuperacdo das larvas
vivas, por meio da técnica da flanela, para a verificacao da eficacia dos tratamentos. Os
experimentos em baias naturalmente infestadas, desenvolveu-se no setor de cria da
Fazenda Sao Bento, em Cachoeira Paulista, SP. Foram utilizadas 22 baias de 20 mz, que
alojavam de maneira individual bezerras Girolando. Formou-se dois grupos: Controle e
Tratado, onde ambos continham 1% de Tween 80° e 10% de oleo vegetal.
Exclusivamente ao grupo Tratado, foi incorporado Metarril WP®, na concentragio de 1
x 10’conidios/mL (1 x 10’°conidios/m?). A aloca¢io dos animais em cada grupo (11
controles e 11 tratados), ocorreu por meio do grau de infestacdo dos animais nos dias -3,
-2 e -1, ao inicio dos tratamentos. Semanalmente, o ambiente das baias recebeu
pulveriza¢des manuais com quatro litros da respectiva formulacdo. Para a verifica¢ao da
eficacia do produto Metarril WP® foram efetuadas contagens dos espécimes de R.
microplusentre 4,5 ¢ 8 mm de didmetro presentes nos animais e também pesagens
mensais, para acompanhamento do desempenho dos animais. Foram obtidos percentuais
de eficacia variando entre 31,5% a 72,6% e de 23% a 88%, nos experimentos em
canteiros € em baias, respectivamente. Os resultados revelaram que o produtoMetarril
WP® possui potencial para utilizagio no controlede R. microplus.

Palavras-chave:controle bioldgico, fungos artropodopatogénicos, formulagdes fungicas,
carrapatos.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Michel Ruan dos  Santos.Metarril WP®  effects on
Rhipicephalusmicroplus tick control under natural conditions.2018.68p. Thesis
(Doctorate in Science, Veterinary Science). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2018.

Rhipicephalusmicroplus tick is responsible for severe damages to livestock systems. In
this scenario, complementary methods are valuable, minimizing the effects caused by
the indiscriminate use of chemical acaricides. Arthropodopathogenic fungi have been
considered a promising method for reducing tick infestation in cattle. Nowadays, there
are some fungal products with recognized insecticidal effect that might also be used in
tickcontrol. Based on this, the present study evaluated the efficacy of Metarril WP®
(Koppert Biological Systems) for artificially infested pasture-beds and naturally infested
stables by R. microplus. For studies in beds, forty-five lm’pasture-beds were prepared
with Brachiariabrizantha cultivar Marandu. Nine groups with different treatments were
performed: Control, Control DO 400, Control D15 400, Control DO 800, Control D15
800,Metarril DO 400,Metarril D15 400,Metarril DO 800 and,Metarril D15 800. The
terms "DO and D15" refer to the number of sprays (single on day 0 or twice on 0 and 15
days after) and "400 and 800" for the volume in milliliters used per bed. Each group had
five replicates (beds). With the exception of the Control group, 1% Tween 80 and 10%
mineral oil for were added for all treatments. At the Metarril groups, M.
anisopliaeconidiawere incorporated at 1 x 10°conidia mL"'. The beds received the
respective treatment by manual spraying and 20 engorged R.microplustemales were
kept in each. Larvae were recovered by the drag-flag methodand efficacy of treatments
was accessed. The experiments in stables were carried out at Fazenda Sao Bento —
CachoeiraPaulista SP. Twenty-two 20 m? stableswith one Girolando heifer each were
used. Two groups were formed: Control and Treated, both with 1% Tween 80° and
10% vegetable oil. ForMetarril WP® group, the final concentration was 1 x
10°conidiam®. The animals (11 controls and 11 treated)were kept in each group and
infestation level werepreviously determined at -3, -2 and -ldays. Once a week, the
stables were sprinkled with four liters of control solution or fungus formulation. The
efficiency was determined by counting females with 4.5 and 8 mm in diameter and
weighing the animals weekly. As results, in the pasture-beds, the efficacy ranged from
31.5% to 72.6% and,in stable tests, from 23% to 88%. In conclusion, these findings
ensure that Metarril WP® has potential in R. microplustick controland might be applied
under the conditions tested.

Keywords: biological control,arthropodopathogenic fungi, fungal formulations, ticks.
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1 INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalusmicroplus ¢ popularmente conhecido como carrapato
dos bovinos, pois apresenta como hospedeiro preferencial esta espécie animal.
Originario do continente asidtico, este parasita difundiu-se pelos paises tropicais e
subtropicais através da importacdo de animais provenientes desta regido.

O Brasil apresenta um rebanho bovino de aproximadamente 217 milhdes de
cabecas, sendo considerado um dos maiores do mundo, constituido pelo cruzamento
entre ragas zebuinas, taurinas e mesticas. Desta forma, animais com grau de sangue
europeu apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento das fases parasitarias
do carrapato R. microplus. Além do mais, as condigOes climaticas brasileiras de
caracteristicas tropicais favorecem a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos instares
ndo parasitarios.

O parasitismo por ecto e endoparasitos ¢ responsavel por grande impacto na
produtividade agropecudria brasileira, as perdas econdmicas anualmente ultrapassam os
13 bilhdes de dolares. Destes, R. microplus é o responsavel por um prejuizo de 3,24
bilhdes de dolares anuais, representando 23,2% das perdas totais. Os prejuizos desta
ectoparasitose estdo relacionados principalmente com a diminui¢do na producgdo de
leite, aumento da mortalidade de animais, redu¢do da natalidade, aumento na compra
e/ou consumo de carrapaticidas, perda de peso, gastos com mao de obra, perda na
qualidade do couro e transmissdo de agentes patogénicos, limitando assim o
desenvolvimento da pecudria mundial.

As praticas de controle de carrapatos sao baseadas principalmente na utilizagao
de produtos quimicos, tendo como objetivos a diminui¢cdo da infestagdo nos animais e
nas pastagens e a manutengdo da estabilidade das hemoparasitoses. Entretanto, devido a
falta de controle estratégico, muitas vezes pela falta de conhecimento por parte dos
produtores, sdo realizados tratamentos excessivos ao longo do ano, favorecendo a
ocorréncia de resisténcia aos carrapaticidas quimicos. Diante disto, observa-se reducdo
gradativa na eficacia destes produtos sintéticos e na tentativa de contornar esta situacao,
muitos pecuaristas substituem o principio ativo e reduzem o intervalo entre tratamentos,
tendo estas agoes efeitos temporarios, ocasionando em residuos quimicos nos produtos e
subprodutos de origem animal e na contaminagao do meio ambiente.

Diante da utilizagdo inadequada de produtos quimicos, mais precisamente a

partir da década de 90, aumentaram as buscas por novas formas de controle, podendo se



destacar o uso de fitoterapicos e o uso de fungos artropodopatogénicos. Dentre a grande
diversidade fingica com acdo sobre pragas destaca-se a espécie Metarhiziumanisopliae,
que apresenta acdo bioldgica comprovada sobre varios estagios de desenvolvimento de
espécies de artrépodes.

O mecanismo de acdo dos fungos sobre as pragas alvo sdo extremamente
dependentes das condi¢des ambientais, como umidade, temperatura, luz, radiagdo
ultravioleta, condi¢des nutricionais e suscetibilidade do hospedeiro. A utilizagdo destes
agentes a campo ¢ prejudicada pela interferéncia de tais condigdes supracitadas,
entretanto, em condi¢des laboratoriais, a acdo dos fungos artropodopatogénicos no
controle do carrapato R. microplus tem demonstrado resultados satisfatorios.

Algumas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de minimizar e/ou
dificultar a interferéncia das variaveis que acometem a agdo bioldgica dos fungos
artropodopatogénicos, dando um interesse especial as formulagdes, destacando assim a
utilizagdo de oleos vegetais e minerais. O uso de formulagdes oleosas permite uma
melhor acdo dos fungos artropodopatogénicos, propiciando maior adesdo dos conidios a
superficie cuticular dos carrapatos, além de promover maior protecdo contra os fatores
ambientais. Diante disso, diferentes 6leos vém sendo testados em formulagdes fungicas
no controle microbiano de artropodes.

Algumas industrias especializadas na produg@o comercial de biopesticidas, como
a fabricante dos produtos da linha Metarril® e Boveril®, tem integrado o cenario do
biocontrole no Brasil, sendo os conidios fungicos o composto ativo destes inseticidas
bioldgicos.

Desta forma, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a eficacia do produto
comercialMetarrilWP®formulado em o6leo mineral e vegetal sobre o carrapatoR.
microplussob condi¢gdes naturais. O mesmo,faz parte das linhas de pesquisa do Grupo
Controle Microbiano de Artropodes de Importancia Médica e Veterindria da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e cadastrado no CNPq.



2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalusmicroplus

O carrapato Rhipicephalusmicroplus (Canestrini, 1887) ¢ um ectoparasita de
grande importancia para a economia mundial atual. Popularmente conhecido como
carrapato dos bovinos, tem como hospedeiro preferencial o bovino. Entretanto, pode
utilizar outros mamiferos selvagens e domésticos, incluindo o homem, para o
hematofagismo (FORTES, 2004).

Este artropode pertence ao Filo Artropoda, Classe Aracnida, Subclasse Acari,
Ordem Ixodida, Subordem Metastigmata e Familia Ixodidae(FLECHTMANN, 1990).0
carrapato dos bovinos foi inicialmente classificadocomo Boophilusmicroplus. Porém,
Murrel e Baker (2003), por meio de estudos morfologicos e moleculares que
constataram semelhancga filogenética entre dois diferentes géneros da Familia Ixodidae,
sugeriramuma  reclassificagdo, passando a espécie ser denominada de
Rhipicephalusmicroplus, devido evidencias de que algumas espécies do
géneroRhipicephalussao mais estreitamente relacionados ao géneroBoophilus.

Originario do continente asiatico, mais especificamente da India e da Ilha de
Java (WHARTON, 1974), foi disseminado por varios paises tropicais e subtropicais
pela importacdo de animais infestados, onde encontrou condi¢des perfeitas para a
sobrevivéncia (SEQUEIRA; AMARANTE, 2002). Atualmente na regidao neotropical,
este ectoparasita apresenta-se distribuido numa imensa regido que abrange do norte
argentino ao México, incluindo as ilhas do Caribe e Antilhas (PEREIRA et al., 2008).
Acredita-se que, no Brasil, a introdugdo tenha sido feita a partir da importacao de
animais comprados do Chile no inicio do século XVIII (GONZALES, 1995).

