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CONTROLE DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus UTILIZANDO Metarhizium
anisopliae NO RECONCAVO DA BAHIA

RESUMO: Os objetivos deste estudo foram avaliar a patogenicidade in vitro e
em condi¢des seminaturais do fungo Metarhizium anisopliae em formulacdes aquosa
e oleosa sobre os estagios de vida livre do carrapato Rhipicephalus microplus, e
verificar o periodo de permanéncia deste microrganismo no solo. O ensaio biolégico
em condi¢cbes seminaturais utilizou fémeas ingurgitadas, que foram depositadas em
vasos previamente cultivados com Brachiaria brizantha e pulverizados com 80 mL dos
tratamentos propostos. O experimento foi composto por quatro tratamentos: controle
aguoso (agua destilada e Tween 80 a 0,1%); controle oleoso (agua destilada + Tween
80 a 0,1% + 10% de 6leo mineral); formulacédo aquosa (M. anisopliae + 4gua destilada
+ Tween 80 a 0,1%); formulac&o oleosa (M. anisopliae + agua destilada + Tween 80
a 0,1% + 10% de 6leo mineral), com 10 vasos por grupo. A acao in vitro do fungo
sobre R. microplus foi avaliada utilizando o teste de imersédo de fémeas. No teste em
condi¢cbes seminaturais, a patogenicidade do fungo sobre o carrapato foi avaliada por
meio de vistorias diarias a fim de identificar a mortalidade das fémeas e pela
recuperacdo das larvas das gramineas no 42° dia, apos o tratamento. Também foi
realizado o isolamento flngico a partir das fémeas de R. microplus mortas e do solo
dos vasos. Para a avaliacdo da sobrevivéncia do fungo no solo foram coletadas
amostras antes da pulverizacdo e no 3°, 7°, 21° e 52° dia apés o tratamento. No teste
in vitro a formulacdo oleosa de M. anisopliae reduziu significativamente o peso da
massa de ovos das teledginas, bem como, do indice de producéo de ovos, conferindo
um percentual de controle de 78,6%, 0 que pode ser justificado pela protecéo e melhor
adesdo a cuticula do carrapato conferida pelo 6leo mineral aos conidios. O tratamento
formulacé@o oleosa também reduziu o nimero de larvas infestantes no experimento
nas condicfes seminaturais, promovendo percentual de controle entre 58,4 e 61,3%
sobre larvas de R. microplus. As analises macro e micromorfologica das colbnias
fungicas isoladas das fémeas e do solo tratados com as formulacdes aquosa e oleosa
foram compativeis com as descritas na literatura para M. anisopliae. Para ambos os
grupos se verificou persisténcia do fungo no solo por até 52 dias apdés tratamento. Os
resultados apontam a capacidade de M. anisopliae de reduzir os parametros

reprodutivos de fémeas ingurgitadas de R. microplus no teste in vitro, reduzir o nimero



de larvas e sua viabilidade no solo em condi¢bes seminaturais no Reconcavo da
Bahia.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos; controle biolégico; fungos
entomopatogénicos



CONTROL OF Rhipicephalus (Boophilus) microplus USING Metarhizium
anisopliae IN THE CLIMATE CONDITIONS OF RECONCAVO DA BAHIA

ABSTRACT: The objectives of this study were to evaluate the pathogenicity in vitro
and in semi-natural conditions of the fungus Metarhizium anisopliae in aqueous and
oily formulations on the free life stages of the tick Rhipicephalus microplus, and to
verify the period of permanence of this microorganism in the soil. The biological assay
in semi-natural conditions used engorged females, which were deposited in pots
previously grown with Brachiaria brizantha and sprayed with 80 mL of the proposed
treatments. The experiment consisted of four treatments: aqueous control (distilled
water and 0.1% Tween 80); oily control (distilled water + 0.1% Tween 80 + 10% mineral
oil); agueous formulation (M. anisopliae + distilled water + 0.1% Tween 80); oily
formulation (M. anisopliae + distilled water + 0.1% Tween 80 + 10% mineral oil), with
10 pots per group. The in vitro action of the fungus on R. microplus was evaluated
using the female immersion test. In the test under semi-natural conditions, the
pathogenicity of the fungus on the tick was assessed by daily surveys in order to
identify the mortality of the females and by the recovery of the grass larvae on the 42nd
day after treatment. Fungal isolation was also performed from dead R. microplus
females and pot soil. To assess the survival of the fungus in the soil, samples were
collected before spraying and on the 3rd, 7th, 21st and 52nd days after treatment. In
the in vitro test the oily formulation of M. anisopliae significantly reduced the weight of
the egg mass of the teleogens, as well as the egg production index, giving a control
percentage of 78.6%, which can be justified by the protection and better adhesion to
the tick cuticle conferred by mineral oil to the conidia. The oily formulation treatment
also reduced the number of weed larvae in the experiment under semi-natural
conditions, promoting a control percentage between 58.4 and 61.3% over R. microplus
larvae. Macro and micromorphological analyzes of fungal colonies isolated from
females and soil treated with agueous and oily formulations were compatible with those
described in the literature for M. anisopliae. For both groups, the fungus persisted in
the soil for up to 52 days after treatment. The results indicate the capacity of M.
anisopliae to reduce the reproductive parameters of engorged females of R. microplus
in the in vitro test, to reduce the number of larvae, and their viability in the soil under
semi-natural conditions in the Recéncavo da Bahia.

KEYWORDS: Bovine tick; biological control; entomopathogenic fungi
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1. INTRODUCAO

Dentre os ectoparasitos de interesse pecuario, o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus merece maior destaque na producdo de bovinos.
Apresenta ampla distribuicdo geogréfica, presente principalmente em regides de
clima tropical e subtropical e sdo responsaveis por prejuizos na producdo de
carne e leite, além de serem vetores na transmissdo de importantes agentes
patogénicos como, Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina (GARCIA
et al., 2016).

O Recbncavo da Bahia possui clima tropical quente e imido favorecendo
a manutencéao de pastagens durante todo o ano, possibilitando assim, condi¢cdes
favoraveis para a atividade da bovinocultura (GUIMARAES et al., 2016). No
entanto, o clima observado nessa regido possibilita condicdes necessarias para
o desenvolvimento e sobrevivéncia desse parasito durante todo o ano (CAMPOS
JUNIOR e OLIVEIRA, 2005; BIEGELMEYER et al., 2012).

O controle de R. microplus é baseado na utilizacdo de acaricidas
quimicos, entretanto, o uso massivo desses produtos induziu a selecao de cepas
resistentes, sendo possivel observar diferentes mecanismos ligados a
resisténcia parasitaria, por exemplo, a resisténcia metabdlica e insensibilidade
do sitio alvo a molécula acaricida. Outra preocupacéo atual, sdo os residuos
quimicos que podem ser encontrados na carne e leite (KLAFKE et al., 2017;
GARCIA et al., 2019). A relevancia de R. microplus para a pecudria nacional,
assim como, a presenca de cepas resistentes aos acaricidas sintéticos, revelam
a necessidade de pesquisas por métodos alternativos de controle. Assim, o
controle biolégico tem ganhado destaque, principalmente com a utilizacdo de
fungos entomopatogénicos, com destaque para o fungo Metarhizium anisopliae
(MARCIANO et al., 2015; SIMI, GARCIA e RODRIGUES, 2019).

Atualmente M. anisopliae € comumente empregado no combate a
diferentes pragas agricolas (REHNER e KEPLER, 2017) e os estudos com a
utilizacdo desse patdgeno na parasitologia veterinaria para o controle de R.
microplus sdo bastantes promissores. Os resultados in vitro tém revelado sua

especificidade e patogenicidade para essa espécie de carrapato, sua eficacia foi



demonstrada em diferentes fases de vida livre do parasito (CAMARGO et al.,
2012; PERINOTTO et al., 2012; QUINELATO et al., 2012; CAMARGO et al.,
2014), o que denota grande importancia, pois, o0 principal entrave atual esta na
dificuldade do seu controle ambiental (QUINELATO et al., 2012).

A viabilidade de M. anisopliae no ambiente sofre influéncia de alguns
fatores abidticos, principalmente temperatura, umidade relativa do ar e a
radiacdo solar (MARCIANO et al., 2013). A adicdo de veiculos oleosos a
formulacbes fungicas tém funcionado como adjuvantes, pois possibilitam o
aumento da eficacia do fungo contra R. microplus, uma vez que, o Oleo confere
protecdo aos conidios frente as intempéries ambientais, além de facilitar sua
adesdo a superficie do carrapato. Assim, os objetivos do presente trabalho foram
avaliar a patogenicidade in vitro e em condi¢bes seminaturais do fungo M.
anisopliae em formulacdes aquosa e oleosa sobre os estagios de vida livre do
carrapato R. microplus, e verificar o periodo de permanéncia deste

microrganismo no solo.



2. HIPOTESES

A formulacdo oleosa do fungo M. anisopliae apresenta maior atividade
carrapaticida do que a formulacdo aquosa em testes in vitro e em condicdes
seminaturais sobre R. microplus

As condicbes climaticas do Recdncavo da Bahia favorecem a
patogenicidade do fungo M. anisopliae sobre R. microplus em condi¢des
seminaturais.

Tais condi¢bes climaticas permitem a sobrevivéncia do fungo no solo,

aumentando as chances de controlar os estagios de vida livre do carrapato.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a patogenicidade in vitro e em condi¢cdes seminaturais do fungo
Metarhizium anisopliae em formulacdo aguosa e oleosa sobre os estagios de
vida livre do carrapato R. microplus, e verificar o periodo de permanéncia deste

microrganismo no solo.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a patogenicidade in vitro de Metarhizium anisopliae em
formulacdo aquosa e oleosa, sobre fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus.

e Avaliar a recuperacdo das larvas apds o tratamento com o fungo
Metarhizium anisopliae em formulacdo aquosa e oleosa, mantidos em
vasos com Brachiaria brizantha.

e Realizar o isolamento fungico a partir das fémeas de Rhipicephalus
microplus mortas.

e Verificar o periodo de persisténcia de Metarhizium anisopliae no solo

em vasos com Brachiaria brizantha.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Taxonomia, morfologia e biologia do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Os carrapatos pertencem ao Filo Arthopoda, subfilo Chelicerata, Classe
Arachnida, Subclasse Acari, Superordem Parasitiformes, Ordem Ixodida e
Superfamilia Ixodoidea. A classe Arachnida é caracterizada pela auséncia de
asas, antenas e mandibulas, presenca de queliceras e pedipalpos, e corpo
dividido em cefalotérax e abdémen (KOLLER e MATIAS, 2016; MONTEIRO,
2017).

A Superfamilia Ixodoidea € constituida por trés familias, Argasidae,
Ixodidae e Nutalliellidae. A familia Ixodidae, difere-se das demais devido a
presenca de escudo dorsal, pecas bucais projetadas para frente e por
apresentarem estigmas respiratorios ap6s o quarto par de patas. Sendo
constituida pelos seguintes géneros, Amblyomma, Dermacentor, Rhipicephalus,
Ixodes e Haemaphysalis. Vale ressaltar que a maioria dos carrapatos de
importancia veterinaria esta incluida nessa familia (AHID, 2009; MONTEIRO,
2017).

No Brasil o género Rhipicephalus encontra-se dividido em duas espécies:
Rhipicephalus sanguineus, responsavel por parasitar principalmente os caes,
animais silvestres e esporadicamente o homem, e Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, cujos principais hospedeiros sdo o0s bovinos, podendo
excepcionalmente parasitar outras espécies animais (KOLLER e MATIAS,
2016). O carrapato R. microplus é uma espécie monoxena, ou seja, hecessita
apenas de um hospedeiro para completar seu ciclo de vida (MONTEIRO, 2017).

Morfologicamente, os machos sdo menores, apresentando cercade 1,5 e
2 mm, j4 as fémeas medem entre 2,3 e 13 mm (ingurgitadas) (Figura 1).
Possuem dimorfismo sexual bastante acentuado e sua coloragéo varia entre
castanha avermelhada e castanha com tons de marrom (AHID, 2009; KOLLER
e MATIAS, 2016).



