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Quanto mais me aprofundo na Ciéncia, mais me aproximo de Deus”

(Albert Einstein)

""Devemos preservar cada pedaco de biodiversidade como algo inestimavel enquanto
aprendemos a entender o que ela significa para a humanidade"
(E.O. Wilson)

“QO desafio do novo modelo tecnolégico é aumentar a produtividade levando-se em
conta a qualidade de processos e produtos, sem degradacdo ambiental, e, se possivel, de
uma forma sustentavel”

(José Roberto Postali Parra)
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RESUMO

MARCIANO, Allan Felipe. Controle de Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae): Uso de
formulacbes oleosas de Metarhizium spp. em condi¢cdes seminaturais. 2016. 67 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2016.

O carrapato Rhipicephalus microplus é considerado um dos principais agentes de parasitismo
em bovinos por representar significativas perdas econdmicas na pecuaria de leite e corte. Sendo
o fungo Metarhizium spp, um promissor agente biocontrolador para este artropode, por
apresentar grande viruléncia e eficacia contra este ectoparasita. Agentes microbianos quando
langados a campo, podem sofrer grande influéncia pelas intempeéries ambientais, devendo estes
receberem componentes que favorecam a sua patogenicidade, permanéncia e viabilidade no
ambiente, a fim de atingirem resultados satisfatorios. Visto isto, diferentes veiculos oleosos
vém sendo alvos de estudos como componentes adjuvantes. O objetivo deste trabalho foi
investigar, sob condi¢des seminaturais, a permanéncia no solo, a viruléncia e a eficacia de dois
isolados do fungo Metarhizium anisopliae s.I. (ARSEF 3641 e CG 148) formulados em 6leo
(soja e mineral) sobre fémeas de R. microplus, assim como a taxa e recuperacao de larvas. O
fungo foi produzido em massa a partir do cultivo dos isolados em arroz e para a formacéo do
ambiente seminatural, sementes de Brachiaria brizantha, cultivar Marandu, foram plantadas
em vasos de polipropileno. O experimento foi composto por sete grupos: Controle CTR (grupo
sem tratamento); Controle OLV (tratado com 6leo vegetal e Tween 80 a 0,1%), Controle OLM
(tratado com 06leo mineral e Tween 80 a 0,1%), Tratado 3641 OLV (tratado com o isolado
ARSEF 3641 + 6leo vegetal + Tween 80 a 0,1%); Tratado 3641 OLM (tratado com o isolado
fangico ARSEF 3641 + 6leo mineral + Tween 80 a 0,1%); Tratado CG 148 OLV (tratado com
o isolado 148 + 6leo vegetal + Tween 80 a 0,1%); Tratado CG 148 OLM (tratado com o isolado
CG 148 + 6leo mineral + Tween 80 a 0,1%). Cada grupo conteve dez vasos. Foram pulverizados
sobre a superficie do solo de cada vaso, 80ml da formulacdo a 108 conidios/ml de acordo com
0 grupo proposto para cada formulagéo e posteriormente 5 fémeas ingurgitadas de peso médio
e homogéneo foram adicionadas em cada vaso. Os mesmos foram vistoriados diariamente para
a avaliacdo da mortalidade das fémeas. O percentual de eficacia das formulacdes dos isolados
testados foi obtido a partir da comparacdo entre o numero de larvas vivas coletadas no apice
das folhas da forrageira dos grupos controles e dos grupos tratados. A coleta de larvas foi
realizada no 7° 14° e 21° ap06s a eclosdo das mesmas. Para a avaliagdo da presenca de
Metarhizium spp. no solo, foi estabelecido e validada uma metodologia para a quantificacdo do
namero de coldnias encontradas em amostras coletadas de cada vaso antes da pulverizacdo e
no 3° 7° 21° e 60° dia apds o tratamento. A validacdo do método se fez pelo confronto da
avaliacdo de trés observadores utilizando o teste Kaapa. Para a analise estatistica dos demais
dados, os mesmos foram submetidos a distribuicdo da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
sendo classificados como ndo paramétricos e foi utilizado o teste de Kruskal Wallis para analise
de variancia, seguido do Student-Newman-Keuls para comparacao entre as ordenacGes médias.
Os grupos tratados com as formulacfes fungicas oleosas apresentaram eficdcia média no
controle de R. microplus variando entre 85,08 e 96,13% em relacao aos seus respectivos grupos
controles durante o periodo de avaliagdo do nimero de larvas infestantes. O isolado ARSEF
3641 formulado tanto em oOleo vegetal quanto em 6leo mineral apresentou os melhores
percentuais de eficacia. Durante o periodo de postura das fémeas, foi possivel encontrar a
exteriorizacdo de Metarhizium sp. nas mesmas em todos 0s grupos tratados com as formulagdes
fangicas, confirmando a capacidade dos isolados fingicos em se manterem e realizarem todas



as fases de desenvolvimento sobre o artropode em condicGes seminaturais. Ambos os isolados
testados, nas duas condicGes de formulagdes propostas, mostraram-se aptos a permanecerem
ativos no ambiente seminatural, virulentos e eficazes contra fémeas de R. microplus, sendo
capazes de reduzir significativamente geragdes futuras do carrapato.