Morfologicamente, o0 macho e a fémea de R. microplus sdo caracterizados pelo
escudo dorsal total e parcialmente de coloragdo castanho-avermelhada, respectivamente,
palpos curtos, espessos e angulosos,hipostdmio com quatro séries de dentes recorrentes
de cada lado,peritremas arredondados e coxa I bifida. Além disso, machos ainda
apresentam apéndice caudal e quatro placas adanais (FORTES, 2004). Antes do
processo de ingurgitamento, machos e fémeas podem apresentar dimensdes de 2,5 mm
de comprimento por 1,4 mm de largura. Posteriormente, fémeas podem atingir até 13

mm de comprimento por § mm de largura (PEREIRA et al., 2008).



Em seu ciclo de vida, R. microplus necessita de apenas um hospedeiro,
apresentando duas fases distintas denominadas de parasitaria (ocorre sobre a superficie
corporal do hospedeiro) e ndo parasitdria (ocorre no ambiente e ndo envolve
hematofagia). A partir da copula entre machos e fémeas sobre o hospedeiro, fémeas
fertilizadas e completamente ingurgitadas desprendem-se da pele do hospedeiro e sob a
acdo da gravidade caem no solo. Apds um periodo varidvel de dois a seis dias, iniciam a
postura de aproximadamente 2000 a 3000 ovos, que permanecem aglutinados
(FORTES, 2004). A massa total de ovos pode chegar a representar em torno de 52% do
peso da fémea (FURLONG, 1993). Apds o periodo de postura, de aproximadamente 15
a 20 dias, a fémea morre e os ovos passam por um periodo de incubagdo que
corresponde desde a postura do primeiro ovo até a eclosdo da primeira larva. O
desenvolvimento dos ovos no ambiente ¢ fortemente influenciado pela temperatura e
umidade relativa do ar (UR), no qual ambientes que apresentem UR inferior a 60% sdo
capazes de comprometer a viabilidade da postura e eclodibilidade das larvas. Em longos
periodos de estiagem ¢ possivel observar uma reducdo na infestacdo das pastagens, por
destruicao dos ovos (SEQUEIRA; AMARANTE, 2002).

As larvas recém-eclodidas medem cerca de 0,5 mm de comprimento e nao tém
capacidade infestante. Apos quatro a seis dias, se tornam larvas infestantes e sobem
pelas hastes do capim e aguardam a passagem do hospedeiro. Ao encontrarem
hospedeiros, as larvas transferem-se para a superficie corporal do animal, dando inicio a
fase parasitaria que durara em média 21 dias. As larvas infestantes fixam-se
preferencialmente nas regides de pele mais fina como perineo, barbela, tbere, orelha e
bolsa escrotal no qual nutrem-se de linfa, crescem e se desenvolvem sendo denominadas
ninfas (FORTES, 2004).

O estagiode ninfa dura em média oito dias, ocorrendo apos este periodo, nova
muda e surgindo assim machos e fémeas impuberes (SEQUEIRA; AMARANTE,
2002). O macho adulto ¢ encontrado junto a fémea, ocorrendo assim a copula. Apos a
fertilizagdo das fémeas, estas continuam se alimentando até chegarem ao tamanho
maximo de ingurgitamento, recebendo a denominacdo de teledginas. As teledginas
desprendem-se da pele do hospedeiro, caem ao solo para a realizacao da postura de ovos
e iniciam a fase ndo parasitaria do ciclo evolutivo (FORTES, 2004).

Devido as condigdes climaticas favoraveis do nosso pais, o desenvolvimento

desteparasito ocorre ao longo de todo ano, exceto nos periodos de estiagem prolongada



e/ou baixas temperaturas, levando a ocorréncia de trés a quatro geracdoes de R.
microplus anuais (SEQUEIRA; AMARANTE, 2002).

A populagdo do carrapato dos bovinos esta distribuida de maneira ndo uniforme,
na qual cerca de 95% dos parasitos estdo no meio ambiente e apenas 5% estdo sobre os
animais (PEREIRA et al., 2008). O parasitismo realizado pode resultar em problemas
como depreciacdo do couro, diminui¢do do escore corporal, transmissdo de patogenos,
predisposi¢do a miiases secundarias e principalmente reducao da quantidade e qualidade

dos produtos de origem animal (HORN; ARTECHE, 1985).

2.1.1 Importancia do carrapato Rhipicephalusmicroplus

O rebanho nacional bovino possui aproximadamente 217 milhdes de animais,
distribuidos ao longo de oito milhdes de quildmetros quadrados (MAPA, 2018). De
acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal
(SINDAN,2014), o Brasil apresenta o maior rebanho comercial do mundo, sendo
exploradas tanto para a producao de carne como de leite e derivados. No ano de 2014 a
agropecuaria foi responsavel por movimentar 43% do Produto Interno Bruto (PIB)
agropecuario brasileiro, revelando sua grande importincia para o pais (SINDAN, 2014).
Ja no ano de 2017, todos os setores, industrias e servigos contribuiram negativamente na
formacdo do PIB, entretanto, o agronegdcio cresceu 14,5%, compondo 24% do Produto
Interno Bruto nacional (MAPA, 2018). O prejuizo total ocasionado por R. microplus
pode ser relacionado a 40% por perdas na producdo de leite, 27% pela mortalidade de
bovinos, 11% sobre o desempenho reprodutivo, 9% em gastos com a compra de
carrapaticidas, 5% pela diminui¢do do ganho de peso, 5% em juros bancarios e 3% pela
ma qualidade do couro e despesas no controle e prevencdo das hemoparasitoses
(BRITO, 2008). Além desses prejuizos, estipula-se que o0s pecuaristas gastem
anualmente R$ 800 milhdes com produtos quimicos no controle dos parasitos
(MARTINEZ et al., 2004). Grisi e colaboradores (2014), avaliaram o impacto
econdmico dos parasitos sobre os bovinos no Brasil, verificando que as perdas
ocasionadas por endo e ectoparasitos podem chegar a 13,96 bilhdes de dodlares por ano.
Destes, R. microplus ¢ o responsavel por um prejuizo de 3,24 bilhdes de dolares,
representando 23,2% das perdas totais.

Neste contexto, o controle de R. microplus torna-se imprescindivel. Porém, ¢

uma pratica bastante complexa por apresentar limitagdes, como a falta de conhecimento
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dos produtores (ROCHA et al., 2006; AMARAL et al., 2011), alto nimero de larvas
infestantes nas pastagens (KETTLE, 1995), ocorréncia de intoxicagdo de mamiferos e
selecdo de cepas resistentes devido ao uso indiscriminado de acaricidas quimicos

(SAMISH et al., 2004).

2.1.2 Estratégias para o controle de Rhipicephalusmicroplus

Em 1896, a utilizagdao de acaricidas passou a ser realizada de forma sistematica,
com o uso do arsénico no controle de carrapatos em bovinos. O uso foi liberado nos
Estados Unidos a partir de 1910, criando um mercado internacional para este produto.
Mas, devido a resisténcia dos carrapatos ao arsénico na Australia, apos o ano de 1937, o
risco a saude e as preocupacdes com residuos motivou o desenvolvimento de novos
produtos como os organoclorados em 1946, ciclodienos e toxafeno em 1947,
formamidinas em 1975, piretrdides em 1977 e lactonasmacrociclicas em 1981
(ANDREOTTI, 2010).

Em 1975 foram langadas as amidinas, tendo como caracteristica poder residual
de 14 dias, permitindo um intervalo maior entre tratamentos. Esse firmaco penetra
ativamente no carrapato e ¢ metabolizada em metilformamidina, interferindo na postura
de ovos das teledginas e apresenta toxicidade para todas as fases de vida, além de inibir
enzimas do metabolismo do carrapato (LI et al., 2004).

Com a ocorréncia de resisténcia dos carrapatos dos bovinos aos
organofosforados, estimulou-se o uso extensivo de piretroides, sendo existentes pelo
menos trés subgrupos dessa familia:deltametrina, cipermetrina e alfametrina (GEORGE
et al., 2008).

A grande revolugdo dos antiparasitarios no mercado mundial surgiu no inicio da
década de 1980, com o desenvolvimento das lactonasmacrociclicas, apresentando poder
residual maior que os piretroides, além de serem eficazes no tratamento de uma ampla
variedade de endo e ectoparasitos. Este grupo ¢ produzido pela fermentacao do fungo
Streptomycesavermitiles, sendo existentes quatro subgrupos: ivermectina, moxidectina,
doramectina ¢ abamectina (FURLONG; MARTINS, 2000).

De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagcdo e
Agricultura (FAO), no ano de 1987, o carrapato dos bovinos foi reportado em 80% da

populagdo mundial de bovinos, assim tornou-se como o ectoparasita de maior impacto
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econOmico em areas tropicais e subtropicais. Assim, ao longo da histdria, tém-se
buscado o controle deste artropode de maneira sustentdvel, ambientalmente segura e
com adequado custo — beneficio (WILLADSEN, 2006).

Os métodos tradicionais para o controle quimico do carrapato dos bovinos,
apresentam acaricidas formulados em p6 molhdvel, concentrado emulsionado e
formulagdes fluidas. Desta forma, os acaricidas convencionais utilizados podem ser
aplicados por meio de banho de imersdo, pulveriza¢do, via parenteral, bolus intra
ruminal, brincos impregnados e pour on.

No Brasil, as praticas de controle de carrapatos sao baseadas principalmente na
utilizacdo de produtos quimicos, tendo como objetivos a diminui¢do da infestacdo dos
animais e das pastagens e a manutencdo da estabilidade das hemoparasitoses.
Entretanto, devido a falta de controle estratégico, muitas vezes pela falta de
conhecimento por parte dos produtores, sdo realizados tratamentos em numero
excessivo ao ano, favorecendo a ocorréncia de resisténcia aos carrapaticidas quimicos
(ROCHA et al., 2006).

O uso prolongado de um produto quimico permite que uma parte da populagao
de carrapatos sobreviva. Esta capacidade pode ser conferida a uma populacdo de
carrapatos mesmo antes do contato prévio com os produtos, visto que alguns individuos
sdo considerados naturalmente resistentes (ROUSH, 1993; FREITAS et al., 2005;
JANER et al., 2010; ABBAS et al., 2014). Furlong e colaboradores (2000), ressaltaram
a existéncia do gene alelo resistente, devido ao uso frequente e indiscriminado de
carrapaticidas causando mutac¢des em alguns individuos da populacao.