Figura 1 Vista dorsal do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A.
macho. B. fémea ingurgitada.

Fonte: http://carrapatos.cnpgc.embrapa.br/museu.htmi

O capitulo ou gnatossoma esta localizado na borda anterior do corpo do
carrapato e é constituido por estruturas bucais bastante quitinizadas, sao elas:
base do capitulo, palpos, queliceras e hipostémio. A base do capitulo possui
formato hexagonal; os palpos sao relativamente mais curtos do que o
hipostdmio; o par de queliceras permite cortar, dilacerar e perfurar a pele do
hospedeiro; e o hispotémio apresenta dentes e tem a funcéo de 6rgao fixador do
parasito no animal durante a fase parasitaria (AHID, 2009).

O idiossoma € a juncao do cefalotérax e abdémen, pois ndo ha separacao
entre esses segmentos. Outra caracteristica marcante nessa espécie é a
presenca de escudo com ornamentacdes na regido dorsal do idiossoma, além
de apresentarem olhos localizados na lateral desse escudo (AHID, 2009;
KOLLER e MATIAS, 2016). Na face ventral do idiossoma localizam-se os pares
de patas, que nos adultos e ninfas séo no total de quatro pares e no estagio larval
trés pares (SANTOS et al., 2013). No primeiro par de patas esta localizado o
orgdo de Haller, estrutura sensorial que atua como 6érgdo olfativo, além de
detectar umidade. Os machos possuem dois pares de placas adanais e podem
apresentar um apéndice caudal (Figura 2) (MONTEIRO, 2017).



Figura 2 Morfologia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A. Vista
ventral. B. Vista dorsal.

Fonte: KOLLER e MATIAS (2016).

O ciclo evolutivo deste parasito é caracterizado por duas fases, uma fase
parasitaria e outra de vida livre (Figura 3). A fase parasitaria constitui todo o
periodo que o carrapato se encontra no hospedeiro, desde a fixacdo da larva até
a fémea ingurgitada, esse periodo compreende em média 21 dias (GARCIA et
al., 2019). Apos fixacdo no hospedeiro as larvas podem distribuir-se por todo o
corpo do animal, no entanto, algumas regides sdo mais favoraveis para seu
desenvolvimento. Geralmente se alojam nas regides perianal, perineal,
perivulvar, barbela e face interna da orelha. Inicialmente a larva se alimenta de
linfa, até realizar a primeira ecdise e se transformar em ninfa, esse periodo
compreende cerca de sete dias (RODRIGUES et al., 2016). A ninfa sofre nova
ecdise apos sete dias, ocorrendo diferenciacdo sexual em macho e fémea. Os
machos permanecem no hospedeiro e copulam com varias fémeas. A fémea
adulta apds ser copulada, realiza o repasto sanguineo até estar totalmente
ingurgitada, para entdo desprender-se do bovino. Nesse periodo de
ingurgitamento as fémeas aumentam cerca de duzentas vezes seu peso inicial
(GARCIA et al., 2016).



Figura 3 Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 1. ninfa;
2. fémea iniciando o repasto sanguineo; 3. fémea ingurgitada; 4. teledgina no
solo; 5. ovos; 6. larva infectante.

Fonte: PEREIRA, SOUZA e BAFFI (2010).

Apos o desprendimento da teledgina fecundada e ingurgitada, tem-se o
inicio da fase de vida livre do parasito. A duracdo dessa fase varia de acordo
com as variagdes climaticas, sendo 27°C e 80% de umidade as condi¢bes ideais
para o ciclo de vida livre do parasito (MONTEIRO, 2017). A fase de vida livre é
caracterizada pela ovoposicdo, embriogénese (incubacdo dos ovos) e
posteriormente eclosdo da larva. As condigbes climaticas exercem grande
influéncia na fase de vida livre do parasito, em condi¢des favoraveis esse ciclo
pode durar cerca dois meses, podendo estender-se em climas frios ou secos
(GARCIA et al., 2019).

Cerca de 52% do peso corporal das fémeas sera convertido em producao
de ovos, isso justifica a necessidade de alimentacéo pela teledgina, o sangue
ingerido  possibilita matéria-prima energética para a producdo de
aproximadamente 3.000 a 4.000 ovos/fémea (MONTEIRO, 2017; GARCIA et al.,

2016). A fase posterior a ovoposicdo é denominada embriogénese, que é



caracterizada pelo desenvolvimento, proliferacdo celular, diferenciacédo e
crescimento do embrido, essa fase dura em torno de 17 a 60 dias (GUIZZO et
al., 2012; MONTEIRO, 2017; MARTINS et al., 2018).

Logo apds a eclosdo as larvas apresentam trés pares de patas e nao
possuem poder infestante, ou seja, ainda ndo consegue parasitar o animal. Apos
cerca de 2 a 3 dias h& o completo endurecimento de sua cuticula e as mesmas
sobem para o apice das hastes da graminea. As larvas possuem uma regido
sensorial, denominada 6rgdo de Haller que possibilita a mesma o
reconhecimento do hospedeiro pelo olfato, secrecdes da pele e pelo gas
carbbnico liberado pelos bovinos (FORTES, 2004; PEREIRA et al., 2008;
GARCIA et al., 2019).

Durante a fase de vida livre a pressdo ambiental sobre o carrapato é bem
mais significativa, pois estdo expostos a diferentes fatores, tais como:
temperatura, umidade relativa do ar, tipo de forragem e manejo utilizado no
pasto, presenca de inimigos haturais e também a raca bovina utilizada na
propriedade (PINHEIRO et al., 2014). Dentre os fatores citados, a temperatura
ambiental € considerada o fator abidtico de maior relevancia para a
sobrevivéncia do ectoparasito na pastagem (ESTRADA-PENA, AYLLON e LA
FUENTE, 2012).

4.2 Importancia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus na

producdo de bovinos

De acordo com Girisi et al. (2014) o carrapato R. microplus é um dos
parasitos que causam maiores prejuizos direto ou indireto na pecuaria nacional,
gerando impacto anual em torno de US$ 3,2 bilhGes. O prejuizo econdmico é
decorrente dos gastos com acaricidas para o0 seu controle e tratamento de
animais doentes (GARCIA et al., 2016).

Além dos gastos com controle e tratamento de animais enfermos, R.
microplus é responsavel por danos diretos aos bovinos como, reducdo na
producdo de carne e leite. Cada fémea pode ingerir cerca de 0,5 a 3,0 mL de

sangue durante a fase parasitaria e estima-se uma perda de 1 grama de peso
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vivo e 8,9 mL de leite por carrapato (BRITO et al.,, 2010). De acordo com
Rodrigues e Leite (2013), estima-se uma reducgéao de 92,24 litros de leite por vaca
durante uma lactacdo. Observa-se também, ineficiéncia reprodutiva e
depreciacdo do couro, decorrente de lesdes inflamatérias pela fixacdo do
parasito e infeccdes secundéarias, como presenca de miiases. Além da
transmissdo de agentes patogénicos como, Anaplasma marginale, Babesia
bovis e B. bigemina, responséveis pelo complexo Tristeza Parasitaria Bovina
(TPB) (ANDREOTTI, 2010; ANDREOTTI, KOLLER e GARCIA, 2016; GARCIA
et al., 2019).

A TPB é uma importante doenca parasitaria, caracterizada por alta
morbidade e mortalidade (SANTOS et al.,, 2017). Os individuos acometidos
geralmente apresentam perda de peso, pelos ericados, apatia, enfraquecimento
muscular, anemia, dispneia, taquicardia, ictericia, hemoglobinuria, hipertermia e
nos casos graves pode evoluir para o 6bito (GONCALVES et al., 2011). Segundo
Goncgalves et al. (2011), um conjunto de fatores pode influenciar a
susceptibilidade desses animais a TPB, tais como: condi¢cdes epidemiolbgicas
da regido; fatores ligados ao animal, como raca e imunidade e ao agente
etiolégico, por exemplo, carga parasitaria.

De acordo com Amorim et al. (2014), o estado da Bahia possui condi¢des
propicias para o desenvolvimento e sobrevivéncia desse ectoparasito, no
entanto, devido as diferencas climaticas presentes na regido, verificam-se
variacdes na sua incidéncia. No presente estado é possivel identificar trés
diferentes biomas: mata atlantica, que possui clima tropical imido e subtropical,
além de precipitacdo regular durante todo o ano, abrangendo a regido do
Reconcavo da Bahia; caatinga, com clima semi-arido e baixo indice
pluviométrico; e o cerrado, caracterizado pelo clima tropical sazonal
(EVANGELISTA, 2011; COSTA et al., 2013; CARDOSO, 2016; GUIMARAES et
al., 2016).

A presenca ou auséncia do carrapato nestes diferentes biomas pode ser
influenciada pelas particularidades climaticas, definindo assim as seguintes
areas: areas livres, areas de instabilidade enzootica e de estabilidade enzootica
(Figura 4). As areas livres sdo aquelas cujas condigdes ambientais ndo permitem
a sobrevivéncia do carrapato. Ja as areas de instabilidade enzodtica, sao

caracterizadas pela oscilacdo da presenca desse ectoparasito, em virtude da
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existéncia de estacOes mais frias ou secas durante o ano, reduzindo assim, a
sua fase de vida livre (COSTA et al., 2011; COSTA et al., 2013; AMORIM et al.,
2014; VILELA et al., 2020). No que se refere as areas de estabilidade enzodtica,
verifica-se a presenca do carrapato durante todo o ano, devido condicfes

climaticas que favorecem sua sobrevivéncia (SANTOS et al., 2017).

Figura 4 Mapa dos biomas no estado da Bahia, demostrando as areas livres,
areas de instabilidade e estabilidade enzodtica para o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus.

Mata Atlantica (area de
estabilidade enzodtica)

Caatinga (areas livres e de
instabilidade enzodtica)

Cerrado (area de instabilidade

enzootica) I
‘ Recdncavo da Bahia SANTO T
Fonte: Adaptado de
https://www.sei.ba.gov.br/site/geoambientais/cartogramas/pdf/carto_biomas.pdf

Estudos realizados por Costa et al. (2013) e Barros et al. (2017),

demonstraram que os periodos prolongados de estiagem observado no bioma
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da Caatinga implicam na baixa ocorréncia de R. microplus, caracterizando essa
regido como uma area de instabilidade enzodtica e até mesmo como area livre
(COSTA et al., 2018). Pelo fato dos animais ndo terem contato continuo com o0s
agentes da TPB, principalmente quando jovens, ndo desenvolvem uma resposta
imunolégica especifica e, portanto, tornam-se adultos mais susceptiveis a
doenca (COSTA et al., 2011; SOUZA et al., 2018).

Quando ocorre o deslocamento de animais de areas livres ou de
instabilidade enzodtica para aquelas de estabilidade, ha grandes chances da
ocorréncia de surtos da doenca, uma vez que estes animais ndo possuem
imunidade para os agentes Babesia spp. e Anaplasma marginale (GONCALVES,
2000). Um fator importante a ser mencionado que ocorre na Bahia e reforca a
importancia desse ectoparasito, € a movimentacdo de bovinos entre
propriedades da regido semiarida, nas épocas de seca para as regides sul e do
recbncavo, que sao areas de estabilidade enzodtica, aumentando a
possibilidade de surtos de TPB. Portanto, é necessario o cuidado ao introduzir
novos animais ao rebanho, principalmente bovinos adquiridos de regifes de
instabilidade enzootica ou areas livres (AMORIM et al., 2014).

Os estudos epidemiologicos regionais sdo de grande relevancia para
identificacdo de areas de estabilidade ou instabilidade enzooética, pois
possibilitam determinar fatores climaticos, manejo utilizado, sistema produtivo,
presenca do vetor e caracteristicas do animal. Esse conjunto de informacdes
permite identificar a probabilidade de ocorréncia de doencas, bem como, o
planejamento de medidas preventivas (GUIMARAES et al., 2011).