Palavras-chave: fungo entomopatogénico; carrapato dos bovinos; reisolamento; Adjuvantes;
solo.



ABSTRACT

MARCIANO, Allan Felipe. Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) Control:
Metarhizium spp. oil-based formulations in semi-natural conditions. 2016. 67p.
Dissertation (Master Science in Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The tick Rhipicephalus microplus has been considered the most important parasite in cattles. It
causes economic lost in dairy and beef cattle. As the fungus Metarhizium spp, a promising
biocontrol agent, with remarkable virulence and efficacy against this arthropod. Environmental
conditions can directly influence entomopathogenic fungal activity when it is released on the
field. Therefore, adjuvants should be used to enhance fungal pathogenicity, stability and
viability under unfavorable environmental conditions. Accordingly, several oily vehicles have
been studied as adjuvant components. The present study aimed at investigate under semi-natural
conditions, the permanence of fungi in the soil, the pathogenicity and the efficacy of two
isolates of Metarhizium anisopliae sensu latu (ARSEF 3641 and CG 148) formulated in oil (soy
and mineral), on engorged females of R. microplus engorged. The fungus was mass produced
on rice cultivation and the semi-natural environment was framed from pots with Brachiaria
brizantha cv. Marandu. The experiment was compound of seven groups: Control OLV (treated
with vegetable oil and 0,1% of tween 80), Control OLM (treated with mineral oil and 0,1% of
Tween 80), Treated 3641 OLV (treated with isolated ARSEF 3641 + vegetable oil); Treated
3641 OLM (treated with ARSEF 3641 isolated + mineral oil); Treated CG 148 OLV (treated
with CG148 isolated + vegetable oil); Treated CG 148 OLM (treated with CG 148 isolated +
mineral oil). Each group contained ten pots. The soil of each pot was sprayed with 80 ml of
formulation at 10 conidia/ml in accordance with the proposed group. Afterwards, 5 engorged
females were put on each pot. All pots were daily inspected for evaluating the percent mortality
of famales. The efficacy of formulations tested was obtained by comparison of the number of
live larvae collected at the apex of forage leaves of the control groups with the number of larvae
from the treated groups. The collection of larvae was held on the 7th, 14th and 21st after the
hatch. To evaluate the presence of Metarhizium spp. in the soil, a methodology was established
to quantify the colonies number found in samples collected from each pot before the spraying
and at 3th, 7th, 21th and 60th day after treatment. For the standardization of the methodology
set out in the quantification of colonies in the soil, data from three evaluators were confronted
by Kaapa test, the statistical analysis of data were submitted to the distribution of normality by
the Shapiro-Wilk test. Data were analyzed as nonparametric and we used the Kruskal-Wallis
test for analysis of variance followed by the Student-Newman-Keuls to compare the mean. The
tested oil fungal formulations showed daily efficacy ranging between 85,08 and 96,13%
compared to their respective controls. The group trated with isolated ARSEF 3641 formulated
both in mineral oil and vegetable oil showed the better efficacy when compared to the respective
control groups. Also, during tick females’ laying period, it was possible to observe Metarhizium
spp. externalization on R. microplus engorged females cuticle in all groups that were exposed
to fungal formulations, confirming the ability of these fungal isolates on develop all growth
stages over this arthropod in semi-natural conditions. Both fungal isolates formulated in
vegetable or mineral oil showed to be able to remain active in semi-natural environment as they
were pathogenic and effective against engorged females, and able to reduce significantly future
generations of the tick.

Keywords: entomopatogenic fungi, cattle tick, re-isolation, adjuvants, soil.
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2 INTRODUCAO

A pecuaria tem papel fundamental na economia mundial, sendo o Brasil um protagonista
no cenario da bovinocultura. Porém, a produtividade bovina muitas vezes é desacelerada por
diversos fatores, dentre eles o parasitismo € causador direto de prejuizos para 0s pecuaristas
e/ou empresarios rurais.

O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus, € um importante ectoparasita de
dificil controle, que transmite patégenos e ocasiona estresse aos animais, provoca espoliagcdo
sanguinea, danos ao couro, impacta negativamente nos indices zootécnicos e consequentemente
reduz a producéo de leite e carne.

Visto que a maior parte do rebanho bovino nacional é criada a pasto, e que 95% da
populacdo de carrapatos de uma propriedade esta contida no ambiente, torna-se necessario
estudos de alternativas de controle deste artropode em seu local de maior ocorréncia.