O amitraz, acaricida classificado como formamidinas, ¢ amplamente utilizado no
controle de carrapatos. Entretanto, o processo de resisténcia do mesmo ¢ considerado
complexo, envolvendo heranca recessiva de alelosmultigénicos (LY AY et al., 2004).
Segundo Ly Ay et al., (2004), o desenvolvimento de resisténcia ao amitraz, pode estar
ligado a desintoxicacdo metabodlica, variando entre diferentes cepas de R. microplus.
Baron e colaboradores (2015), confirmaram que a resisténcia ao amitraz, de linhagens
sul — africanas de R. microplus, estao associadas ao desequilibrio gamético, gerando
dois haplotipos recombinantes, tornando assim, preocupante a utilizagao deste acaricida.

Na tentativa de contornar esta realidade, a substituicdo do principio ativo e a
reducdo no intervalo entre tratamentos sdo as estratégias utilizadas com grande
frequéncia pelos pecuaristas, tendo estas acoes efeitos temporarios (HEIMERDINGER,

2005), além do aparecimento de residuos quimicos nos produtos de origem animal ¢ a
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contaminagdo ambiental (CHAGAS et al., 2002). Assim, devemos nos atentar para a
pressdo da sociedade nos ultimos anos, que tem se preocupado com a contamina¢ao
ambiental e também com a presenca de residuos quimicos nos alimentos (CASTRO et
al., 2009), além das questoes de bem-estar animal.

O controle de R. microplus, ¢ alcangado especialmente por acaricidas quimicos.
Contudo, ha resisténcia mensurdvel a maioria dos compostos quimicos comerciais
disponiveis, havendo a necessidade de desenvolver e validar eficicia de métodos de
controle aos carrapatos dos bovinos (RODRIGUES et al.,, 2018). Deste modo, ¢
crescente o numero de estudos buscando métodos alternativos para o controle de pragas
e parasitos, inclusive R. microplus (MENDES, 2011). Diante disto, aumentaram as
buscas por novas formas de controle, destacando o uso de vacinas (SEQUEIRA;
AMARANTE, 2002), produtos fitoterapicos (HERNANDEZ et al., 1987) e o uso de
fungos artropodopatogénicos (BITTENCOURT et al., 1992).

A utilizagdo de vacinas para o controle do carrapato dos bovinos encontra-se em
fase experimental (SEQUEIRA; AMARANTE, 2002; PATARROYO et al., 2009;
PARIZI et al., 2012; SEIXAS et al., 2012; LEW-TABOR et al., 2014). De la Fuente e
colaboradores (2007), relatam que esta metodologia de controle apresentou
intensificagdo em meados dos anos 90, principalmente da América do Norte e América
do Sul, a partir da utilizagdo de glicoproteinas provenientes do intestino médio do
carrapato dos bovinos. No mesmo ano, segundo os pesquisadores, ficou comprovada a
eficacia da vacinagdo em algumas regides geograficas, onde reduziram-se assim, o
nimero de aplicagdes de acaricidas quimicos. Guerrero e colaboradores (2014),
confirmaram a eficacia da vacina contra R. microplus, utilizando antigenos especificos a
proteinas de membrana, tornando promissora no controle integrado do carrapato dos
bovinos. Recentemente Garcia e colaboradores (2017), avaliaram a resposta humoral de
bovinos resistentes e susceptiveis a proteinas salivares de R. microplus, ficando
constatada que a neutralizagdo por anticorpos dos hospedeiros de proteinas salivares
envolvidas no parasitismo, ¢ essencial no controle de infestagoes.

A flora brasileira ¢ considerada a maior do mundo, possuindo aproximadamente
5.5000 espécies de plantas (DI STASI, 1996). Desta forma, tem-se estudado a acdo de
fitoterapicos no controle de muitas pragas e/ou doencas (HERNANDEZ et al., 1987,
ARAUJO, 2000; HEIMERDINGER, 2005; CASTRO et al., 2009;LAGE et al., 2013;
LAGE et al., 2014; ARAUJO et al., 2015; CRUZ et al., 2016; FERREIRA et al., 2017).



Dentre a grande diversidade de fungos com agao artropodopatogénica destaca-se
a espécie Metarhiziumanisopliae, que apresenta acdo bioldgica comprovada sobre
varios estagios de desenvolvimento de espécies de carrapatos (BITTENCOURT et al.,
1994;QUINELATO et al., 2012;PERINOTTO et al., 2013; MARCIANO et al., 2015;
FIOROTTIet al., 2016; CAMARGO et al., 2016; PERINOTTO et al., 2017).

2.2 O fungo artropodopatogénicoMetarhiziumanisopliae

Existe uma grande variedade de espécies fungicas patogénicas a insetos. Tais
espécies evoluiram para combater as defesas naturais do hospedeiro, combinando a agdo
de enzimas para a penetrar e acessar a hemocele das pragas alvo. Fungos
entomapatogénicos sdo considerados uma alternativa ambientalmente amigavel, sendo
identificadas diversas cepas com a¢do a pragas agricolas e de importancia médico —
veterinario (LEEMON; JONSSON, 2008).

Dubovskiy e colaboradores (2013), relataram que a supressdo de resposta
sist€émicas permite a realocagdo de recursos para as defesas integrais do hospedeiro,
apos observarem melhora na cutila de Galleriamellonellaem infec¢ao experimental pelo
fungo Beauveriabassiana. Situagdo ndo constatada por M. anisopliae, segundo os
pesquisadores  citados  anteriormente. Desta forma, Metarhiziumanisopliae
(Metschnikoff) Sorokin 1883 ¢ um fungo filamentoso de grande importancia
agroecologica mundial. Considerado de ocorréncia cosmopolita, ¢ amplamente utilizado
para o controle de diversas pragas da agricultura,onde tem sido encontrado no solo,
proximo as raizes das plantas, ou em cadéaveres de artropodes (ZIMMERMANN, 2007).

Este fungo ¢ pertencente ao Reino Fungi, SubreinoDikarya, Filo Ascomycota,
Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Claviciptaceae, Género
Metarhizium, Espécie Metarhiziumanisopliae(HIBBETT et al., 2007; BISCHOFF et al.,
2009), sendo considerado o responsdvel por causar uma doenca denominada
MuscardineVerde, uma enfermidade registrada em centenas de espécies de artropodes
(ALVES, 1998).

O primeiro relato de sua ocorréncia foi verificado pelo pesquisador russo
Metschnikoff em 1879. A partir de um estudo utilizando o referido fungo como agente
controlador do besouro Anisopliaeaustriaca, foi denominado Entomophoraanisopliae.

No entanto, em 1883, Sorokin descreveu o fungo como o responsavel pela ocorréncia da



Muscardine Verde, renomeando-o assim como Metarhiziumanisopliae(TULLOCH,
1976).

Através de estudos morfoldgicos e moleculares, Bischoff e colaboradores
(2009), promoveram uma nova classificacdo de M. anisopliae. Em tais abordagens foi
proposto a formacao do complexo Metarhiziumanisopliae, formado por nove diferentes
espécies: Metarhiziumanisopliae, Metarhiziumguizhouense, Metarhiziumpingshaense,
Metarhiziumacridum, Metarhiziumlepidiotae, Metarhiziummajus e
Metarhiziumbrunneum, e duas novas espécies, Metarhiziumglobosum e
Metarhiziumrobertsii. Além disto, foi sugerido que isolados que ndo estejam
classificados segundo os estudos, devem ser referenciados como Metarhiziumanisopliae
sensu lato (s.1.) (BISCHOFF et al., 2009).

Com relagdo a aplicabilidade, estudos desenvolvidos por
Zimmermann(2007),demonstraram que M. anisopliaes.l. pode ser considerado seguro
para diferentes espécies de animais, bem como ao homem e ao meio ambiente.

No Brasil,estudos de controle de pragas agricolas envolvendo o uso de fungos
artropodopatogénico foram desenvolvidos ao longo dos anos, nos quaispodem ser
destacados: cigarrinhas das pastagens (Deoisflavopictae Zulia entreriana),cigarrinhasda
cana-de-agiicar  (Mahanarvaposticatae ~ M.  fimbriolata),  broca-da-bananeira
(Cosmopolitessordidus), broca-do-café (Hipothenemushampei), cupim das pastagens
(Cornitermescumulans), cupim da cana-de-aglcar (Heterotermessp.), broca-dos-citros
(Diploschemarotundicolle) e percevejo-do-colmo do arroz (Tibracalimbativentris)
foram as espécies de maior agdo e importancia (ALVES, 1998;ONOFRE et al., 2002).
Faria e Wraight (2007), relataram que hé disponivel no mercado diversos produtos
micopesticidas destinados ao controle de artropodes, sendo que 33,9% destes
apresentam como ingrediente ativoM. anisopliae.

O modo de infec¢do dos fungos dos génerosMetarhizium, pode ser distribuido
em seis etapas: adesdo, germinacdo, formagdo do apressorio, penetragdo, extrusiao e
esporulagao (ZIMMERMANN, 2007). De acordo com Alves (1998), omecanismo de
acdo de fungos artropodopatogénicos € um fator favoravel nos programas de controle
biologico, visto que o mesmo age a partir do contato dos conidios com o hospedeiro,
dando-se inicio a fase de adesdo sobre a superficie cuticular externa do artropode. Nessa
fase, diversos estimulos quimioestaticos e enzimaticos sdo realizados, permitindo assim
a fixagdo e a ocorréncia de uma fase germinativa, na qual se desenvolve uma estrutura

diferenciada denominada de tubo germinativo. Em sequéncia, ocorre uma dilatacdo da
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extremidade posterior do tubo germinativo com conseguinte formag¢ao do apressoério
(estrutura rica em enzimas de agdo degradativa). A penetragdo se d4 pela associagdo da
pressdo fisica exercida pela hifa com a acdo enzimatica sinérgica de proteases, lipases e
quitinases na cuticula do hospedeiro. O fungo ao chegar a hemoceledesenvolve uma
estrutura adapativa denominada de blastosporo. Ao encontrar condi¢cdes adequadas de
adaptacdo, estas estruturas diferenciam-se em hifas, que levam a morte do hospedeiro
possivelmente por compressdo dos orgaos internos, producdo de metabolitos toxicos e
inani¢do. O processo finaliza-se com a exteriorizagdo e producao de conidios na sua
superficie corporal, levando a dispersao do agente para outros hospedeiros ou mesmo
para o solo. A eficdcia de todo o processo ¢ dependente de condi¢des favoraveis do
ambiente como temperatura, umidade e pH ideais (ALVES, 1998; ZIMMERMAN,
2007).