4.3 Método convencional para o controle do carrapato Rhipicephalus

(Boophilus) microplus

O controle de R. microplus comumente empregado na pecuaria nacional
ainda é através do uso de diferentes bases acaricidas, sédo elas:
organofosforados, piretroides, amidinicos, fenilpirazoles, lactonas macrociclicas,
benzoilfeniluréias e thiazolinas (ANDREOTTI, 2010; HIGA et al.,, 2019).

Geralmente esses produtos sédo utilizados sob as formas de pulveriza¢do, banho
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de imerséo, injetaveis ou pour-on e objetivam o controle da fase parasitaria do
carrapato (ANDREOTTI, 2010; BIEGELMEYER et al., 2012; HIGA et al., 2019).

Todavia, 0 uso indiscriminado desses produtos, com a utilizacdo de
subdosagens, tratamentos frequentes e praticas inadequadas de manejo,
contribuiram para a selecdo de cepas resistentes (GARCIA et al., 2016;
PERINOTTO et al., 2017). Para Garcia et al. (2016), a auséncia de politicas
publicas no controle e venda desses acaricidas, permite a maior facilidade do
uso indiscriminado e consequentemente fracassos na tentativa de controle do
parasito.

Higa et al. (2015) relataram a presenca de populacfes de R. microplus
resistentes a diferentes bases quimicas disponiveis no mercado, revelando a
presenca dessas cepas em diferentes estados brasileiros (Figura 5). Esse
estudo demonstrou que no estado da Bahia existem cepas resistentes a
diferentes classes de acaricidas, sao elas: piretroides, amitraz,
organofosforados, lactona macrociclica e a associacdo entre piretroides e
organofosforados.

Esses achados sao corroborados por estudos de diversos autores que
verificaram a reducao da eficacia de grupos quimicos em diferentes estados do
pais: Goiads (SILVEIRA NETO et al.,, 2017), Bahia (CAMPOS JUNIOR e
OLIVEIRA, 2005; SPAGNOL, PARANHOS e ALBUQUERQUE, 2010; RAYNAL
et al.,, 2013; RAYNAL et al., 2018), Rondénia (BRITO et al., 2011), Santa
Catarina (PEDRASSANI e REISDORFER, 2015), Ceara, Espirito Santo e Mato
Grosso (HIGA et al., 2016), Rio Grande do Sul (KLAFKE et al., 2017) e Minas
Gerais (CARNEIRO et al., 2015).

Para Garcia et al. (2016) é necessario o monitoramento das cepas
resistentes, através de testes de biocarrapaticidograma, toxicolégico e
bioensaios, 0s quais contribuem para o0 diagnostico da resisténcia e
consequentemente maior seguranca durante a escolha do produto. Além disso,
alguns aspectos também sao importantes para estratégias de controle, devendo-
se conhecer o ciclo biologico, sazonalidade do carrapato e verificar a existéncia

de cepas resistentes na regido em questao.
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Figura 5 Mapa do Brasil indicando os estados com populacfes de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus resistentes a acaricidas comerciais. Siglas: AM: amitraz,
P: Piretroides; OF: Organofosforado; LM: Lactona Macrociclica; SP: Piretroides
Sintéticos.

Cada cor indica o numero
de classes acaricidas onde
a resisténcia foi relatada
em cada estado:

1 classe (ou P ouAM)

SE
]
[ 2classes P eam)
]
]

3 classes (P e AM e P+0F)

4 classes (P e AM, ou OF ou LM ou SP+0F)

- 5 classes (OF. P, AM, Fipronil, P+OF)
6 classes (OF. P, AM, LM, Fipronil, P+0F)

8 classes (OF, P, AM, LM, Fipronil, Fluazuron
e associa¢des SP+OF e AM+OF)

Fonte: GARCIA et al. (2016) adaptado de HIGA et al. (2015).

4.4 Métodos alternativos para o controle do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

As recorrentes discussfes sobre 0s impactos ambientais decorrentes do
uso de antiparasitarios na pecuaria atual e seus residuos nos produtos de origem
animal, bem como, os riscos para a saude humana, atrelado a uma demanda da
populacdo por produtos com menos residuos quimicos e produzido de forma
sustentavel. Que somado ao elevado custo com o uso dessas substancias e ao
cenario da resisténcia parasitaria, impulsionaram pesquisas com métodos
alternativos de controle (GARCIA et al., 2019; BEYES-DA-SILVA et al., 2020).

Pesquisas buscam métodos alternativos de controle para R. microplus, e
estes estudos revelam resultados positivos, foram testados: formulagbes a base
de fitoterapicos, Oleos essenciais, homeopatia, vacinas, rotacdo de pastagem,
racas com menor predisposi¢cao ao carrapato e o controle biolégico, com uso de
bactérias, nematoides e fungos entomopatogénicos. O controle alternativo pode

ser empregado de forma integrada ao método convencional, a fim de reduzir o
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uso massivo de antiparasitarios (MARCIANO et al., 2013; SIMI, GARCIA e
RODRIGUES, 2019; FERNANDEZ et al., 2020).

Algumas plantas apresentam propriedades bactericida, inseticida e
fungicida, no entanto, sua acado acaricida também tem sido estudada e sua
eficacia sobre R. microplus foi observada (MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. 2011;
CAMPOS et al., 2012; BUZATTI et al., 2013). A fitoterapia tem se revelado uma
alternativa promissora, devido a variabilidade de espécies, baixos custos, além
de ndo gerar residuos toxicos para o animal ou ambiente (AGNOLIN et al., 2010).
Dentre as plantas com potencial atividade acaricida pode-se citar a citronela
(Cymbopogon nardus), estudo in vitro utilizando 6leo de citronela a 25%
demonstrou efeitos deletérios na oviposicao e eclosao das larvas (SANTOS et
al., 2012). Sua utilizac&o in vivo também foi estudada, o uso do 6leo de citronela
a 8,6% revelou eficicia de 90% aproximadamente, no 21° dia apos o tratamento
dos bovinos com pulverizacdo do 6leo vegetal (AGNOLIN et al., 2014).

Santos et al. (2018) utilizaram extratos da planta capim-agu (Digitaria
insularis) em ensaio in vitro, com o0 objetivo de verificar sua acdo sobre o
carrapato R. microplus, e verificaram que 0s extratos acetato de etila e hexanico
e sua fracdo 2, promoveram maior reducao da oviposicao e eclodibilidade das
larvas. De acordo com Rosado-Aguilar et al. (2017), diferentes metabdlitos
secundarios encontrados em extratos vegetais como o timol, carvacrol, n-
hexanal e 1,8-cineol s&o considerados o0s principais agentes com agao acaricida
sobre diferentes espécies de carrapatos, incluindo R. microplus.

Outras plantas utilizadas em testes in vitro e que revelaram atividade
acaricida sobre R. microplus foram, o nim (Azadirachta indica), andiroba (Carapa
guianensis), capim limdo (Cymbopogon citratus), eucalipto (Eucalyptus spp. e
Corymbia) e os 6leos essenciais de sementes de cominho (Cuminum cyminum),
pimenta da Jamaica (Pimenta dioica) e folhas de manjericdo (Ocimum basilicum)
(MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. 2011; ALVES, LORENZETTI e GONCALVES,
2012). Especialmente os estudos com a planta Azadirachta indica tem
demonstrado efeitos deletérios sobre R. microplus, as pesquisas revelam que
além da mortalidade das fémeas, ha também reducéo na taxa de oviposicao e
eclodibilidade das larvas (BROGLIO-MICHELETTI et al., 2010; GIGLIOTI et al.,
2011; BUZATTI et al., 2013). As pesquisas com a utilizacédo de fitoterapicos séo

promissoras, seu uso para controle do carrapato a campo pode ser associado
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aos acaricidas comerciais, com a finalidade de reduzir o uso massivo desses
produtos e consequentemente gerar menos residuos para o animal e ambiente
(MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. 2011).

De acordo com Cunha et al. (2019) a utilizagdo de vacinas é uma
alternativa valiosa no controle de R. microplus, e sua eficacia € maior quando
este método é associado a outros tipos de controle, por exemplo, aos acaricidas
quimicos. Uma vez que, se observa uma diminui¢ao dos titulos de anticorpos do
animal apds cerca de 3 meses de uso da vacina, logo, recomenda-se sua
utilizacdo com repeticdes a cada 6 meses. A vacinacao induz diferentes niveis
de protecdo nos rebanhos, sua eficicia varia de acordo com o antigeno utilizado
e 0 tipo de cepa de R. microplus alvo, assim, estudos regionais afim de
determinar o grau de protecdo que a vacina confere € importante.

A utilizacdo de vacinas a partir da proteina Bm86 revelaram protecdo
parcial aos bovinos, frente a futuras infestacdes pelo parasito, uma vez que, se
reduz o numero de carrapatos no animal, além de afetar os parametros
reprodutivos das fémeas, como fertilidade e oviposicdo (CUNHA et al., 2019).
Estudo recente com base em analises filogenéticas identificaram populacdes de
R. microplus de diferentes regides geograficas, susceptiveis ao antigeno da
proteina Bm86 (BLECHA et al., 2018). O imundgeno sintético anti-R. microplus
(SBm7462®) contendo peptideos do intestino do carrapato, foi utilizado
experimentalmente no intuito de avaliar a resposta dos linfonodos superficiais de
bovinos apds 3 doses do imunizante, com intervalos de 30 dias (MARTINEZ-
RODRIGUEZ et al., 2014). De acordo com os mesmos autores, 15 dias apds a
vacinacao verificou-se resposta imune adaptativa T-dependente, com alteracfes
hiperplasicas das regides paracorticais e formacéo de centros germinativos. O
peptideo rSBm7462 utilizado, foi encontrado nos linfonodos superficiais dos
bovinos testados.

O controle biologico consiste na utilizacdo de determinados inimigos
naturais para controle de pragas indesejaveis, a niveis que ndo causem danos
econdmicos significativos na cultura de interesse (BADI e ABREU, 2006;
PARRA, 2014). Os agentes de biocontrole mais estudados s&o: nematoides,
bactérias, virus e fungos (LACEY et al., 2015). Os principais nematoides
entomopatogénicos utilizados como controle biologico de R. microplus

pertencem ao género Steinernema e Heterorhabditis, estes sdo carreadores
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biologicos de duas bactérias: Xenorhabdus e Photorhabdusque. O nematoide
atua liberando esses patdgenos na hemocele do carrapato, com consequente
morte do parasito (MONTEIRO e PRATA, 2015). Ainda segundo 0s mesmos
autores, as principais vantagens do uso desses nematoides séo os baixos custos
com sua producdo; armazenamento sem prejuizos para sua viabilidade;
possuem a propriedade de procurar o hospedeiro no ambiente; apresentam
compatibilidade com varios pesticidas; possuem boa especificidade para as
pragas alvo e seguranca para os animais vertebrados.

De acordo com Verissimo (2013), a utilizacdo de ragas bovinas
resistentes ao carrapato constitui uma pratica econémica eficaz e ecoldgica, pelo
fato de ndo haver nenhum tipo de residuo para o ambiente ou animal. Ressalta
ainda que essa alternativa possui maior aplicabilidade para o setor da
bovinocultura de corte, devido a maior disseminacao de ragas zebuinas, pois sdo
mais resistentes ao carrapato.

Os primeiros patdgenos a serem utilizados no biocontrole de pragas foram
os fungos entomopatogénicos, dos quais M. anisopliae e Beauveria bassiana
séo atualmente os mais estudados e utilizados. Alguns fatores séo responsaveis
por sua grande aplicabilidade, por exemplo, a variabilidade genética que
possibilita a selecdo de isolados virulentos, especificidade e eficiéncia em causar
a morte de determinadas pragas e ndo menos importante, sua comprovada
seguranca ambiental (ANGELO e BITTENCOURT, 2015).