No manejo integrado de pragas destaca-se o controle biolégico, essa técnica é uma
alternativa a utilizacdo exclusiva dos produtos quimicos. Além disso, limita o desenvolvimento
de resisténcia as bases sintéticas e também atende ao mercado consumidor que atualmente
procura por produtos livres de componentes toXicos.

Considerando as técnicas de controle biologico, a utilizagdo de fungos
entomopatogénicos € promissora para 0 controle de artropodes. Esses microrganismos
cosmopolitas possuem capacidade de infeccdo ativa (sem a necessidade de ingestdo pelo
hospedeiro), sdo comumente encontrados no solo e tém demonstrado bons resultados em testes
in vitro e in vivo no controle do carrapato bovino.

Dentre 0s microrganismos patogénicos para artropodes o fungo Metarhizium spp. é
amplamente utilizado para controle de diversas pragas no mundo. Muitos produtos comerciais
estdo no mercado ou em fase de desenvolvimento, porém, a grande maioria destes para uso
agricola. Entretanto, pesquisas mostram o potencial patogénico deste agente para artropodes de
importancia veterinaria, tornando-o promissor para uso no controle biol6gico na pecuaria.

O género Metarhizium apresenta uma grande variabilidade genética, podendo apresentar
isolados que possuem diferentes especificidades para artropodes. Variando dentre outros
aspectos, o grau de viruléncia, a patogenicidade, a resisténcia a dessecacdo, a tolerancia a
temperatura e a tolerdncia a radiagéo Ultravioleta (UV).

Sendo assim, para obter um produto eficaz, devem ser selecionados isolados flngicos
com caracteristicas desejaveis. Considerando a especificidade a praga alvo, as condicGes
(temperatura, umidade, luminosidade) a qual serd armazenado e onde este microrganismo sera
aplicado.

Tratando-se da utilizacdo de bioagentes a campo, quando o mesmo é lancado no
ambiente e exposto as intempéries locais, essas podem reduzir sua atividade. Frente a isso,
torna-se necessario formula-lo, ou seja, associar adjuvantes que irdo garantir o sucesso do
biocontrolador.

Os Oleos emulsionaveis sdo classificados como adjuvantes, garantindo ao produto
caracteristicas como: melhor espalhamento, possibilidade de aplicagdo com equipamentos
convencionais e prote¢do aos conidios. Também aumentam a infectividade do fungo, diminuem
a evaporacdo e minimizam a acdo deletéria dos raios UV sobre os conidios.

Oleos vegetais e minerais possuem caracteristicas quimicas diferentes. Apresentam
divergéncias quanto a estabilidade ambiental, a toxicidade ao artrépode ou aos microrganismos
aos quais sdo formulados. Além disso podem também variar o custo de produg&o.

Muitas pesquisas mostram os efeitos benéficos de formulagdes oleosas em diferentes
condigdes e formas de aplicacdo. A fim de elucidar pontos chaves para sua futura utilizacdo em
pastagem, esse trabalho comparou a utilizacdo de dois diferentes veiculos oleosos na elaboracgéo
de uma formulagéo bioacaricida. Um a base de 6leo mineral (Vaselina liquida) e outro a base
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oleo de soja (vegetal). Analisando frente as adversidades ambientais a eficacia do produto, a
viruléncia e a sobrevivéncia do agente controlador sobre o carrapato R. microplus.



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Rhipicephalus microplus

A espécie Rhipicephalus microplus, € amplamente conhecida como carrapato dos
bovinos. Dentre os artropodes, um dos que representam maior interesse econémico na América
Latina e em outras partes do mundo, sendo o0 motivo de grande preocupacédo para 0s pecuaristas
por influenciar diretamente na produtividade animal (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Encontra-se distribuido nos rebanhos bovinos das Américas Central e do Sul, Africa,
sudoeste da Asia (NUNEZ et al., 1982; ESTRADA-PENA et al., 2012). Segundo Powell (1982)
este parasito tem como origem o continente asiatico e adaptou-se perfeitamente ao clima das
areas tropicais ocidentais, onde temperatura e umidade propiciam condi¢des favoraveis a
sobrevivéncia e manutencdo da espécie.

Foi introduzido em regiGes tropicais e subtropicais, mais especificamente nas Ameéricas,
pela importacdo do gado bovino por colonizadores (WHARTON, 1974; GEORGE, 1987). No
Brasil, sua introducéo parece ter acontecido no inicio do seculo XVIII no sul do pais, devido a
compra de animais advindos do Chile e posteriormente, espalhou-se por todo territorio nacional,
onde sua populacdo varia de acordo com as condi¢6es climaticas e os tipos raciais de bovinos
explorados (GONZALES,1995).