2.3 Controle biologico de Rhipicephalusmicroplusutilizando fungos com

aciao entomopatogénica

De acordo com Alves (1998), os fungos foram os primeiros microrganismos
estudados no controle microbiano de insetos. Sendo o primeiro registro do uso de um
micoinseticida datado no ano de 1888 na Russia. Naquela época, desconhecia-se o
agente microbiano, mas através de estudos e observagdes, o espécime utilizado foi
M.anisopliae, produzido em massa de cevada, que posteriormente foi pulverizado no
campo controlando uma praga conhecida popularmente como bicudo da beterraba,
Cleonuspunctiventris(LORD, 2005). Tais agentes microbianos sdo considerados
patogenos de largo espectro, devido a capacidade de atacar insetos aquaticos, fitofagos e
terrestres, causando naturalmente enfermidades sobre o hospedeiro em suas diferentes
fases de desenvolvimento (ALVES, 1998).

A grande variabilidade genética apresentada por esses microrganismos,
possibilita a selecdo de isolados fungicos de alto potencial para serem utilizados em
controle biologico (QUINELATO et al., 2012). A existéncia de uma grande diversidade
de fungos com acdo artropodopatogénica, sendo estes considerados potencialmente
promissores por apresentarem capacidade de penetracdo pela cuticula de artropodes,
habilidade de matar a praga alvo em seus diferentes estagios de desenvolvimento e a
relativa especificidade de viruléncia sobre um espécime ou pequeno grupo de pragas

(GINSBERG et al., 2002).
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Para o controle de carrapato in vitro, diferentes trabalhos t€ém demonstrado a
eficacia de M. anisopliae para Dermacentornitens, Amblyommavariegatum,
Amblyommcajennense, Rhipicephalussanguineus, — Rhipicephalusappendiculatus ¢
Rhipicephalusmicroplus(BITTENCOURT et al., 1992; MONTEIRO et al., 1998;
GARCIA et al., 2004; LOPES et al., 2007; PERINOTTO et al., 2013; NOGUEIRA et
al., 2014), sendo que no Brasil isolados de M. anisopliaes.l. ja foram encontrados
infectando naturalmente fémeas de R. microplus(COSTA et al., 2002).

O processo € a dindmica de infecgdo em R. microplus foi descrito e demonstrado
por Bittencourt e colaboradores (1995; 1999), indicando que a penetracao ocorria
exclusivamente de forma ativa pela superficie cuticular externa e ndo por outras
quaisquer vias de penetracdo como pelos espiraculos respiratdrios, via vaginal e/ou via
oral. Além disto, foi observada a capacidade proliferativa de M. anisopliae na hemocele
e na superficie de 6rgaos do carrapato.

Como consequéncia da infeccdo, foi possivel observar alteracdes nos periodos
de postura, indice de producdo de ovos, periodo de incubacgdo, periodo e percentual de
eclosiao de ovos (BITTENCOURT et al., 1992; BITTENCOURT et al.,, 1994;
FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).

O modo de infec¢do do fungo M. anisopliaepode ser organizado em seis etapas:
adesdo, germinagdo, formacdo do apressorio, penetragdo, extrusdo e esporulacdo.
Assim, M. anisopliae ¢ um potencial agente bio controlador, no entanto, o modo de acao
e os efeitos sobre microrganismos nao alvos, devem ser considerados e superados para

maximizar a eficacia a campo (ZIMMERMANN, 2007).

2.3.1 Desafios relacionados ao ambiente para a aplicabilidade dos fungos

entomopatogénicos

Pelo fato dos fungos agirem sobre a cuticula da praga alvo, tornam-se mais
expostos as intempéries ambientais (ROBERTS; YENDOL, 1971). A acdo negativa
conferida pelos fatores bidticos e abidticos sobre a patogenicidade destes
microrganismos empregados no biocontrole de artropodes pode ser superada com o
método de preparo do produto, através de formulagdes (CAMARGO, 2012).

A temperatura considerada ideal para o desenvolvimento dos fungos com ag¢do
artropodopatogénica varia entre 25 e 35°C (COONEY; EMERSON, 1964). Segundo

Fargues e colaboradores (1992), para o crescimento micelial de M. anisopliae, a
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temperatura adequada varia entre 37 e 40°C, embora para a germinagao dos conidios, a
temperatura média deva estar entre 25 £ 1°C (ALVES, 1998). Entretanto, no mesmo
ano, Yip et al. (1992) verificaram uma consideravel variagdo na germinagao de conidios
de M. anisopliae em diferentes temperaturas e entre distintos isolados da mesma
espécie. Além disto, a temperatura média do microclima em que os biopesticidas serdao
utilizados interfere diretamente na eficacia do tratamento (POLAR et al., 2005). A
umidade do ambiente pode alterar a germinacdo dos conidios, auxiliando ou
dificultando a agdo dos agentes microbianos (LAZZARINI et al., 2006). Em geral,
fungos filamentosos necessitam de alta umidade relativa do ar para desenvolverem seu
processo de infeccdo (ALVES, 1998). Entretanto, Zimmermann (2007), observou
crescimento do fungo Beauveriabassiana em umidade atmosférica entre 60% e 70%,
sendo estas consideravelmente baixas.

Dentre os principais fatores ambientais, a radiagdo solar ¢ considerada um dos
mais importantes para a aplicabilidade do controle microbiano. A luz solar formada por
raios UV-A e UV-B apresenta variacdes de acordo com hora do dia, estagdo do ano,
altitude e condigdes atmosféricas (ROBERTS; FLINT, 2002). Rangel e colaboradores
(2004), retrataram que conidios de M. anisopliaeproduzidos sobre cadaveres de insetos
foram mais sensiveis a radiagdo UV-B quando comparados aqueles produzidos em
BDA (batata, dextrose e agar) acrescido de levedura.

Assim, a adi¢dao de substancias protetoras na formulacao fungica como 6leos de
origem animal ou vegetal, bem como a sele¢do de isolados que apresentem melhor
capacidade adaptativa aos diferentes fatores abidticos sao medidas necessarias para que

a implementac¢do deste método alternativo seja considerada viavel e eficaz no campo.

2.3.2 Formulacao de Fungos Entomopatogénicos

A formulagdo de isolados fingicos proporciona garantias de aplicabilidade
através da protecao contra os fatores abioticos presentes no meio ambiente. Os conidios,
quando adicionados em espalhantes adesivos, facilmente dispersam-se em agua, porém
apresentam eficiéncia comprometida em umidade e temperatura consideradas
inadequadas (JAMES et al., 1998; CAMARGQO et al., 2016; ANGELO et al., 2010).

A adicdo de 6leo mineral e/ou vegetal a formulagdo tem como objetivo proteger
e melhorar a ag¢ao conidial sobre a superficie da praga alvo (ALVES, 1998). Além disso,

suspensoes oleosas apresentam melhores resultados quando comparados com
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tratamentos realizados com suspensdes aquosas (PRIOR et al., 1988; MARANGA et al.,
2005), por permitir maior adesdo dos conidios a superficie dos carrapatos, além de
promover protecdo contra a radiagdo solar (SOUZA, 2003).

Deste modo, estudos com diferentes oleos vém sendo desenvolvidos em
formulacdes fungicas de M. anisopliae no controle de artrépodes, como exemplos, o
6leo de amendoim no controle de larvas, ninfas e fémeas ingurgitadas das espécies
Rhipicephalusappendiculatus e Amblyommavariegatum (KAAYA; HASSAN, 2000),
0leo de coco em fémeas ingurgitadas de R. microplus (POLAR et al., 2005), 6leo de
girassol e 6leo mineral sobre os estdgios de desenvolvimento de R. microplus (KAAYA
et al.,, 2011; CAMARGO et al., 2012; CAMARGO et al., 2014) e 6leo de soja no
controle de fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos (PERINOTTO et al., 2017).

Angelo e colaboradores (2010), ao avaliarem a agdo artropodopatogénica do
fungo Lecanicilliumlecanii sobre ovos, larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus,
também obtiveram uma melhor eficiéncia com o emprego de formulagdo oleosa,
ocasionando a morte das fémeas ingurgitadas antes mesmo do inicio da postura de ovos.

Analisando sob condi¢des laboratoriais a patogenicidade de M. anisopliae e
Beauveriabassiana sobre os estagios de desenvolvimento do carrapato dos bovinos,
entre formulagdes oleosas contendo 10%, 15% e 20% de 6leo mineral e suspensdo
aquosa, ambas na concentracdo 10°conidios/ml, ficou constatado que as formulagdes
oleosas apresentaram uma melhor acdo sobre as fases de desenvolvimento de R.
microplus, quando comparadas com a suspensdo fungica aquosa (CAMARGO et al.,
2012).

A eficiéncia de produtos comerciais no controle de ninfas do carrapato
A.cajennensefoi avaliada por Lopes et al. (2007) utilizando suspensdes pd molhavel do
isolado ESALQ-PL63 de B. bassiana(Boveril WP) e formulacao concentrada de 6leo
emulsionavel do isolado ESALQ-1037 de M. anisopliae (Metarril SC).A formulagao
concentrada de 6leo emulsionavel mostrou uma maior patogenicidade sobre as larvas do
carrapato 4. cajennense, causando 100% de mortalidade no 6° dia apds o tratamento,
diferentemente, a suspensao de p6 molhavel de B. bassiana ocasionou uma mortalidade
de 40% ao décimo dia ap6s o tratamento.

Entretanto, Polaret al. (2005) ressaltaram que alguns 6leos podem afetar o
processo de germinacdo dos conidios, dificultando assim a agdo dos agentes

microbianos.Entretanto, experimentos utilizando o6leo de coco, 6leos comerciais e

14



parafina liquida demonstraram que o fungo M. anisopliae pode ter sua eficicia
aumentada através das formulagdes empregadas.

Paixdo e colaboradores (2017), reforgam a possibilidade de minimizar os efeitos
deletérios provocados pelo estresse térmico, por meio da utilizagdo de formulagdes
oleosas.

Devido a intensa demanda da sociedade por alimentos e tratamentos
sustentaveis, torna-se crescente o numero de estudos indicando microrganismos com
potencial efetivo no controle bioldgico dos principais parasitos que interferem nos
indices zootécnicos,econdmicos e sanitarios, onde podemos destacar o carrapato dos
bovinos (JENKINS, 1964; MWANGI et al., 1991; BITTENCOURT et al., 1992;
SAMISH et al., 2004).