4.5 Caracterizagcdo do fungo Metarhizium anisopliae

Fungos entomopatogénicos constituem o grupo de maior importancia e
aplicabilidade no controle de pragas (VEGA et al., 2012). Podem ser encontrados
naturalmente parasitando diferentes artrépodes, Ss&o microrganismos
eucarioticos e heterotréficos, se reproduzem de forma sexuada ou assexuada,
produzem grandes variedades de propagulos infecciosos, e 0 seu processo de

infeccdo ocorre através da fixacdo, germinacdo e penetracdo da cuticula do
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hospedeiro (VEGA et al., 2012; LACEY et al.,, 2015; BEYS-DA-SILVA et
al.,2020).

Os fungos que compdem o género Metarhizium fazem parte da classe
Sordariomycetes, ordem Moniliales e familia Moniliaceae. O pesquisador
Metschinikoff em 1879 foi o pioneiro na utilizagao do controle microbiano. Neste
estudo o fungo foi utilizado para o controle de larvas do besouro Anisopliae
austriaca e a partir disso foi denominado como Entomophtora anisopliae.
Somente em 1883 foi classificado por Sorokin como Metarhizium anisopliae. A
partir dessas pesquisas iniciais sua utilizagdo vem sendo estudada devido a sua
grande potencialidade para o controle biolégico, pois 0 mesmo possui mais de
300 espécies de artropodes como hospedeiro (ALVES, 1998).

Metarhizium anisopliae € um fungo filamentoso, endofitico e saprofitico, e
encontra-se amplamente distribuido na natureza, podendo ser encontrado no
solo, raizes de plantas, rizosfera ou parasitando artropodes (BAYES DA SILVA
et al., 2020), é um fungo mesdfilo, ou seja, crescem em temperatura entre 10° e
40°C, com 6tima germinacdo em temperatura entre 25° e 30°C. A maioria dos
fungos entomopatogénicos necessita de umidade relativa do ar acima de 90%
para sua germinacao e crescimento (ROBERTS e CAMPBELL, 1977).

Suas colbnias apresentam inicialmente coloracédo branca e pigmentacéo
amarela durante a fase inicial da producédo de conidios (cerca de 4 a 7 dias),
tornando-se verde olivacea a medida que ocorre a maturacdo dos conidios (8 a
9 dias) (Figura 6) (BISCHOFF et al., 2009). Apresentam hifas septadas e
conidiéforos ramificados, na sua extremidade se observa fialides alongadas,
individuais ou agrupadas. Os conidios possuem formato cilindrico a oval e sdo
estreitos centralmente e truncados nas extremidades, com pigmentacéo verde
ou hialina e estdo dispostos em cadeias, seu tamanho pode variar entre
3,5x9,0um de comprimento (Figura 6) (DRIVER et al., 2000; BRUNNER-
MENDOZA et al., 2019).
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Figura 6 Metarhizium anisopliae. A. Hifas, fialides e conidios; B. Colonia madura
(9 dias) em Batata Dextrose Agar a 28°C.

Fonte: RUNNER-MENDOZA et al. (2019).

Na agricultura a utilizacdo de fungos entomopatogénicos no controle de
pragas é amplamente utilizado, seja no combate a pragas de pastagens ou cana-
de-acucar (BARCI et al., 2009; BOTELHO e MONTEIRO, 2011; REHNER e
KEPLER, 2017). As principais vantagens da utilizagdo desses fungos estdo na
facilidade de producdo das suas unidades infectivas em escala comercial,
variabilidade genética que possibilita a selecdo de isolados virulentos;
praticidade na aplicagdo em condicbes de campo; baixo custo em praticas
agricolas; especificidade em infectar apenas as pragas alvo e principalmente, o
baixo impacto ambiental nos programas estabelecidos (JACKSON, DUNLAP e
JARONSKI, 2010; ORLANDELLI e PAMPHILE, 2011).

Mundialmente ha um grande nimero de micoinseticidas e micoacaricidas
produzidos. Desde a década de 1960 cerca de 170 produtos comerciais a base
de fungos foi registrada, sendo 33,9% a base de M. anisopliae (FARIA e
WRAIGHT, 2007). No Brasil, 50% dos produtos biopesticidas sdo produzidos
com fungos, sendo que, M. anisopliae e Beauveria bassiana sao 0s mais
estudados e possui potencial para controle de diferentes artropodes (MASCARIN
et al., 2019). Diferentes estudos evidenciaram a a¢ao acaricida de M. anisopliae
sobre algumas espécies de carrapatos, por exemplo, R. microplus (CAMARGO
et al., 2012; PERINOTTO et al., 2012a; QUINELATO et al., 2012; CAMARGO et
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al., 2014; PERINOTTO et al., 2014; CAMARGO et al., 2016; PERINOTTO et al.,
2017), Ornithodoros mimon (PERINOTTO et al., 2013b) e Dermacentor nitens
(PERINOTTO et al., 2013a).

Os resultados promissores observados ao longo dos anos utilizando
espécies fangicas como controladoras de pragas, despertaram alguns
guestionamentos sobre a seguranca desses microrganismos para aquelas
espécies ndo alvos. No entanto, Zimmermann (2007) revisou 0s riscos da
aplicacdo de M. anisopliae para mamiferos, aves, peixes e invertebrados,
relatando diversos estudos que garantem a seguridade deste agente para o0s
animais estudados.

O mecanismo de infec¢do do fungo nos artropodes ocorre via cuticula,
através de um conjunto de processos que envolvem fatores quimicos e
mecéanicos (SAN AW e HUE, 2017). Inicialmente ocorre a fixagcdo dos conidios a
cuticula por meio de interacdes hidrofobicas, as principais enzimas envolvidas
nesse processo sao hidrofobinas de superficie e adesinas; seguido pela sua
germinacao e formacédo de um tubo germinativo, vale ressaltar que essa etapa
apresenta maior susceptibilidade a fatores bi6ticos como, hidrocarbonetos
cuticulares presente nos artrépodes e também das intempéries ambientais,
como umidade, temperatura e radiacao solar; a dilatacdo da extremidade do tubo
germinativo da origem a estrutura denominada de apressorio, abaixo dessa
estrutura localiza-se o peg de penetracdo, que rompe mecanicamente a cuticula;
nessa etapa ha também a secrecdo de enzimas como lipases, proteases e
quitinases, as principais enzimas envolvidas no processo de infeccdo sao:
proteases semelhante a subtilisina, metaloproteinase semelhante a termolisina,
serina protease e peptidases, que sao responsaveis pela degradacdo quimica
da cuticula do hospedeiro, além de fornecer protecao ao fungo contra a acao de
proteinas antifungicas e atuam também na regulacéo do pH do microambiente
(ARRUDA et al., 2005; BRUNNER-MENDOZA et al., 2019; BAYES DA SILVA et
al., 2020).

Posteriormente a penetracdo da cuticula, inicia-se a colonizacdo da
hemolinfa pelos conidios, com a formacédo de hifas que diferenciam-se em
blastosporos e sé@o responsaveis pela colonizacdo dos tecidos e nutricdo do
fungo, gerando alteracdes proteicas e lipidicas que culminam na exaustdo dos

nutrientes e morte do parasito, algumas espécies de Metarhizium sp. liberam
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destruxinas que podem atuar na supressao da resposta imune do artrépode,
além de causar alteracdes celulares; a hemocele do carrapato possui nutrientes
necessarios a manutencdo e sobrevivéncia do fungo, e em condicGes
adequadas inicia-se a fase de exteriorizacdo e conidiogénese sobre o cadaver
do parasito (Figura 7), essa fase garante a producdo de conidios que ao
alcancarem outros alvos dardo continuidade ao ciclo do fungo no ambiente
(SANTI et al., 2010; SANJAYA, OCAMPO e CAOILI, 2013; PERINOTTO et al.,
2014; BRUNNER-MENDOZA et al., 2019).

Figura 7 Exteriorizacdo de Metarhizium sp. sobre fémea de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. A. vista ventral e B. vista dorsal.

Garcia, Monteiro e Szabo (2004), detalharam o processo de infec¢do de
M. anisopliae em fémeas do género Rhipicephalus através de eletromicrografias
de varredura. As diferentes fases de infeccéo estdo detalhadas na Figura 8. Os
principais achados foram que a penetracdo do fungo ndo se deu por cavidades
ou aberturas naturais do ectoparasita (aparelho bucal, espiraculos respiratérios,
orificio genital e anal), além de que a mortalidade das fémeas ocorreu antes
mesmo da realizacdo da ovoposi¢do. Para Perinotto et al. (2017), um dos

principais potenciais no uso de fungos entomopatogénicos para o controle de R.
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microplus se deve a sua eficacia em diferentes fases do estagio de vida livre do
parasito. Além da mortalidade da teledgina, observa-se efeitos deletérios sobre
0s parametros reprodutivos, por exemplo, reducéo do percentual de oviposicao,

eclosao e viabilidade larval.

Figura 8 Fémeas de Rhipicephalus apos infecgdo com Metarhizium anisopliae.
A. 1 hora de infeccao, presenca de conidios sobre a superficie do carrapato. B.
18 horas de infeccéo, formacao de tubo germinativo e estrutura semelhante ao
apressorio. C. Entre 18 a 48 horas, penetracdo do fungo na hemocele. D. 48 e
72 horas, colonizacéo do fungo sobre a superficie do carrapato. E. Entre 0 4° e
5° dia, mortalidade das fémeas com esporulagédo do fungo. F. Extrusdo do
micélio fungico sobre o cadaver do carrapato.

1SkV X1,S500 10um 000009

Fonte: GARCIA, MONTEIRO e SZABO (2004).

Em estudo experimental, Quinelato et al. (2012) determinaram 100% de
mortalidade de larvas ap6s 20 dias de realizacdo do tratamento das fémeas com
formulacbes a base de M. anisopliae. Sugerindo que no estagio larval haja maior
susceptibilidade a acdo do fungo. Ainda de acordo com o0s autores, esses
achados representam um fator de grande relevancia, partindo do pressuposto
que a maior dificuldade atual é controlar a fase ambiental desse ectoparasito.

Tanto o calor quanto o frio representam condigbes adversas para a
sobrevivéncia deste fungo, no entanto, o fator abidtico mais relevante é a
radiacao solar, sobretudo a UV-B (PERINOTTO et al., 2017). Segundo Ottati-de-
Lima et al. (2010), a temperatura ideal para manutencdo da viabilidade dos
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conidios é de 25°C. J& a umidade relativa influéncia principalmente na
germinacdo dos conidios no ambiente (CAMARGO, 2011). De acordo com
autores Quinelato et al. (2012) e Marciano et al. (2013), foi verificado percentual
de germinacéo dos conidios entre 99% e 100% em temperatura de 25 = 1°C e
umidade relativa de 280%.

Estudos laboratoriais com a utilizagdo do fungo associado a veiculos
oleosos demostraram sua maior viruléncia sobre o carrapato (CAMARGO et al.,
2012; KAAYA e HEDIMBI, 2012; MARCIANO et al., 2015; CAMARGO et al.,
2016; PERINOTTO et al., 2017). Acredita-se que formulacdes oleosas confiram
protecdo ao fungo, principalmente contra a radiacdo UV-B e umidade, bem
como, promover a maior adesdo dos conidios a superficie do carrapato
(MARCIANO et al., 2013; CAMARGO et al., 2014).

Segundo Perinotto et al. (2017), tais formulacbes demostraram uma
eficacia de 75% sobre o ectoparasito. Para os autores esse resultado é bastante
promissor, pois possibilita baixos niveis de carga parasitaria e ao mesmo tempo
mantém 0s animais em contato com uma pequena populacdo do carrapato,
permitindo a manutencéo de estabilidade enzodtica, em virtude da necessidade
da interacdo parasito-hospedeiro para a manutencdo de anticorpos especificos
para os agentes Babesia spp. e Anaplasma marginale, que sao responsaveis
pela TPB.