Como sdo agentes biologicos, a suapatogenicidade e a viruléncia podem variar
entrehospedeiros do mesmo género e at¢ da mesma espécie, sendo de extrema
importancia realizar testes de ensaio bioldgico na tentativa de se obter e/ou identificar
isolados mais adaptados ao ambiente e hospedeiros que se deseja trabalhar (MENDES,
2011; PERINOTTO et al., 2017).

Correia e colaboradores (1998), avaliaram os efeitos de diferentes concentracdes
do isolado E9 de M. anisopliaes.l. sobre R.microplusde bovinos estabulados,
demonstrando excelente eficiéncia e com percentual de fémeas mortas de 97,7% um dia
ap6s o tratamento. Ja Lubeck e colaboradores (2008), avaliaram o potencial de
diferentes isolados de M. amisopliae s.l. para o controle biologico do carrapato R.
microplus, no qual seis isolados foram considerados patogénicos e os isolados E6, CG
47 e CG 97 foram os mais virulentos.

A associagdo de fungos artropodopatogénicos com produtos quimicos também ¢
vidvel, apresentando resultados satisfatorios e elucidando o auxilio que estes
microrganismos podem fornecer aos pesticidas sintéticos, uma vez que o0
desenvolvimento destes biopesticidas ndo ¢ afetado (BAHIENSE et al., 2006;
POSADAS; LECUONA, 2009; SCHUMACHER; POEHLING, 2012). Webster ¢
colaboradores (2015), verificaram em testes in vivo, compatibilidade e potencializa¢ao
do efeito da cipermetrina associada a M. anisopliae, onde a mesma alcancou 97,9% de
eficacia.

Testes de estabulos utilizando o fungo artropodopatogénicoM.anisopliae para o
controle do carrapato R. microplustambém vém demonstrando bons resultados.

Bahiense e colaboradores (2007), constataram mortalidade média de 33% de fémeas
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ingurgitadas do carrapato dos bovinos submetidas ao tratamento na concentragdo de 8 x
10%conidios/mL em suspensdo aquosa. Ja Camargo e colaboradores (2014), apos
avaliacdo do produto comercial Metarril SP Organic contendo 10% de 6leo mineral
verificaram uma eficacia de aproximadamente 47%.

O fungo M. anisopliae s.I tem evidenciado resultados interessantes a campo.
Alonso-Diaz e colaboradores (2007), constataram eficicia média de 45% apos
tratamento com suspensdo fingica aquosa. Sahagine colaboradores (2010),
pulverizando pastagem naturalmente infestada por larvas do carrapato dos bovinos,
obtiveram reducdo de 94,2% de reducdo da carga parasitaria, duas semanas apos o
tratamento. Kaayae colaboradores(2011), observaram redu¢ao de 83% no niimero total
de carrapatos R. microplus apos tratamentos de bovinos por pulverizagdo com este bio
controlador formulado em 20% de 6leo de girassol. Samish e colaboradores (2014),
pulverizando o ambiente, verificaram a a¢do do fungo M. brunneumformulado em 6leo
mineral, onde o0 mesmo promoveu a morte das fémeas de R. microplusantes mesmo da
postura de ovosJa Camargo e colaboradores (2016), constataram eficacia média de
aproximadamente 75 e 46% quando comparado aos grupos controle e controle oleoso,
respectivamente, utilizando 6leo mineral incorporado a formulacdo fungica de M.

anisopliae.

2.4 Apresentacdes comerciais com ingrediente ativo a base de fungos com

acao biologica

Segundo Mascarin e colaboradores (2018), os fungos com agdo
entomopatogénica apresentam-se como pe¢a fundamental para a comercializacdo de
biopesticidas no Brasil.

A producao de produtos comerciais a base de fungos, com agdo sobre insetos e
acaros vem sendo desenvolvida mundialmente desde os anos 60 (FARIA et al., 2007).
Neste mesmo estudo, os autores realizaram levantamento e listaram todos os produtos
micoinseticidas e micoacaricidas comercializados em todo mundo e constataram a
existéncia de 171 formulagdes comerciais de pelo menos 12 espécies de fungos
inseticidas e/ou acaricidas. Quatro espécies mais utilizadas foram consideradas as mais
importantes como ingredientes ativos, sendo M. anisopliae 33,9%,B. bassiana 33, 9%,
Isariafumosorosea 5,8% e Beauveriabrongniartii4,1%do total dos produtos

comercializados.
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Os paises da América do Sul representam 42,7% de todos os produtos a base de
fungos produzidos em todo mundo, seguido por paises da América do Norte 20,5%,
europeus 12,3%, asiaticos 12,3%, América Central 7,0%, Africa 2,9% e Oceania 2,3%,
sendo que deste total apenas trés produtos sdo indicados para a utilizacdo em carrapatos
(FERNANDES et al., 2012).

O controle biologico no Brasil conta com algumas industrias especializadas na
producdo comercial de biopesticidas, como por exemplo, a empresa KoppertBiological
Systems com os produtos da linha Metarril® e Boveril®. Estes inseticidas bioldgicos
apresentam como ingrediente ativo esporos dos fungos M. anisopliace B.
bassianarespectivamente, sendo estes microrganismos encontrados na natureza
causando doenca e morte em alguns insetos. Segundo indicagdo dos fabricantes, os
bioinseticidas sdo indicados principalmente para controle de pragas agricolas, como por
exemplo, cigarrinhas da cana de agucar e das pastagens. Entretanto, em condigdes
laboratoriais e de campo estes produtos vém apresentando também agdo acaricida
(PERINOTTO et al., 2012; CAMARGO et al, 2012; CAMARGO et al., 2016;
PERINOTTO et al., 2017).

A maioria das induastrias produtoras de biopesticidasa base de fungos tem
sugerido que a aplicacdo dos produtos possa ser semelhante a utilizacdo de pesticidas
quimicos, porém a producdo em massa pode limitar a vida 1til e encarecer o produto
final (SHELTON; ROUSH, 2000). Nos ultimos anos, muitas questdes vém sendo
abordadas como, por exemplo, a eficécia, as tendéncias de mercado futuro e as normas
para regulamentacdo dos pesticidas biologicos (FARIA et al., 2007).

O agronegocio brasileiro apresenta tradicdo na utilizagdo de pesticidas
biologicos no controle de pragas. Assim, o Brasil possui 82 biopesticidas registrados,
onde 60% deste total sdo representados por fungos, especialmente M. anisopliaee B.

bassiana (MASCARIN et al., 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Ensaio Biologico em canteiros de Brachiariabrizanthacultivar Marandu

3.1.1 Localizacdo do experimento

Os testes desenvolvidos para avaliar a eficacia da formulacdo oleosa do produto
Metarril WP, em diferentes dosagens e tempos de aplicacdo, sobre o carrapato
Rhipicephalusmicroplus foram desenvolvidos no Laboratério de Controle Microbiano
(LCM) localizado na Estacdao Experimental para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz
(EEPPWON), Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRIJ (22° 45’ 48.74" S, 43° 41’

19.01" O), situada em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

3.1.2 Obtenc¢ao do carrapato Rhipicephalusmicroplus

Os espécimes do carrapato R. microplus utilizadas no experimento foram
oriundos de infestacdo artificial de bezerros mantidos em baias localizadas na
EEPPWON. Bezerros foram infestados com larvas de terceiro estagio e, 21 dias apds a
infestacdo, as fémeas ingurgitadas foram coletadas do piso das baias e em seguida
levadas ao Laboratério de Controle Microbiano para a desinfec¢do da cuticula, sendo
imersas em solucdo de hipoclorito de sodio a 1% durante trés minutos e, posteriormente,
secas com papel toalha. Uma parcela destas fémeas foram mantidas em placas de Petri e
acondicionadas em camara climatizada com temperatura de 27 £ 1 °C e umidade
relativa > 80% para a manutencdo da colonia do carrapato, enquanto a outra foi pesada
individualmente, para posterior divisdo em grupos homogéneos quanto ao peso e

submetidas aos tratamentos respectivos.

3.1.3Preparo dos canteiros

Uma area de aproximadamente dois hectares, localizada na EEPPWON, foi
isolada, para que se pudesse obter um periodo de auséncia de animais por
aproximadamente 180 dias. Posterior ao isolamento da area, realizou-se coleta de
amostra de solo para preparo, formagao e implantacao da pastagem, ao qual seguiu-se as
recomendagdes de calagem e adubacdo conforme laudo técnico. Em seguida, iniciou-se

a ara¢do da area, utilizando-se trator modelo MasserFergusson 275, conforme figura 1.
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Figura 1:A: Inicio do preparo do solo, ara¢ao da area a ser implementada a
pastagem experimental. B: Preparacdo dos canteiros, para implementag¢ao da pastagem
experimental.

Apos a aracao de toda a area, procedeu-se a elaboracao dos canteiros, utilizando-

se de trator e implemento agricola denominado encanteirador, figura 2.

Ao término da elaboragcdo dos canteiros, procedeu-se de maneira manual a
organizacdo de canteiros de um metro quadrado, onde posteriormente, efetuou-se o
plantio de sementes de Brachiariabrizanthacultivar Marandq, sendo realizado manejo
da pastagem diariamente (irrigag¢do, capina, poda e acompanhamento do crescimento
vegetativo da forrageira implantada).

Assim que todos os canteiros apresentaram-se com O Mmesmo crescimento
vegetativo (60 cm de altura), a drea experimental ficou preparada, onde foi possivel
implantar 60 canteiros de um metro quadrado da forrageira Brachiariabrizanthacultivar

Marandu, conforme figura 2:
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Figura 2: Area experimental preparada, apresentado 60 canteiros de um metro

quadrado da forrageira Brachiariabrizanthacultivar Marandu.

3.1.4Preparo das formulacoes

A apresentacdo comercial avaliada foi MetarrilWP®, composta por conidios do
isolado ESALQ E9 do fungo Metarhiziumanisopliae, foi cedida pela empresa
KoppertBiological Systems, (Figura 3).

Figura 5: Apresentacdo comercial testada de Metarril WP®,
composta por conidios do isolado ESALQ E9 do fungo

Metarhiziumanisopliae

O grupo “Controle oleoso”, continha 4dgua destilada estéril, 1% de tween 80 e
10% de oOleo mineral (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As
formulagdes utilizadas para o tratamento dos grupos Metarril WP® foram preparadas de
forma semelhante aos respectivos controles, porém com a adi¢do da apresentagdo
comercial. As formulac¢des foram quantificadas em microscopio Optico com o auxilio da
camara de Neubauer, segundo Alves (1998), tendo as concentracdes ajustadas a
1x10°conidios/mL. A viabilidade dos conidios foi verificada através da inoculagio de
uma aliquota de 20 pL da formulagdo em meio de cultura Batata Dextrose Agar e
incubacdo a 25°C a cada 24 horas. A leitura da viabilidade dos conidios foi feita através
de observacao direta pelo microscopio Optico e o calculo da germinag¢do dos mesmos foi

realizado segundo Alves (1998).
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3.1.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado com cinco

repeticoes. Foram formados nove grupos de tratamentos diferentes:

Grupo Controle: ndo recebeu nenhum tratamento;

Grupo Controle D0 400: agua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
unica aplicag¢do (D0) e na dosagem de 400 ml/canteiro (m?);

Grupo Controle D15 400: agua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
dupla pulverizagdo (dia 0 e dia +15) e na dosagem de 400 ml/canteiro/pulverizacao;
Grupo Controle DO 800: dgua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
Ginica aplicacdo (DO) e na dosagem de 800 ml/canteiro (m?);

Grupo Controle D15 800: dgua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
dupla pulverizagdo (dia 0 e dia +15) e na dosagem de 800 ml/canteiro/pulverizacao;
Grupo Metarril DO 400: dgua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
concentragdo de 1x10°conidios/ ml, unica aplicacio (DO) e na dosagem de 400
ml/canteiro (m?);

Grupo Metarril D15 400: dgua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
concentracdo de 1x10°conidios/ ml, dupla pulverizacdo (dia 0 ¢ dia +15) e na dosagem
de 400 ml/canteiro/pulverizacio;

Grupo Metarril DO 800: 4gua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
concentragdo de 1x10°conidios/ ml, unica aplicacio (DO) e na dosagem de 800
ml/canteiro (mz) e

Grupo Metarril D15 800: dgua destilada estéril, 1% de Tween 80, 10% de 6leo mineral,
concentracdo de 1x10°conidios/ ml, dupla pulverizagado (dia 0 e dia +15) e na dosagem

de 800 ml/canteiro/pulverizagao.

Cada grupo foi composto por cinco canteiros de um m’cada, totalizando 45
canteiros experimentais. Apos a formagdao de cada grupo, iniciou-se 0s respectivos
tratamentos. Apds as primeiras pulverizagdes de toda a area dos canteiros, foram
alocadas as fémeas ingurgitadas previamente agrupadas. Cada canteiro alojou 20 fémeas

ingurgitas de R. microplus, conforme figura 4.

21



Figura 4: Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalusmicroplusalocadas nos canteiros
experimentais.

Passados 45 dias da colocagdo das fémeas nos canteiros, procedeu-se
metodologia descrita por Souza; Serra-Freire (1994), onde entre oito e nove horas da
manha, foi utilizada uma flanela de um m?, colocada sobre cada canteiro durante 15
minutos, para coleta das larvas vivas, figura 5. Tal procedimento, fora realizado duas

vezes, com intervalo de 15 dias entre coletas, conforme figura 5.

Figura 5: Flanelas dispostas sobre canteiros durante 15 minutos, para coleta das
larvas vivas de Rhipicephalusmicroplus, segundo metodologia de Souza; Serra-Freire,
(1994).

Em seguida, as flanelas foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e
encaminhadas ao Laboratério de Controle Microbiano, onde foram mantidas em freezer.
A retirada das larvas das flanelas foi realizada com o auxilio de uma pipeta de vidro,
acoplada a uma bomba de vacuo, sendo a contagem das larvas coletadas efetuada com

auxilio de um contador manual. Com estes dados, nimero de larvas coletadas em cada
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canteiro, foi calculado o percentual de eficacia utilizando a seguinte formula

recomendada por Bittencourt et al., (1993):

PERCENTUAL DE EFICACIA =A —B x 100
A
Onde,
A =média de larvas vivas no grupo controle e
B = médias de larvas vivas no grupo tratado.

Em seguida, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para analise
dos dados obtidos. Em todas as analises foi considerado nivel de significancia de 5%

(p<0,05) (SAMPALIO, 2002).

Foram coletados dados climaticos diarioscom o auxilio do equipamento HOBO

durante o periodo de realizacao do experimento.
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3.2 Ensaios bioldgicos em condicées naturais (Experimento Fazenda Sao Bento)

3.2.1 Localiza¢do do experimento

Os testes a campo desenvolvidos para avaliar a eficacia da formulagao oleosa do
produto Metarril WP®, sobre o carrapato Rhipicephalusmicroplus foram desenvolvidos
na Fazenda Sao Bento, localizada em Cachoeira Paulista — SP, (22° 42° 02°°S 44° 59°
29°W), durante o periodo de junho a dezembro de 2016. A propriedade ¢ uma empresa
leiteira da regido do Vale do Paraiba, apresenta sistema de pastejo rotativo com
irrigacao de outubro a abril e durante o periodo seco (maio até setembro) os animais de
producdo sdo confinados ao ar, no chdo batido com arvores para sombreamento e
espaco livre suficiente para o bem estar do rebanho. A propriedade € a primeira empresa
leiteira da América Latina a receber a certificacdo de Bem-estar animal, pela “Certified

Humane Brasil”, (Figura 6).

Figura 6: Entrada principal da Fazenda Sao Bento, localizada em Cachoeira

Paulista — SP, destaque para a certificagdao “Certified Humane Brasil”.

3.2.2 Animais

Foram utilizados 22 bovinos lactentes mesticos das ragas ¥ Holandesa e Y4 Gir,
com idade entre 30 e 74 dias (idade média de 52 dias) e peso entre 30 e 79 Kg (peso
médio 54,5 kg), todos do sexo feminino (Figura 7). Estes animais foram mantidos em
baias individuais, de 20 metros quadrados, cercadas por telas de arame galvanizado,
conforme figura 10. Os animais foram aleitados duas vezes ao dia (trés litros de leite de
manha e trés litros de leite a tarde), sendo feno de tifton 85, concentrado e agua
ofertados a vontade, para desenvolvimento das papilas ruminais. O projeto no qual esta

incluido o teste, referente ao presente trabalho foi submetido 2 Comissdo de Etica no
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Uso de Animais (CEUA) da UFRRJ, tendo o seguinte nimero de protocolo 39642106-
17.

Figura 7: Animais lactentes utilizados no experimento.

De maneira individual os bezerros apresentaram-se dispostos em baias,
compostas por um abrigo central (casinha), cama de feno e cobertura vegetal nativa,

(Figura8).

Figura 8:A: Alojamento dos animais em experimentacao (baia individual). B:
Abrigo central (casinha) no interior das baias.
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3.2.3 Formulacao fingica

A apresentacio comercial avaliada foi MetarrilWP®, composta por conidios do
isolado ESALQ E9 do fungo Metarhiziumanisopliae, foi cedida pela empresa
KoppertBiological Systems. Foi elaborada uma formulacdo contendo agua destilada,
1% de Tween 80 e 10% de dleo vegetal (6leo de soja Soya,- BUNGE ALIMENTOS
S/A) (formulacdo controle), além da formulagdo de Metarril WP® contendo 10% de
6leo vegetal (0leo de soja Soya,- BUNGE ALIMENTOS S/A) e 1% de Tween 80
(formulagdo tratamento), figura 9. A formulagdao oleosa de Metarrii WP® foi
padronizada 2x10°conidios/m*> (1x10’conidios/ml). A viabilidade dos conidios foi

verificada como descrita no item 3.1.4.

Figura 9: Preparo das formulagdes empregadas na experimentacao.

3.2.4 Delineamento experimental

Os procedimentos adotados na experimentagdo, seguiram critérios preconizados
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 1997), para a
comercializacao de produtos antiparasitarios de uso em medicina veterinaria (Portaria n°
48 de 12 de maio de 1997). Os grupos foram formados de acordo com o grau de
infestacdo dos animais, determinado pela contagem do total de carrapatos com didmetro
entre 4,5 ¢ 8§ mm contados no corpo de cada animal, nos trés dias anteriores ao

tratamento (-3, -2 e -1).
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Os tratamentos com as formulagdes “controle e tratamento” foram aplicadas a
cada sete dias, totalizando 11 tratamentos, com o auxilio de pulverizador costal (JACTO
XP 20) e equipamentos de protecdo individual, por toda a area da baia, na dosagem de

2x10°conidios/m?, diluidos em 4 litros de formulagdo (1x10’conidios/mL), (Figura 10).

Figura 10: Pulverizagao das formulagdes oleosas nas baias experimentais.

Os animais nao foram banhados com as formulagdes, somente o ambiente no
qual se encontravam. Foram realizadas trés pesagens dos animais, por meio de fita
barimetrica, para posterior verificacdo de ganho de peso. Apos cada pulveriza¢dao nas
baias, foram realizadas contagens dos espécimes deR. microplus com 4,5 a 8,0 mm de
diametro presentes no antimero direito dos animais, nos dias 0, +3 e +7, de cada
tratamento.Para a avaliacdo da eficacia da formulagao utilizou-se a formula descrito por

Henderson; Tilton (1955):

Eficicia = (1 Ta : b) 100
— — —]
icicia %G,

onde:

T,= nimero médio de carrapatos recuperados dos animais tratados, apos o dia do
tratamento; T, = nimero médio de carrapatos recuperados dos animais tratados nos 3
dias anteriores ao tratamento;

C, = numero médio de carrapatos recuperados dos animais controle, ap6s o dia do
tratamento;

Cp,=ntimero médio de carrapatos recuperados dos animais controle nos 3 dias anteriores
ao tratamento.
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Os dados paramétricos foram avaliados através da anélise de variancia, seguida
pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK). Os dados ndo paramétricos foram analisados
utilizado o teste Kolmogorov — Smirnov. Em todas as analises foi considerado nivel de

significancia de 5% (p<0,05) (SAMPAIO, 2002).
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4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade dos Conidios de Metarhiziumanisopliae

Em ambos os experimentos, osconidios do produto Metarril WP® formulados em
1% e Tween 80, 10% de 6leo mineral ou vegetal e mantidos a 25 = 1 °C e UR > 80%
apresentaram 100% de germinacdo em até 72 horas. Este resultado indica que o 6leo
utilizado na formulag@o atrasou o processo de germinacdo dos conidios, entretanto, ndo

afetou a viabilidade e a capacidade destes serem utilizados nos experimentos.