As pesquisas atuais in vitro com o controle biolégico a partir de M.
anisopliae vislumbram sua utilizacdo a campo. Esses estudos dardo maior
precisdo sobre fatores como viabilidade e resisténcia a condi¢cdes adversas
(temperatura e radiacdo), manutencdo da sua viruléncia e consequentemente a
determinacdo de sua eficacia em condicbes ambientais (ANGELO e
BITTENCOURT, 2015).

Em estudo com condi¢cdes seminaturais realizado por Marciano et al.
(2020), foi possivel identificar 100% de eficacia no controle de R. microplus,
utilizando Metarhizium sp. e persisténcia do fungo no solo por até 60 dias.
Demonstrando o potencial deste no controle do parasito no ambiente. Algumas
pesquisas in vivo tém demostrado a eficacia de isolados do fungo sobre as fases
parasitarias de R. microplus e os efeitos adversos sobre o animal durante o

tratamento foi nulo. No entanto, os autores apontam a necessidade de novos
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estudos afim de aumentar a margem de seguranca da utilizacdo desse tipo de
controle no animal (CAMARGO et al., 2016).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1Local de realizacdo do experimento e monitoramento das condi¢cdes

climéticas

O experimento foi realizado no Campus da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia (UFRB) (12°38'50" S, 39°06'48" W, com altitude de 215 m)
localizada no municipio de Cruz das Almas — BA, nos meses de julho a dezembro
de 2020. O ensaio in vitro e em condi¢bes seminaturais foram conduzidos no
Laboratorio de Parasitologia e Doencgas Parasitarias (LPDP) do Hospital
Universitario de Medicina Veterinaria (HUMV), setor de Forragicultura da UFRB
e no Laboratério de Fitopatologia da Empresa Brasileira de Agropecuaria
(Embrapa) Mandioca e Fruticultura de Cruz das Almas — BA.

De acordo com a classificacdo de Képpen (AYOADE, 1986) o clima da
regido € caracterizado como tropical quente e umido (Aw). Durante os 52 dias
de experimentacéo a precipitacéo total foi de 89,8 mm; a umidade relativa média
foi 60%, variando entre 33% e 100%; e a temperatura média foi de 28°C e
verificou-se variacéo entre 21°C e 33°C. Os dados meteoroldgicos foram obtidos
por meio da estacdo meteoroldgica locada na Embrapa Mandioca e Fruticultura,

localizada a 2,2 km de distancia da UFRB.

5.2 Preparacao dos vasos e plantio de Brachiaria brizantha

Trés meses antes do inicio do experimento, sementes de B. brizantha,
cultivar MG-5 foram semeadas em vasos de polipropileno com volume de 5 litros,
preenchidos com solo de superficie, de subsolo e adubo orgénico na proporgéo
de 1:1:1 e corrigido com fésforo. Todos os vasos foram mantidos no setor de

Forragicultura da UFRB, em area com incidéncia de chuva e sol. Sete dias antes
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do experimento, a forrageira B. brizantha de todos os vasos foram podadas,
padronizando a altura em 35 cm.

No dia zero (dia do tratamento), antes da pulverizacdo com os tratamentos
propostos, os vasos foram distribuidos nos respectivos grupos de forma
randomizada. A partir de entdo, 0s mesmos néo receberam qualquer tipo de
manejo e foram apenas irrigados artificialmente com o volume de 300 ml de agua
a cada um dia, a fim de permitir minima condicdo de sobrevivéncia para a

graminea.

5.3 Manutencéo da coldnia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A col6nia de R. microplus utilizada, foi oriunda de uma cepa de campo e
foi mantida no LPDP do HUMV da UFRB. Para tanto, dois bezerros foram
submetidos a uma infestagcéo induzida com larvas provenientes de 150 mg de
ovos de R. microplus durante trés dias consecutivos (a utilizacdo dos animais
possuia aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA da UFRB,
com namero de registro: 2300700006228/2019-16).

Os animais passaram por prévio exame fisico (avaliacdo de escore
corporal, coloracdo de mucosas, linfonodos, frequéncia cardiaca e respiratéria,
movimentos ruminais e temperatura). Além de exames laboratoriais tais como,
parasitologico de fezes, hematolégico (volume globular) e pesquisa de
hemoparasitos, a fim de verificar alguma enfermidade que inviabilizasse sua
utilizagéo.

A alimentacao dos bovinos foi baseada na dieta proposta por Barbosa et
al. (2007), na qual a ingestéao de volumoso correspondeu a 6% do peso vivo (PV)
e concentrado a 1% do PV dos animais. Os bezerros permaneceram confinados
em baias individuais durante a fase parasitaria do carrapato R. microplus (ciclo
de aproximadamente 21 dias). No final do ciclo, fémeas totalmente ingurgitadas
gue se desprenderam dos bovinos foram coletadas do piso da baia e
encaminhadas ao laboratério. No LPDP, as fémeas foram devidamente
higienizadas em agua corrente e imersas em solugéo de hipoclorito de sodio a

1%, durante 1 minuto para assepsia da cuticula e posteriormente secas em papel
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toalha. As teledginas foram utilizadas no teste in vitro e no ensaio biolégico em
condicbes seminaturais. Ap0s o ciclo de 21 dias e coleta das fémeas
ingurgitadas, os bovinos receberam tratamento com banho de aspersédo de
acaricida (Triatox®), e foram submetidos a novo exame fisico e exames

laboratoriais, com posterior devolucao ao setor responsavel.

5.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado.
Os testes in vitro e em condi¢cdes seminaturais foram compostos por quatro
grupos de tratamentos: Controle aquoso (tratado com solucao de agua destilada
e Tween 80 a 0,1%); Controle oleoso (tratado com solucdo de agua destilada,
Tween 80 a 0,1% e acrescida de 10% de 6leo mineral); Formulacdo aquosa de
M. anisopliae (tratado com a formulacdo de M. anisopliae diluida em &agua
destilada e Tween 80 a 0,1%); Formulacado oleosa de M. anisopliae (tratado com
a formulacédo de M. anisopliae diluida em agua destilada e Tween 80 a 0,1% e
acrescida de 10% de 6leo mineral).

Para o ensaio in vitro, cada tratamento recebeu o total de 10 fémeas
ingurgitadas, cada fémea representou uma unidade experimental. Ja no ensaio
em condi¢cdes seminaturais, cada grupo de tratamento foi composto por 10
vasos, cada vaso representou uma unidade experimental, nos quais foram
depositadas trés fémeas ingurgitadas, totalizando trinta fémeas por tratamento.
O delineamento experimental, assim como, as formulagbes propostas foram

baseadas na metodologia proposta por Marciano (2016).
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5.5 Obtencado e manutencao dos isolados fungicos de Metarhizium
anisopliae e preparo das formula¢gdes aguosa e oleosa

O isolado fungico de M. anisopliae ARSEF 3643 utilizado foi cedido pelo
acervo de fungos entomopatogénicos da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, com atividade de biocontrole em parasitos ja comprovada. O isolado foi
cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA) e as placas foram mantidas em Biochemical Oxigeny Demand (B.O.D) a
25 + 1°C durante 14 dias. Apés o crescimento fangico os conidios foram lavados
com agua destilada estéril e Tween 80 a 0,1%, em seguida, a suspensao foi
homogeneizada e quantificada em microscépio 6ptico com auxilio de camara de
Neubauer. A concentracdo foi ajustada a 2x102 conidios/mL, de acordo com
Alves (1998), essa concentracédo é justificada por trabalhos prévios observados
na literatura.

Para inoculacdo e multiplicacdo dos conidios, sacos contendo 500g de
arroz branco foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C durante 20
minutos. Apos o resfriamento, em cada saco foi adicionado 30 mL da suspenséo
contendo conidios flngicos, ajustada a concentracédo de 2x102 conidios/mL. Em
seguida, foi realizada homogeneizacdo manual dos sacos, a fim de possibilitar a
distribuicdo homogénea da suspensdo fungica no arroz, posteriormente, 0s
sacos de arroz foram mantidos em B.O.D a 25 * 1°C durante 14 dias.

As formulacdes propostas para cada tratamento foram realizadas a partir
do crescimento fungico nos sacos de arroz. A suspensédo foi preparada com
aproximadamente 5009 de arroz, que foi lavado com agua destilada e Tween 80
a 0,1% para disperséao dos conidios e em seguida peneirada. Posteriormente, a
suspensao foi quantificada em microscopio 6ptico com auxilio de camara de
Neubauer e sua concentracdo ajustada a 2x108 conidios/mL.

O grupo formulagéo aquosa de M. anisopliae foi preparado com agua
destilada, Tween 80 a 0,1% e conidios fungicos, como descrito anteriormente; o
grupo formulacdo oleosa de M. anisopliae foi preparado com &gua destilada,
Tween 80 a 0,1%, conidios fungicos e acrescido de 10% de 6leo mineral (NP —
35); para o grupo controle aquoso foi preparado uma solugdo composta somente

de agua destilada e Tween 80 a 0,1%; o grupo controle oleoso, recebeu uma
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solucdo contendo agua destilada, Tween 80 a 0,1% e acrescido de 10% de 6leo
mineral (NP — 35), totalizando 800 mL por tratamento.

5.6 Viabilidade dos conidios

Uma aliquota de 20uL das formulacdes de M. anisopliae foi cultivada em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA e incubadas a 25 £ 1°C em B.O.D
por até 24 horas, para a avaliacdo da germinacao e viabilidade do fungo. A
avaliacdo da viabilidade dos conidios foi feita por meio de observacao direta em
microscépio Optico e o calculo de germinacdo foi realizado segundo a
metodologia proposta por Alves (1998).

5.7 Teste in vitro utilizando fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus

Apés devida higienizacdo, as fémeas coletadas foram pesadas
individualmente e distribuidas homogeneamente de acordo com o peso nas
placas de Petri (previamente esterilizadas), sendo cada grupo composto por 10
fémeas. Foram utilizados quatro grupos de tratamentos: controle aquoso,
controle oleoso, formulagdo aguosa de M. anisopliae e formulacdo oleosa de M.
anisopliae. As mesmas formulacdes propostas para o ensaio biol6gico em
condi¢cbes seminaturais foram utilizadas no teste in vitro.

Antes de serem distribuidas nas placas de Petri as fémeas foram
depositadas em tubos de ensaio, contendo 1mL de cada tratamento proposto.
Apdés 5 minutos de imersdo, as teledginas foram retiradas da solucédo e
levemente secas em papel toalha, e posteriormente fixadas pela parte dorsal do
idiossoma utilizando fita adesiva dupla face (Figura 9). Apés a realizacdo da

oviposigéo, as massas de ovos foram pesadas e acondicionadas em frascos de
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vidro vedados com algodé&o hidrofilico, para incubacéo e posterior avaliagdo do
percentual de ecloséo das larvas (Figura 10).

Figura 9 A. Fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em tubos de ensaio
com formulac¢des aquosa e oleosa de Metarhizium anisopliae. B. FEmeas fixadas
em placa de Petri apés o tratamento.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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Figura 10 A. Fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus realizando
ovoposicao. B. Coleta da massa de ovos. C. Massa de ovos em frascos de vidro
para incubacéo e posterior ecloséo de larvas.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).

Os parametros reprodutivos mensurados para avaliar a patogenicidade do
fungo in vitro sobre as fémeas ingurgitadas de R. microplus foram os seguintes:
peso inicial da fémea ingurgitada (peso individual de cada teledgina antes de
receberem os tratamentos propostos); peso da massa de ovos; percentual de
eclosdo das larvas (através da estimativa visual de porcentagem de larvas
eclodidas em relacdo a massa de ovos). A partir de tais parametros foi calculado
o indice de producéo de ovos (IPO), utilizando a equacgéo proposta por Bennett
(1974):

(IPO) = Peso da massa de ovos (mg) x 100/ Peso inicial da fémea
ingurgitada (mg).
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A obtencao do percentual de controle de R. microplus exercido pelo fungo
M. anisopliae, foi calculada a partir da Reproducdo Estimada (RE), de acordo
com Drummond et al. (1971).

RE = Peso da massa de ovos (mg) x % eclosao larvas x 20.000 / Peso da
fémea ingurgitada (mg).