4.2 Eficacia de Metarril WP® em pastagem artificialmente infestada (Teste em

Canteiros)

Apos a coleta dos dados, ficou constatado que a formulagdo oleosa de Metarril
D15 800 alcancou 72,6 % e 71,6% de eficacia quando comparada ao Controle e
Controle D15 800, respectivamente. De modo geral, os tratamentos utilizando conidios
de M. anisopliaeapresentaram percentual de eficacia variando de 31,5 % a 72,6%, na
recuperacao de larvas provenientes de fémeas ingurgitadas submetidas as referidas

apresentacoes, sob condigdes naturais, conforme Tabela 1.
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Tabela 1.Percentual de eficacia da formulagio oleosa de Metarril WP®, na
concentra¢do 1x10°conidios/mL de Metarhiziumanisopliae,em condigdes naturais de

pastagem.
Percentual de Percentua}l Percegtual de Perceqtual de Percentua}l de
Grupos eficacia CTL de eficacia ) eficacia CTL eficacia C;FL eficacia
CTL DO 400 D15 400° DO 800 CTL D15 800°
Controle -- - - — -
Controle D0 400 3,6 - - - -
Controle D15 400 -6,0 — - — -
Controle DO 800 - 15,1 - - - -
Controle D15 800 -43)7 — - — -
Metarril DO 400 31,5 52,3 - - -
Metarril D15 400 40,2 - 43,6 — -
Metarril DO 800 41,1 - — 48.8 -
Metarril D15 800 72,7 — - — 71,6

“Percentual de eficécia calculado em relagdo ao grupo controle.

® Percentual de eficacia calculado em relagdo ao grupo controle oleoso DO 400.
¢ Percentual de eficacia calculado em relagdo ao grupo controle oleoso D15 400.
4 Percentual de eficacia calculado em relagdo ao grupo controle oleoso DO 800.
¢ Percentual de eficacia calculado em relagdo ao grupo controle oleoso D15 800.

ApOs analise estatistica, a formulacdo oleosa de Metarril com dois tratamentos e
utilizando um volume de 800 mL (Metarril D15 800) diminuiu significativamente o
nimero médio de larvas recuperadas quando comparada a todos os grupos controle e

tratados, conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Numero médio e desvio padrao de larvas recuperadas
deRhipicephalusmicroplusprovenientes de fémeas ingurgitadas expostas a formulagdo
oleosa do produto Metarril WP®, na concentragio 1x10°conidios/mL de
Metarhiziumanisopliae,em condigdes naturais de pastagem.

GRUPOS MEDIAS E DESVIO PADRAO
CONTROLE 1593,6 1719 a
CONTROLE D0 400 1535,6 £ 195,8 a
CONTROLE D15 400 1689,0 +330,0 a
CONTROLE DO 800 1834,0+493,0 a
CONTROLE D15 800 2290,0+992,3 a
METARRIL D0 400 1091,8 £ 115,6 b
METARRIL D15 400 052,2+1452b
METARRIL DO 800 938,8 £204,9 b
METARRIL D15 800 435,4+244,1 ¢

Meédias seguidas pela mesma letra numa mesma coluna ndo diferem entre si (P<0,05),
pelo Teste de Kruskal Wallis.

Para melhor visualizagdo os dados climaticos, foram organizados a cada trés

dias como pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3.Dados climaticos coletados a cada trés dias por meio do equipamento HOBO, percentual médio da umidade relativa do ar
minima, percentual médio da umidade relativa do ar maxima, temperatura ambiente minima e temperatura ambiente maxima da Estagdo

Experimental para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz (EEPPWON) do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Medicina Veterinaria,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizada no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

DIAS EM % UR MIN. % UR MAX. % UR TEMP. TEMP. °C TEMP. °C
EXPERIMENTO MEDIO  °C MIN. MAX. MEDIA

0 57,4 90,3 73,8 23,1 29,1 26,1
+3 57,5 90,6 74,0 22,1 29,2 25,6
+6 85,3 89,0 87,1 22,6 25,1 23,8
+9 72,8 94,7 83,7 22,3 27,3 24.8
+12 82,7 96,4 89,5 20,7 23,9 22,3
+15 51,0 92,3 71,6 18,6 29,0 23,8
+18 37,9 80,5 59,2 23,4 35,1 29,2
+21 50,1 89,9 70,0 23,7 30,7 27,2
+24 32,8 86,0 59,4 25,1 36,8 30,9
+27 81,3 93,6 87,4 19,5 22,4 20,9
+30 60,0 94,9 77,4 22,9 26,2 245
+33 88,8 97,6 93,2 19,6 21,8 20,7
+36 77,7 95,6 86,6 22,6 26,8 24,7
+39 31,7 97,7 64,7 20,6 33,5 27,0
+42 80,0 97,3 88,6 23,7 26,6 25,1
+45 85,6 96,9 91,2 23,1 25,9 24,5
+48 71,5 98,5 85,0 22,4 28,0 25,2
+51 65,1 96,4 80,7 24,1 31,4 27,7
+54 74,6 95,5 85,0 23,0 27,2 25,1
+57 71,0 94,1 82.5 24,0 30,4 27,2
+ 60 89,6 96,1 92,8 20,3 242 22,2
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4.3 Eficacia de formulacao oleosa de Metarril WP®em drea naturalmente infestada
(Experimento Fazenda Sao Bento)

ATabela5, demonsta o peso médio dos animais utilizados na experiemntacao.
Podemos constatar que, da primeira pesagem para a segunda o Grupo Controle ganhou
em média 10,5 Kg de peso vivo, ja o Grupo Tratado ganhou em média 14,7 Kg de peso
vivo, ou seja, 4,2 Kg a mais, o que representa um ganho de peso de 40% no ganho de
peso dos animais. Lembrando que os animais apresentavam-seno mesmo sistema de

criagao.

Tabela 5. Pesomédio(Kg)dos animais mantidos nas baias pulverizadas com a
formulagio oleosa de Metarril WP® (grupo Tratado) ou com 6leo vegetal ¢ Tween 80

(grupo Controle).

12 Pesagem 22 Pesagem 32 Pesagem
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
45,5 56,0 56,0 70,8 82,0 97,0

A Figura 11, representa a contagem média das fémeas parcialmente ingurgitadas
nos grupos avaliados. Podemos verificar que apos a terceira avaliagdo, o grupo tratado
com a formulagcdo fingica apresentou uma menor infestacdo, em relacdo ao grupo

Controle.
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Figura 17: Numero médio de carrapatos Rhipicephalusmicropluscom didmetro superior
a 4,5 mm verificado nos animais apos tratamentos das baias com formulacao de Metarril

WP® acrescida de 10% de 6leo vegetal.

Foi observada redugdo significativa no nimero médio de carrapatos no grupo
tratado com a formulagio oleosa de Metarril WP® em relago ao grupo controle a partir

dos 35 dias do inicio das pulveriza¢des semanais, conforme Tabela 4.
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Tabela 4.Numero médio de carrapatos Rhipicephalusmicroplus obtido apds tratamentos

das baias com formulag¢io de MetarrilWP®acrescida de 10% de 6leo vegetal.

Dias ap0s inicio
dos experimentos

Avaliagoes durante
0s experimentos

Grupo Controle Grupo Tratado (Metarril

WP® 10% oleo vegetal)

+3 01 2,63 a+3,62 3,20a+ 3,61
+7 02 8,00 a £ 8,05 9,20 a+ 8,24
+10 03 3,09a+4,76 5,40 a+5,42
+14 04 8,00 a+9,79 3,20a+ 3,67
+17 05 7,20 a+ 15,20 3,40 a + 3,53
+21 06 13,27 a+ 14,91 2,40 a+ 3,28
+24 07 11,45 a+ 14,00 2,40a+5,14
+28 08 10,40 a+ 13,85 2,60 a+298
+31 09 9,20 a+ 8,80 3,60 a £ 6,45
+35 10 2,60a+298 2,00 a+4,42
+38 11 6,80 a + 5,82 1,40 b £2,50
+42 12 12,20 a+ 11,21 1,80 b+ 2,50
+45 13 14,20 a + 8,86 3,00 b + 3,68
+49 14 11,20 a+ 8,33 3,80 b+4,36
+52 15 19,40 a+ 13,30 6,60 b+ 8,16
+56 16 19,20 a+ 16,36 6,20b£38,13
+59 17 22,00 a+ 13,56 9,00 b+ 7,31
+63 18 15,80 a+9,68 5,80 b+4,26
+66 19 19,60 a+ 13,72 6,40 b + 6,24
+70 20 20,36 a+ 16,96 3,40 b+ 3,40
+73 21 17,40 a+ 12,29 440b+221

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre

si (p> 0,05) pelo teste de Kolmogorov and Smirnov.

Apobs o experimento, constatou-se que a apresentacdo comercial de Metarril
WP® formulada em 10% de oOleo vegetal, mostrou eficicia sobre a infestagio de
carrapatos R. microplus nos animais em estudo. Na primeira avaliacdo apds a
pulverizacao das baias, foi verificada eficacia de 23%da formulagao oleosa de Metarril.
Apds o segundo tratamento semanal foi observada eficacia de 43%. Nas demais
avaliagdes a eficdcia mostrou -se superior aos 70%, chegando a 88% na 20* avaliagdo,

conforme Figura 12.
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Figura 18: Eficacia (%) diaria da formulago de Metarril WP® acrescida de 10% de 6leo vegetal no controle do carrapato
Rhipicephalusmicroplusap6s pulverizagdes das baias contendo bezerras naturalmente infestadas.
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5 DISCUSSAO

O processo de resisténcia dos carrapatos frente aos principais grupos quimicos
de acaricidas tem sido relatado ao longo dos anos (ROUSH, 1993; FREITAS et al.,
2005; MENDES et al., 2012; SHARMA et al., 2012;CUTULLE et al., 2013, LOVIS et
al., 2013; ABBAS et al., 2014; KLAFKE et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018). Desta
forma, torna-se importante o emprego de meios alternativos para o controle de pragas.
Samish et al., (2004) relataram que os carrapatos apresentam numerosos inimigos
naturais, como bactérias, nematoides e fungos, sendo estes ultimos considerados os
mais promissores, destacando os fungos M. anisopliaee B. bassiana. O
desenvolvimento de formulagdes eficazes ¢ fundamental para o controle bioldgico do
carrapato, visto que o processo de infeccdo fungica nos artropodes ocorre
principalmente pela cuticula (BITTENCOURT et al., 1999) e assim, os fungos ficam
expostos as condi¢cdes ambientais adversas.