Percentual de controle = Média RE (controle) — média RE (tratado) x 100/
média RE (controle).

Apés o término da postura, as fémeas inviaveis foram destinadas a
camara Umida e incubadas a 25 + 1°C em B.O.D, para facilitar o crescimento
fungico e posterior realizacdo de microcultivo, para confirmacdo de suas

caracteristicas macro e micromorfologicas.

5.8 Ensaio biol6égico em condi¢gdes seminaturais

No dia zero, apos as 16:00 horas (horario de menor incidéncia solar e
temperatura mais amena) grupos de peso médio e homogéneo contendo trés
fémeas ingurgitadas foram depositados em cada vaso, e em seguida o solo, as
fémeas e a graminea dos vasos foram pulverizados com 80mL da formulacéo
fingica (2x108 conidios/ml), proposta para cada grupo. Da mesma forma, foram
tratados o solo e a graminea dos vasos dos grupos controle aquoso, com agua
destilada e Tween 80 a 0,1% e controle oleoso, com a emulsdo de 6leo mineral

e agua destilada (Figura 11).
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Figura 11 Esquema representativo do ensaio biolégico em condi¢cdes
seminaturais.

"\
O

80 ml de cada tratamento/Vaso

3 Fémeas/Vaso

Controle agua  Controle dleo  Formulagéo aquosa Formulagéo oleosa Controle 4gua  Controle 6leo  Formulagéo aquosa Formulagéo oleosa

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

5.9 Recuperacéao das larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e
percentual de controle

Para a quantificacdo das larvas, as mesmas foram recuperadas a partir
da padronizacao do corte da graminea em 30 cm, aos 42 dias apds o tratamento
(periodo compreendido com a oviposi¢do, incubacdo dos ovos, eclosdao das
larvas e o enrijecimento de suas cuticulas, até tornarem-se infestantes) (Figura
12). Em cada coleta, as gramineas contendo as larvas obtidas de cada vaso
foram acondicionadas em sacos plasticos, que foram identificados, lacrados e
congelados para posterior quantificagdo das mesmas. As larvas fixadas nas
folhas coletadas foram removidas com o auxilio de um pincel e em seguida,
foram separadas e quantificadas com ajuda de pinca e estilete.

Para avaliar o efeito das formula¢@es flngicas de cada tratamento sobre
a recuperacao das larvas, a eficacia foi calculada utilizando a seguinte formula:

% eficacia = (A-B)/A *100

Onde A = média de larvas recuperadas no respectivo grupo controle e B

= média de larvas recuperadas no respectivo grupo tratado, de acordo com a

metodologia proposta por Bittencourt et al. (2003).
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Figura 12 Corte do apice das hastes de Brachiaria brizantha para recuperacao
das larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

5.10 Isolamento de Metarhizium anisopliae a partir das fémeas de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Durante a inspecéo visual da mortalidade das fémeas, todas aquelas que
foram encontradas mortas (enegrecidas, secas ou sem reacdo a estimulos
externos), foram coletadas e mantidas em camara Umida sob temperatura de 25
+ 1°C em B.O.D, durante sete dias ou até a exteriorizacdo fungica (Figura 13).
Posteriormente, em condigbes assépticas amostras do material fungico
exteriorizado sobre a cuticula foi coletado com auxilio de uma alga de platina,
para posterior identificacdo de suas caracteristicas micromorfoldgicas através da
técnica de microcultivo supracitada.
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Figura 13 FEmeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus inviaveis. A. Fémeas
apresentando coloracdo enegrecida no solo. B. FEmeas mantidas em camara
Umida para isolamento fungico.

A |

Fonte: Arquivo pessoal (2020).

5.11 Isolamento e identificacdo de Metarhizium anisopliae para a

avalicdo da persisténcia do fungo no solo

Para monitorar o desenvolvimento e permanéncia do fungo pulverizado
em cada vaso, foram coletadas aleatoriamente trés amostras de solo de
diferentes vasos, dos quatros tratamentos. Os momentos de coleta foram no dia
do tratamento, antes da pulverizacao (dia 0), a fim de verificar se havia presenca
de M. anisopliae no solo, e no 3°, 7°, 21° e 52° dia apds o tratamento.

As amostras de solo foram homogeneizadas formando uma Gnica amostra
composta para cada tratamento. Em seguida, foi pesada em microtubos uma
aliquota de 0,35g de cada amostra composta e diluida em 1mL de solucdo de
Tween 80 a 0,01%. Posteriormente, os microtubos foram submetidos a agitacéao
vigorosa por 30 segundos em agitador do tipo Vortex, e uma aliquota de 50ul de
cada microtubo foi adicionada em placas de Petri (trés placas de Petri para cada
tratamento).
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Tais placas foram vertidas com meio seletivo Cloranfenicol, Tiabendazol
e Ciclohexamida (CTC), meio especifico para o isolamento de Metarhizium sp.,
com a seguinte formulacdo: meio de cultura BDA (35g/L), acrescido de
Cloranfenicol (0,25¢g/L), Tiabendazol (0,001g/L), Ciclohexamida (0,25g/L) e
extrato de levedura (1g/L). Com o auxilio da alga de Drigalski o solo diluido foi
distribuido de forma homogénea sobre o meio de cultura na placa, conforme a
metodologia descrita por Fernandes et al. (2010). As placas foram mantidas em
B.O.D com temperatura de 25 *+ 1°C durante 21 dias, sendo avaliadas a cada 7
dias quanto a presenca ou nao de coldnias caracteristicas de M. anisopliae.

Para avaliar o nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) de M.
anisopliae foi utilizada a metodologia proposta por Marciano (2016), na qual o
namero de colbnias observadas nas placas de Petri contendo o meio seletivo
CTC foram categorizadas por cruzes. Durante a avaliagéo das placas a auséncia
de cruz (-) equivale a nenhuma colbnia fangica caracteristica de M. anisopliae;
uma cruz (+) corresponde ao intervalo de 1 a 25 col6nias fungicas; duas cruzes
(++) equivalem ao intervalo de 26 a 50 colbnias; trés cruzes (+++) ao intervalo
de 51 a 75 colbnias e quatro cruzes (++++) a uma observacédo de mais de 76
colbnias (Tabela 1).

Para a avaliagcdo das placas e validacdo do método, trés diferentes
observadores avaliaram visualmente as caracteristicas macro e
micromorfoldgicas das colonias de M. anisopliae, classificando-as de acordo

com o0 método de cruzes descrito acima.

Tabela 1 Método de mensuracéo de colbnias, baseado no nimero de cruzes (+)
que categoriza a quantidade de col6nias isoladas em placas de Petri apds a
inoculacdo das amostras de solo em meio seletivo CTC para Metarhizium sp.

Numero de colbnias Intervalo de classe do niumero de
colénias
- 0
+ 1-25
++ 26 — 50
+++ 51-75

++++ =76
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Fonte: MARCIANO (2016).

Para a avaliacdo das caracteristicas micromorfolégicas das colbnias foi
utilizada a técnica de microcultivo, adaptado de Riddell (1950), com posterior
observacdo em microscopio optico (LEICA® 550M com camera LEICA® ICC50E
acoplada). As caracteristicas macro e micromorfolégicas foram avaliadas
seguindo as descritas na literatura por Tulloch (1976), Driver et al. (2000) e
Bischoff et al. (2009). Devendo apresentar macroscopicamente colénia com
pigmentacdo inicialmente branca, adquirindo coloracdo amarela e verde
olivacea, apés a maturacao dos conidios. Microscopicamente os conidios devem
apresentar formato cilindrico a oval, estreitos centralmente e truncados nas
extremidades, com medidas podendo variar entre 3,5x9,0um de comprimento e

dispostos em cadeias.

5.12 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise descritiva e posteriormente foi feito
a distribuicdo da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, posteriormente, foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para a
comparacdo entre as meédias. As andlises foram realizadas pelo programa
estatistico R (R CORE TEAM, 2020). No que se refere a avaliacdo do numero
de colbnias fungicas, para a andlise de concordancia entre os observadores foi
utilizada a estatistica de Kappa, segundo a interpretacdo de Landis e Koch
(1977) (Tabela 2).
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Tabela 2 Intervalos de medidas de concordancias entre observadores da
estatistica de Kappa, segundo a interpretacéo de Landis e Koch (1977).

Valores de Kappa Interpretacéao
<0 Nenhuma concordancia
0-0,19 Baixa concordancia
0,20 - 0,39 Razoavel concordancia
0,40 - 0,59 Moderada concordancia
0,60 - 0,79 Substancial concordancia

0,80-1,00 Quase/perfeita concordancia
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6 RESULTADOS

6.1 Teste in vitro utilizando fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

O isolado de M. anisopliae ARSEF 3643 utilizado no presente estudo
apresentou caracteristicas morfologicas semelhantes com a descrita na literatura
por Driver et al. (2000) e Bischoff et al. (2009). Inicialmente a colbnia apresentou
pigmentacado branca, tronando-se amarela e posteriormente verde olivacea com
a maturacédo dos conidios. A avaliacdo micromorfoldgica revelou hifas septadas,
com a presenca de fidlides individuais ou agrupadas e com formato cilindrico. Os
conidios apresentaram cor verde, formando cadeias e com formato cilindrico a

oval, estreitos centralmente e truncados nas extremidades (Figura 14).

Figura 14 A. Coldnia de Metarhizium anisopliae apds 7 dias de incubacdo em
B.O.D. sob temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa 280%. B. Hifas e conidios
de Metarhizium anisopliae. Escala: 50um.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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Os conidios de M. anisopliae utilizados nas formula¢cdes aquosa e oleosa
apresentaram 99% de germinacdo, ap0s o periodo de 24 horas de incubacéo,
em B.0O.D sob temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa 280%. Logo, os
conidios fungicos estavam viaveis e aptos a serem utilizados nas formulacdes
(Figura 15).

Figura 15 Presenca de conidios ndo germinados e conidios germinados,
evidenciando-se o tubo germinativo. C: conidio; TG: tubo germinativo. Escala:
20um.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).

O peso médio inicial das fémeas ingurgitadas de R. microplus que foram
utilizadas nos grupos controles e formulagdo aquosa e oleosa de M. anisopliae
ndo diferiram estatisticamente (Tabela 3). Assim, as diferencas observadas
durante o ensaio nos parametros biolégicos dos diferentes grupos, podem ser
atribuidas aos tratamentos utilizados.
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6.1.1 Parametros reprodutivos

O peso da massa de ovos dos grupos controles e formulagdo aquosa nao
apresentaram diferenca estatistica. Entretanto, o grupo formulagdo oleosa
apresentou reducédo significativa na postura da massa de ovos (Tabela 3),
evidenciando a maior eficacia de M. anisopliae quando associado ao 6leo
mineral.

Para o indice de producéo de ovos, o grupo formulagédo aquosa nao diferiu
estatisticamente, quando comparado aos grupos controles 4gua e 06leo, no
entanto, o grupo formulacédo oleosa apresentou reducao significativa no IPO.
Sabendo-se que cada teledgina consegue converter aproximadamente 50% do
seu peso em massa de ovos, pode-se afirmar que a associacdo entre M.
anisopliae e o 6leo mineral atuou na reducdo da conversao do sangue ingerido
em massa de ovos, obtendo-se um IPO menor (Tabela 3).

No que se refere ao percentual de eclosdo das larvas, 0s grupos
formulacdo aquosa e oleosa ndo apresentaram diferenca estatistica quando
comparados aos grupos controles. Assim, as formulacdes de M. anisopliae nédo
demostraram influéncia sobre este parametro bioldgico, o percentual de ecloséo
variou entre 67,8% e 97,6% entre os grupos (Tabela 3). Entretanto, o tratamento
formulacdo oleosa de M. anisopliae destacou-se com 78,6% de eficacia no
controle de R. microplus (Tabela 3), o que revela o aumento da eficacia do fungo

guando associado a veiculos oleosos.



42

Tabela 3 Comparacéo de médias e desvio padrao das variaveis peso inicial das
fémeas ingurgitadas (mg), peso da massa de ovos (mg), indice de producéo de
ovos (%), percentual de eclosdo de larvas (%) e percentual de controle de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus no ensaio in vitro. Média + Desvio padréo.

Tratamentos Peso das fémeas Peso da massa indice de Percentual de Percentual

antes da postura de ovos (mg) producdo de Eclosdo delarvas de Controle
(mg) ovos (%) (%) (%)

Controle agua 207,52 £+ 26,37a 101,45 + 27,37a 48 + 9a 97,1+ 1,5a

Controle 6leo 205,01 £ 28,78a 100,09 + 22,56a 49 + 10a 97,6+ 1,5a 0,2

Formulacédo 201,40 + 37,00a 93,17 + 39,27a 45 + 16a 87,8 + 30,5a 14,4

aguosa

Formulacédo 204,16 + 28,33a 30,53 +17,56b 15+9b 67,8 + 46,8a 78,6

oleosa

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

6.2 Ensaio biolégico em condi¢cdes seminaturais

O peso médio dos grupos das fémeas ingurgitadas que foram utilizadas
no ensaio bioldgico em condicBes seminaturais foi similar e variou entre 6,7
gramas e 6,8 gramas/grupo (p>0,05). Assim, as diferencas observadas nos
parametros biolégicos dos diferentes grupos durante o ensaio seminatural,

podem ser atribuidas aos tratamentos utilizados.

6.2.1 Recuperacédo das larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e

percentual de controle

Na tabela 4 pode-se observar que, na avaliagdo aos 42 dias os
tratamentos formulacdo oleosa e aquosa apresentaram o melhor resultado
quanto a reducdo do numero de larvas recuperadas, com valor médio de 1429 e
2078 de larvas, respectivamente. Ndo houve diferengca estatistica entre as
formulacgdes fangicas utilizadas. O grupo que apresentou a maior quantidade de

larvas, ou seja, a menor reducdo como era esperado, foi o grupo controle agua,
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com média de 3700 larvas. Mesmo no grupo controle agua a recuperagao das
larvas foi considerado reduzido, o que pode ser justificado pelos efeitos que as
condicbes climaticas causam ao parasito, seja durante a oviposicao,

embriogénese e sobrevivéncia das larvas no ambiente.

Tabela 4 Comparacdo das médias e desvio padrdo das contagens de larvas
infestantes provenientes de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus dos
grupos controles e formulacdo aquosa e oleosa, obtidas aos 42 dias ap0s 0s
tratamentos propostos.

Tratamentos Larvas obtidas aos 42
dias
Controle 4gua 3700 + 1358 a
Controle 6leo 3442 + 660 a
Formulacéo aquosa 2078 £876Db
Formulacé&o oleosa 1429 +672b

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

No que se refere ao percentual de controle das formulagbes fungicas
sobre as larvas de R. microplus, observou-se que as formulagbes aquosa e
oleosa apresentaram eficacia de 43,8% e 58,4%, respectivamente, em relacao
aos seus respectivos grupos controles (Tabela 5). Quando comparado o grupo
formulacdo oleosa com o controle agua, observou-se aumento da eficacia
(61,3%). Assim, pode-se inferir que o grupo formulacao oleosa apresentou maior

eficacia no controle das larvas de R. microplus (Tabela 5).
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Tabela 5 Eficacia (%) das formulacbes aquosa e oleosa de Metarhizium
anisopliae sobre a recuperagdo das larvas infestantes de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, em ensaio biologico em condi¢cdes seminaturais.

Controles Tratamentos Eficacia (%)
Controle agua Controle 6leo 6,9
Controle agua Formulacao aquosa 43,8
Controle agua Formulacao oleosa 61,3
Controle 6leo Formulacdo aquosa 39,6
Controle 6leo Formulacéo oleosa 58,4

6.2.2 Isolamento de Metarhizium anisopliae a partir das fémeas de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

ApoOs a realizacdo dos tratamentos foram feitas inspecfes visuais nos
vasos durante 21 dias, a fim de identificar a presenca de fémeas mortas,
oviposicdo e do crescimento fangico no solo ou sobre as fémeas. Nos grupos
controles foi observada maior viabilidade das teledginas, cerca de 17 dias apo6s
o tratamento ainda estavam realizando oviposicdo. No entanto, no grupo
formulacdo oleosa observou-se fémeas enegrecidas e com exteriorizagcao
fungica na sua superficie a partir do 7° dia apds o tratamento. No que se refere
ao grupo formulacdo aguosa notou-se a mortalidade das teledginas a partir do
13° dia. Todas as fémeas mortas foram submetidas a técnica de camara umida
e microcultivo.

Todas as amostras do microcultivo dos grupos formulacdo aquosa e
oleosa apresentaram caracteristicas micromorfolégicas compativeis com a
descricdo de M. anisopliae observada na literatura (Figura 16) (DRIVER et al.,
2000 e BISCHOFF et al., 2009). Confirmando assim, que todas as fémeas
coletadas em ambos os grupos apresentaram infeccao por M. anisopliae. No
entanto, as fémeas coletadas dos grupos controles ndo se observou a presenca
de estruturas fangicas compativeis com a de M. anisopliae, logo, pode-se

descartar a mortalidade destas pelo fungo avaliado.
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Durante o periodo de realizacdo da postura, foi possivel observar
exteriorizagdo fungica sobre a cuticula das teledginas dos grupos formulacdo
aguosa e oleosa. Assim, pode-se confirmar que M. anisopliae possui atividade
patogénica sobre o carrapato, podendo-se observar também, sua capacidade de

realizar todas as fases do seu crescimento sobre este artropode.

Figura 16 A. Fémea de Rhipicephalus (Boophilus) microplus colonizada por
Metarhizium anisopliae. B. Microfotografia de Metarhizium anisopliae. Escala:
50um.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).

6.2.3 Isolamento e identificacdo de Metarhizium anisopliae para a avalicao

da persisténcia do fungo no solo

N&o houve crescimento fungico caracteristico de M. anisopliae nas
amostras de solo coletadas de todos os grupos antes da pulverizagdo com 0s
tratamentos propostos (dia zero). Nas amostras de solo coletadas no 3° dia apés
os tratamentos, verificou-se presenca de UFC caracteristicas de M. anisopliae
nos grupos formulacdo aquosa e oleosa, sendo o numero de colbnias

classificada como 4 cruzes (276 coldnias por placa), para ambos os grupos. No
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gue se refere aos grupos controles ndo houve crescimento fingico caracteristico
em nenhuma das coletas realizadas (Tabela 6 e Figura 17).

No 7° dia de coleta das amostras de solo apds os tratamentos, também
se observou a presenca de UFC com caracteristicas de M. anisopliae nos grupos
formulacéo aquosa e oleosa. Sendo que, ndo houve diferenga no nimero de
colonias entre esses grupos, todas as placas avaliadas foram classificadas como
4 cruzes (276 colbnias por placa) (Tabela 6 e Figura 17).

Na coleta realizada no 21° dia ap6s tratamento, foram isoladas colénias
caracteristicas de M. anisopliae de ambos os grupos. No entanto, verificou-se
reducdo no numero de UFC no grupo formulacdo aquosa, classificado por trés
cruzes (51 — 75 colbnias por placa). Entretanto, as amostras de solo do grupo
formulacdo oleosa apresentaram mais de 76 col6nias por placa (Tabela 6 e
Figura 17).

A avaliagdo da ultima coleta de solo realizada no 52° dia apds os
tratamentos revelou uma reducdo acentuada no niumero de coldnias dos grupos
formulacdo aquosa e oleosa, sendo classificado por 1 cruz (1 — 25 coldnias por
placa) (Tabela 6 e Figura 17).

A técnica de microcultivo realizada a partir das colénias fungicas das
amostras de solo dos grupos formulacdo aquosa e oleosa, revelaram
caracteristicas microscopicas compativeis com as de M. anisopliae descritas na
literatura por DRIVER et al. (2000) e BISCHOFF et al. (2009). A avaliacdo
microscoépica revelou a presenca de hifas septadas, com fidlides Unicas ou
agrupadas e conidios de formato cilindrico e oval e dispostos em cadeias. As
colénias observadas nos grupos controles também foram submetidas a técnica
de microcultivo, no entanto, na avaliacdo microscopica foram verificadas

estruturas fungicas incompativeis com as do fungo avaliado.
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Tabela 6 Classificacdo do numero de colbnias de Metarhizium anisopliae
isoladas do solo (3°, 7°, 21° e 52° dia), segundo o0 método proposto por Marciano

(2016).
3°dia 7° dia
Repeticdo | Controle Controle Formulagdo Formulagdo | Controle Controle Formulagdo Formulagéo
H20 oleo aguosa oleosa H20 oleo aguosa oleosa
1 — — ++++ ++++ — — ++++ ++++
2 — — ++++ ++++ — — ++++ ++++
3 — — ++++ ++++ — — ++++ ++++
21°dia 52° dia
Repeticdo | Controle Controle Formulagdo Formulagdo | Controle Controle Formulagdo Formulagéo
H20 Oleo aguosa oleosa H20 Oleo aguosa oleosa
1 - - +++ ++++ - - + +
2 - - +++ ++++ - - + +
3 - - +++ ++++ - - + +

(-) zero coldnia de Metarhizium anisopliae isolada; (+) 1 a 25 coldnias de Metarhizium anisopliae
isoladas; (++) 26 a 50 colbnias de Metarhizium anisopliae isoladas; (+++) 51 a 75 colbnias de
Metarhizium anisopliae isoladas; (++++) = 76 colénias de Metarhizium anisopliae isoladas.
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Figura 17 Colbnias de Metarhizium anisopliae (setas amarelas) e colénias de
fungos contaminantes (setas vermelhas) em meio seletivo CTC a partir de
amostras de solo. A: Placa sem colonias caracteristicas de Metarhizium
anisopliae (-); B: Placa contendo de 1 a 25 colbnias caracteristicas de
Metarhizium anisopliae (+); C: Placa contendo de 51 a 75 colbnias caracteristicas
de Metarhizium anisopliae (+++); D: Placa contendo mais de 76 colénias (++++)
caracteristicas de Metarhizium anisopliae.

ApGs a avaliagdo do numero de coldnias realizada pelos trés avaliadores,
os resultados foram submetidos a estatistica de Kaapa. A concordancia obtida
variou entre 0,48 e 0,89 entre os avaliadores, os valores encontrados permitem
classifica-los como de superficial a quase perfeita concordancia, de acordo com
a interpretacdo de Landis e Koch (1977). O grau de concordancia entre os
avaliadores esta expresso na Tabela 7. A total concordancia entre os avaliadores
€ representada pelo valor igual a 1, quando os valores sdo negativos ou proxXimos

de zero indicam nenhuma concordancia.
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Tabela 7 Comparagéo da intensidade da concordancia entre as avaliagdes feita
por trés avaliadores (AV) do numero de colbnias de Metarhizium anisopliae
isolados do solo. A concordancia foi mensurada utilizando o método estatistico

Kappa.

Controle agua

Controle 6leo

Formulacéo aquosa

Formulacé&o oleosa

AV 1 AV 2 AV 3 AV1 Av2 AV3 | AV1 AVv2 AV3 | AV1 AV2 AV3
AV 1 --- 0,48* 0,48* --- 0,48* 0,48* - 0,83* 0,57* -- 0,89* 0,89*
AV 2 | 0,48* --- 0,48* | 0,48* --- 0,48* | 0,83* -- 0,65* | 0,89* -- 0,89*
AV 3 |048* 0,48* - 0,48* 0,48* - 0,57* 0,65* -- 0,89* 0,89* -

*Significantes ao nivel de p < 0,05.
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7. DISCUSSAO

Os resultados observados no teste in vitro revelaram que a formulagéo de
M. anisopliae quando associada ao 6leo mineral possibilita a maior eficacia do
fungo no controle de R. microplus, o que pode ser justificado pela protecao
conferida pelo 6leo mineral e melhor adesdo dos conidios a cuticula do
artrépode. Foi possivel verificar alteracdes em alguns parametros reprodutivos
das fémeas, por exemplo, reducéo significativa no peso da massa de ovos, bem
como, no indice de producdo de ovos. Esses achados sdo extremamente
relevantes quando se pensa no controle de R. microplus, pois diminuindo a
ovipostura consequentemente diminui a quantidade de larvas infestantes nas
pastagens, favorecendo assim o controle do parasito na propriedade.