A partir da analise da viabilidade dos conidios, foi possivel verificar que ambas
as formulagdes de MetarrilWP®estavam aptas a serem utilizadas, pois apresentaram
100% de germinagdo. Entretanto, vale ressaltar que as formulacgdes oleosas de Metarril
WP® germinaram mais lentamente, alcangando 100% de germinagdo em até 72 horas.
Camargo et al. (2012) ao estudarem a viabilidade de M. anisopliaee B. bassiana em
formulagdes oleosas e suspensdes aquosas, verificaram que as formulacdes oleosas
demoraram 48 horas para atingir 100% de germinacdo, enquanto que as suspensdes
aquosas demoraram 24 horas. De acordo com Polar et al. (2005), os conidios de M.
anisopliae formulados em o6leo de coco a 10% apresentaram germinagao de 68% em 24
horas e de 100% apds 48 horas de incubagdo. Provavelmente, o atraso na germinagao
ocorre devido aos componentes presentes na formulacdo oleosa, entretanto ndo
interferem na viabilidade final dos conidios.

De acordo com Braga et al., (2001), os conidios podem sofrer danos diretos e
indiretos reduzindo a capacidade entomopatogénica, onde pode-se destacar a radiagdo,
como um dos principais agentes causadores, podendo ainda afetar o processo
germinativoe estagios iniciais do tubo germinativo. Tais danos podem inviabilizar o uso
destes biocontrolador, devido lesdes no material genético e até mesmo mutacdes dos
esporos fungicos. De acordo com Francisco (2004), o fungoM. anisopliae apresenta
sensibilidade a radiagdo UV-A e UV-B, interferindo na germinagdo dos esporos dos

mesmos. Segundo Camargo (2012), os d6leos atuam de diversas maneiras na protecdo e
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potencializagdo do desempenho dos fungos no controle de artrépodes. Podendo
diminuir efeitos de dessecacdo e/ou evaporagdo, melhorando assim a eficicia da
formulagdo a ser empregada (Alves et al., 2000).

A utilizagdo de fungos artropodopatogénicos no controle de carrapatos vem
sendo amplamente estudada, merecendo destaque quando os conidios sao formulados
(KAAYA et al., 2000; OJEDA-CHI et al., 2010; KAAYA et al., 2011). Diferentes
constituintes ja foram testados, dentre estes os 6leos tém apresentado bons resultados
(ANGELO et al., 2010; CAMARGO et al., 2012). Peng e Xia (2011) analisaram os
mecanismos de diferentes constituintes para a formulacao de micoinseticidas sobre a
eficacia de formulacdes oleosas do fungo M. anisopliae. Os autores concluiram que
alguns constituintes das formulagdes fornecem condicdes que melhoram
significativamente a acdo dos conidios sobre a praga alvo. Neste contexto, o presente
estudo nao verificou nenhuma falha e/ou fator negativo, na utilizagdo de Oleos de
diferentes origens (6leo mineral e 6leo vegetal), destacamos a utiliza¢do do 6leo de soja
como promissor ao controle bioldgico, visto sua facilidade de aquisicdo, prego
competitivo e eficacia junto ao Metarril WP®.

No presente estudo, desafiando os conidios de M. anisopliae em pastagem
artificialmente infestada (Teste de canteiros), foi possivel observar que a formulagdo do
produto Metarril WP® acrescido de 10% de 6leo mineralinfluenciou negativamente na
recuperacgao de larvas de R. microplus provenientes de fémeas ingurgitadas, alcangando
72,6% de percentual de eficicia.Bahiense et al., (2003), utilizando canteiros de
Brachiariadecumbens, artificialmente infestados com larvas de R. microplus, constatou
percentual de eficacia variando de 16,45% a 85,71%, apos pulverizagdo de suspensao de
conidios de M. anisopliae na concentracdo 1x10°conidios/mL. Desta forma, fica
retratado o efeito deletério que o agente biocontrolador possui na biologia do carrapato
dos bovinos. Acreditamos que esta diferenca no percentual de eficicia possa estar
relacionada com a fase biologica utilizada nos experimentos, com a época do ano, com
o isolado flingico empregado ou até mesmo a espécie de forrageira, ao qual possa
influenciar no microclima do ambiente.Garcia (2008), apés pulverizagdo de suspensao
aquosa de conidios de M, anisopliae, ndo identificou redugdo na carga parasitaria de
larvas de R. microplus. Ja Bahiense et al., (2003), constataram reducdo no nimero
médio de larvas infestantes recuperadas. Fato este, também ocorrido no presente estudo,
onde apos andlise estatistica, a formulacdo oleosa de Metarril D15 800 diminuiu

significativamente o nimero médio de larvas recuperadas quando comparada a todos os
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grupos controle e tratados e especificamente reduziu em 3,6 vezes o nimero médio de
larvas recuperadas, quando comparado ao grupo controle. De acordo com seus
resultados, Bahiense et al., (2003), observaram efeito cumulativo de conidios de M.
anisopliae, assim, sugerimos uma discreta ocorréncia da mesma, devido resultados
alcancados na presente experimentacao.

Os dados coletados de umidade e temperatura médios, apresentaram em algumas
situacdes discreta variagdo, ao qual acreditamos, ndo terem causado comprometimento no efeito
dos tratamentos empregados no estudo.A temperatura considerada ideal para o
desenvolvimento dos fungos com agdo artropodopatogénica varia entre 25 e 35°C
(COONEY; EMERSON, 1964). Segundo Fargues et al. (1992), para o crescimento
micelial de M. anisopliae, a temperatura adequada varia entre 37 e 40°C, embora para a
germinagdo dos conidios, a temperatura média deva estar entre 25 £ 1°C (ALVES,
1998).A umidade do ambiente pode alterar a germinac¢do dos conidios, auxiliando ou
dificultando a agdo dos agentes microbianos (LAZZARINI et al., 2006). Em geral,
fungos filamentosos necessitam de alta umidade relativa do ar para desenvolverem seu
processo de infeccdo (ALVES, 1998). Entretanto, Zimmermann (2007) observou
crescimento do fungo Beauveriabassiana em umidade atmosférica entre 60% e 70%,
sendo estas consideravelmente baixas.

Os experimentos realizados em condigdes naturalmente infestadas,
demonstraram ganho de peso dos animais utilizados na experimentagdo, onde averigou-
se ao final do estudo, ganho de 40% a mais de peso, dos animais alocados no grupo
tratado com formulagio oleosa de Metarril WP™ acrescida de 10% de 6leo vegetal,
sendo importante ressaltar que todos os animais apresentavam-seno mesmo sistema de
criagdo. Segundo Grisi et al., (2014), a rentabilidade da pecuaria pode ser diminuida
significativamente pelos efeitos dos parasitos que afetam o gado, onde no Brasil o
artropode R. microplus causa perdas econdmicas proximas a 3,24 bilhdes de
dolaresanualmente.

As pulverizagdes semanais de MetarrilWP®acrescido de 10% de 6leo vegetal
sob darea naturalmente infestada, foram capazes de reduzir o nimero médio de
espécimes em animais em fase de cria, 35 dias apos o inicio da experimentacdo. Sendo
observado ainda, eficacia de 23% na primeira avaliacdo, apos o segundo tratamento
semanal foi observada eficacia de 43% e nas demais avaliagdes,a eficacia mostrou-se
superior aos 70%, chegando aos 88%. Ja Webster et al., (2015), avaliando suspensdes

aquosas de M. anisopliae na concentragio de 1 x 10°conidios/mL, pulverizadas
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diretamente em bovinos a cada 21 dias, constataram percentual de eficacia de 56,3%.
Camargo et al., (2016), ao avaliarem formulagdo de conidios de M. anisopliae
formulados em 10% o6leo mineral, pulverizadas diretamente em bovinos, alcancaram
eficacia de até 90.5%.Apesar da diferenga na metodologia de aplicagdo, ambos os
trabalhos demonstram o efeito potencializando/adjuvante que o a formula¢dao oleosa
oferece a patogenicidade do fungo M. anisopliae. Assim,0 controle da infestagdo
durante a fase ndo parasitaria (infestacdo da pastagem) torna-se de suma importancia,
pois 95% dos carrapatos estdo no ambiente e apenas 5% estdo presentes no hospedeiro.
Além dos resultados promissores ao controle integrado do carrapato R.
microplus, destacamos acrescente procura por alimentos de origem animal sem residuos
quimicos ao longo dos tempos, tornando o controle bioldgico atrativo, pois além de
atender uma demanda da sociedade quanto ao fornecimento de produtos organicos,
torna-se uma alternativa para melhorar as questdes de ocorréncia de resisténcia aos
quimioterdpicos (SAMISH et al., 2004). Camargo et al. (2014) destacaram a
importancia de avaliar biopesticidas produzidos por empresas especializadas sobre
carrapatos, pois sao ofertados prontos, facilitando assim o transporte, o armazenamento,
a manipulagdo, a aplicabilidade além de serem produzidos em larga escala. As
intempéries ambientais influenciam negativamente na ac¢do dos agentes
biocontroladores, limitando o emprego do controle bioldgico. Desta forma, mais
pesquisas sdo necessarias para encontrar “pontos chaves” e/ou regides especificas para a

utilizacao de fungos artropodopatogénicos.
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6 CONCLUSOES

A formulagio do produto MetarrilWP® acrescida de 10% de 6leo vegetal ou
mineral € eficaz no controle biolégico do carrapato Rhipicephalusmicroplus, apés
pulverizacao do ambiente, reduzindo a quantidade de larvas, podendo influenciar na
carga parasitaria animal.

A utilizagdo de oleo vegetal na composi¢do da formulacdo fingica, torna-se
mais atrativa, devido aovalor de mercado, facilidade de aquisi¢ao e eficacia.

A apresentagdo comercial Metarril WP"acrescida de 10% de oleo vegetal
utilizadas em protocolos semanais de pulverizagdes ambientais, reduziu a carga
parasitaria animal.

O produto Metarril WP®acrescida de 10% de 6leo mineral, apresentou maior

eficaicia , quando aplicado em duas pulverizagdes com 15 dias de intervalo.
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