O presente trabalho destaca-se por ser pioneiro na utilizacdo de
formulac@es fungicas a base de M. anisopliae para o controle de R. microplus
em condicbes seminaturais na regido Nordeste. Os resultados aqui
apresentados demonstraram a patogenicidade do fungo sobre o carrapato
estudado, e sdo importantes pois dardo subsidios para futuras pesquisas em
condi¢cBes de campo, especialmente para as regifes de bioma de Mata Atlantica,
por exemplo, o Recdncavo da Bahia por apresentar clima compativel com as
condicdes necessarias para a sobrevivéncia do fungo no ambiente.

Um ponto importante na utilizacdo de fungos entomopatogénicos no
controle bioldgico é a avaliacdo do percentual de germinacéo antes do preparo
das formulacdes, uma vez que, o primeiro estagio de infeccdo do fungo € a
adesdo, germinacdo e penetracdo na cuticula do artrépode. O isolado de M.
anisopliae  ARSEF 3643 utilizado nos ensaios in vitro e em condi¢des
seminaturais apresentou germinacao de 99%, portanto, apto a ser utilizado. De
acordo com Alves e Faria (2010), uma taxa de germinacdo acima de 80% é
satisfatoria.

O isolado M. anisopliae ARSEF 3643 utilizado, ja possui atividade
carrapaticida comprovada em estudos anteriores. Jones (2017), demonstrou que
este isolado na concentracédo de 108 conidios/mL apresentou 58,77% de eficacia
sobre R. microplus, além de alterar diferentes parametros bioldgicos das fémeas

tratadas. Sabe-se que ha diferenca na patogenicidade entre diferentes isolados
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de M. anisopliae (PERINOTTO et al., 2014), e também ha variacdo quando o
mesmo isolado € utilizado em formulacdes oleosas (PERINOTTO et al., 2017).
Isso pode ser observado no presente estudo, pois o isolado testado apresentou
melhor acdo carrapaticida quando formulado em 6leo mineral.

A utilizacdo das formulacdes fungicas em condi¢cbes seminaturais
confirmaram a patogenicidade do fungo sobre os diferentes estagios de vida livre
de R. microplus. Foram observadas fémeas inviaveis com crescimento fangico
sobre sua cuticula a partir de 7 dias ap0s o tratamento com a formulagéo oleosa,
e apdés a realizacdo do reisolamento fungico identificou-se estruturas
micromorfologicas compativeis com M. anisopliae. Apesar de nao haver
diferenca estatistica entre as formulacfes propostas, quando se compara 0s
grupos controle agua e formulacao oleosa o percentual de eficacia do fungo foi
de 61,3% na reducdo do numero de larvas infestantes, ja o grupo formulagéo
aguosa obteve um percentual de controle de 43,8%, ou seja, o percentual de
controle quando utilizado o 6leo mineral foi superior a formulacédo aquosa.

No 21° dia de coleta do solo, foi isolado um maior numero de coldnias do
grupo formulacéo oleosa, quando comparado ao grupo formulacéo aquosa. Este
resultado pode inferir que o 6leo mineral conferiu protecdo ao fungo no ambiente,
prolongando assim, sua viabilidade no solo e consequentemente sua acéo sobre
o parasito. Verificou-se a permanéncia do fungo no solo por 52 dias, no entanto,
houve uma reducédo acentuada de UFC na ultima coleta (52 dias). Que pode ser
justificada pela acdo de fatores abioticos como temperatura, umidade e radiacdo
solar sobre o microclima dos vasos, uma vez que, 12 dias anteriormente a Ultima
coleta do solo, houve o corte da graminea para recuperacdao das larvas, e
consequentemente influéncia dos efeitos climaticos sobre o fungo.

De maneira geral, nas condi¢cbes estudadas, o isolado de M. anisopliae
foi capaz de persistir no solo por 52 dias, sendo esse resultado relevante quando
se pensa na aplicabilidade de tais formulacbes a campo, uma vez que, 0
conhecimento da persisténcia do fungo no solo permite determinar frequéncias
de aplicacdo das formulacdes fungicas nas pastagens, auxiliando assim no
desenvolvimento de protocolos de controle.

Marciano et al. (2020) em estudo sob condi¢cbes seminaturais, obtiveram
resultados satisfatorios utilizando formulagbes de Metarhizium sp. associada ao

0leo mineral e vegetal, apresentando eficacia média de 85,08 a 100% no controle
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de R. microplus, além de proporcionar ao fungo um periodo de viabilidade no
solo de até 60 dias. Essa diferenca observada por esses autores pode ser
atribuida aos diferentes isolados fangicos utilizados (ARSEF 3641 e CG 148), as
condi¢cbes climaticas, visto que, o estudo foi realizado no estado do Rio de
Janeiro e também a populacao de carrapatos estudada, sabe-se que ha variacao
da patogenicidade entre diferentes populacfes de R. microplus (PERINOTTO et
al., 2012). Marciano (2016) ressalta a importancia dos ensaios bioldgicos a
campo, pois é possivel mimetizar condicbes de campo no qual a maior
populacdo do carrapato € encontrada, tais condi¢cdes possibilitam que tanto o
fungo quanto o parasito sofram as influéncias das variacées ambientais.

Bittencourt et al. (2003) avaliaram a utilizacado de formulacéo aquosa de
M. anisopliae pulverizada sobre larvas de R. microplus em canteiros com
pastagem de Brachiaria decumbens, foi observado percentual de controle de até
53,78% na terceira aplicacdo com a suspensao fungica, na concentracao de
2x10°. Garcia et al. (2011) avaliaram a acdo da formulacdo aquosa do isolado
E9 do fungo M. anisopliae, em pastagem de B. decumbens naturalmente
infestada com larvas de R. microplus e submetida ao pastejo com bovinos, ndo
sendo observado diferenca na contagem do numero de teledginas e na
recuperacdo das larvas dos grupos tratados e controles. No entanto, o ensaio
laboratorial utilizando o mesmo isolado, revelou reducéao significativa no peso da
massa de ovos e na taxa de eclosao das larvas.

Estudo realizado por Angel-Sahagun et al. (2010) no México, utilizando
formulacBes aquosa e sélida de M. anisopliae em pastagens infestadas com
larvas de R. microplus, revelou um percentual de reducao de larvas de 67,8 e
94,2%, respectivamente, 14 dias apés a aplicacdo das formulacdes, sendo que,
a formulacédo sélida obteve reducao de 58,3% na recuperacao das larvas 21 dias
apos os tratamentos. Os mesmos autores ainda apontam, que a utilizacdo de
adjuvantes possui grande influéncia na eficacia das formula¢gbes a base de M.
anisopliae em estudos de campo.

Estes estudos possibilitam identificar a influéncia que as variacdes
climaticas exercem sobre o fungo, sabe-se que um dos problemas na utilizacéo
deste fungo a campo é a sua susceptibilidade a temperaturas elevadas, umidade
e a radiacao solar. Estudos in vitro revelam bons percentuais de controle de R.

microplus, no entanto, quando realizado ensaios de campo nota-se uma reducao
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desse percentual, pode-se inferir que a utilizagdo de adjuvantes que confiram
protecdo aos conidios possibilita a sua persisténcia no ambiente e o controle do
parasito, portanto, um fator fundamental nos programas de controle biolégico
utilizando M. anisopliae; outro fator importante que pode influenciar a eficicia
dos tratamentos sdo os isolados utilizados, é possivel observar nos trabalhos
estudados isolados com diferentes percentuais de controle.

Para Alves e Faria (2010) a associacdo do fungo a veiculos oleosos
minimiza os danos ambientais causados ao agente, principalmente os efeitos de
radiagdo UV-B e umidade, além de conferir melhor ades@o dos conidios a
cuticula do artropode e até mesmo sobre as plantas. No presente estudo
observou-se 60% de umidade relativa média ao longo do ensaio seminatural,
com variacao entre 33% e 100%; a temperatura média observada no mesmo
periodo foi de 28°C. Camargo (2014) utilizando formulacdo a base de M.
anisopliae em estudo laboratorial com diferentes umidades relativas,
identificaram eficacia do fungo associado ao 6leo mineral quando submetido a
umidades relativas entre 30% e 50%, diferentemente da formulacdo fungica
aquosa, que apenas tiveram efeitos sobre os parametros bioldgicos do carrapato
em umidade relativa variando entre 70% e 90%.

Os resultados do presente estudo, assim como, dos demais trabalhos
revisados apontam a patogenicidade do fungo sobre as fases de vida livre de R.
microplus em ensaios in vitro e em condicbes de campo, tais resultados
vislumbram a utilizacdo de formulacdes fungicas como método integrado as
formas convencionais de controle. De acordo com Schumacher e Poehling
(2012), a associacdo de fungos entomopatogénicos a acaricidas quimicos
podem aumentar a eficacia do fungo, desde que, ndo haja efeitos negativos
sobre a sua germinacdo e conidiogénese. Webster et al. (2015) relataram a
compatibilidade entre o isolado de M. anisopliae (TIS-BR03) aos acaricidas
cipermetrina e clorpirifés, nesse mesmo estudo a formulagéo fangica associada
aos acaricidas foi pulverizada em bovinos, sendo observado o percentual de
97,9% de eficacia no controle do carrapato. Resultado positivo também foi
encontrado no estudo de Murigu et al. (2016), no qual a compatibilidade do
isolado de M. anisopliae (ICIPE 7) com o acaricida amitraz foi demonstrada.

De acordo com as exigéncias do Ministério da Agricultura e

Abastecimento (MAPA), os acaricidas quimicos devem apresentar eficacia de
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95% no controle do parasito, no entanto, no que se refere ao panorama nacional,
se tem relatos de cepas com multipla resisténcia aos acaricidas disponiveis no
mercado, diante do cenario da resisténcia parasitaria e com base nos trabalhos
de compatibilidade entre o fungo e acaricidas quimicos, pode-se inferir que essa
associacdo como método integrado de controle € possivel.

No presente estudo foi observado que as condi¢bes climaticas do
Recbdncavo da Bahia séo favoraveis para a viabilidade e patogenicidade do fungo
em condi¢des de campo, dando subsidio para pesquisas futuras com a utilizacao
desse agente para o controle bioldgico de R. microplus. O uso de M. anisopliae
no controle desse carrapato é promissor, 0os estudos in vitro apontam sua
eficacia, assim como, os testes em condi¢cdes seminaturais, no entanto, ainda
S840 necessarios ajustes metodoldgicos a fim de determinar a concentracao
fungica que confira melhor viruléncia; formas e intervalos de aplicacédo; e 0 uso
de adjuvantes, pois como foi observado no presente trabalho a formulacéo
fungica associada ao 6leo mineral obteve maior percentual de controle em
ambos os testes. Tais pesquisas a campo Sao importantes, pois esses resultados
vislumbram a utilizacdo desse tipo de controle biol6gico integrado a outros
métodos convencionais de controle, por exemplo, aos acaricidas quimicos, afim

de reduzir o uso massivo desses compostos.
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8. CONCLUSOES

A formulacdo oleosa de M. anisopliae apresenta maior percentual de
controle de R. microplus em condicdes laboratoriais, quando comparado aos
demais tratamentos.

As formulacdes de M. anisopliae apresentam eficacia no controle das
fases de vida livre do parasito, quando aplicado no solo e na graminea em
condi¢cBes seminaturais.

Foi possivel verificar que M. anisolpliae sobrevive no solo por um periodo
de 52 dias em condi¢cdes seminaturais, resistindo assim as intempéries

ambientais.
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