O carrapato R. microplus pertence ao Filo Artropoda, Classe Aracnida, Subclasse Acari,
Ordem Ixodida, Subordem Metastigmata e Familia Ixodidae (FLECHTMANN, 1990). A partir
de estudos moleculares, morfoldgicos e de andlises filogenéticas, Murrel e Barker (2003),
evidenciaram que algumas espécies de Rhipicephalus (Koch, 1844) sdo mais estreitamente
relacionadas as espécies de Boophilus (Curtice, 1891) do que para outras espécies de
Rhipicephalus. Sugerindo entdo que Boophilus fosse mantido como um subgénero de
Rhipicephalus, tornando-o assim Rhipicephalus (Boophilus) microplus, uma sinonimia de
Boophilus microplus.

No ciclo de vida dos ixodideos, apds a eclosdo das larvas existe apenas um estadio ninfal
e posteriormente se desenvolvem em adultos prontos para a cOpula. Dentre estes, o carrapato
R. microplus caracteriza-se pela predilecdo em parasitar um unico hospedeiro (monoxeno), isto
é, depende de apenas de um Unico animal para realizar todo seu ciclo de vida, preferencialmente
0s bovinos (SONENSHINE, 1991).

O carrapato dos bovinos apresenta duas fases distintas e complementares: Uma de vida
livre ou ndo parasitaria, que tem inicio com o desprendimento da fémea ingurgitada do
hospedeiro. No solo, a fémea tem o periodo de pré-postura, onde procura locais abrigados do
sol e imidos, iniciando a digestdo dos componentes do sangue para a formacdo dos ovos. Trés
dias depois de sua queda no solo, inicia a postura.

Considerando o periodo de oviposicdo e maturacdo dos ovos, em funcdo da umidade e
da temperatura, 0os ovos, em torno de trés mil por fémea, se desenvolvem e originam as larvas
num periodo médio de 60 dias nos meses quentes e umidos do ano e 120 dias nos meses frios e
secos na regido do Brasil-Central (FURLONG, 2005). Dois a trés dias apos a ecloséo, a larva
apresenta sua cuticula fortalecida e esta apta para subir nas pastagens por geotropismo negativo
(FURLONG, 2005; SONENSHINE, 1991).

O crescimento populacional de R. microplus no ambiente depende, entre outros fatores,
das condicdes climaticas e do tipo de forrageira que constitui a pastagem (GAUSS; FURLONG,
2002). No Brasil, registros de longevidade larval no Rio Grande do Sul mostraram capacidade
de sobrevivéncia larval por até 36 semanas. Por outro lado, em periodos de verdo no Sudeste
brasileiro, a maioria das larvas morre ou perde seu poder infestante, a partir de 60 dias devido
ao clima mais quente e seco (GUGLIELMONE et al., 2006; BARROS-BATTESTI et al., 2006).



A fase de vida parasitaria, se inicia quando a larva se fixa no hospedeiro, e dura em
média 18 a 26 dias. Neste periodo, sempre ap6s a alimentacdo ocorre a troca da cuticula e o
desenvolvimento para os estagios de ninfa e adulto. O acasalamento acontece a partir do 17°
dia da infestagdo (LONDET; ARTUR, 1975). O ingurgitamento ocorre em torno de 24 horas
antes da queda. Uma vez repleta, tendo aumentado cerca de duzentas vezes o seu peso, a fémea
se desprende do animal, de preferéncia nas primeiras horas da manha para dar inicio a fase
seguinte (FURLONG, 2005). O macho permanece por um periodo maior sobre o hospedeiro e
copula com outras fémeas (FURLONG; 1993).

E importante ressaltar que, durante todo o periodo de parasitismo, as infestacdes por
carrapatos em diferentes estagios geralmente se sobrepdem, ou seja, infestacbes com novas
larvas ocorrem antes do desprendimento das primeiras fémeas ingurgitadas, tornando-se
perpétua a formagdo de novos adultos e exponencialmente o surgimento a de novos
descendentes nas pastagens (FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006).

Sabe-se que aproximadamente 95% dos carrapatos estdo na vegetacdo (fémeas
ingurgitadas em postura, ovos em incubacdo e larvas esperando o hospedeiro) e 5% estdo
parasitando os bovinos (larvas, ninfas e adultos) (POWELL, 1982). Entretanto, a maioria dos
estudos e tecnologias, estdo direcionados a apenas aos 5% da fase parasitaria, por ser o estadio
que causa os prejuizos diretos (hematofagismo e lesGes na pele) e indiretos (babesiose e
anaplasmose bovina) (calcAS, 2001).

O carrapato dos bovinos é considerado um dos principais agentes de parasitismo,
causando graves prejuizos a bovinocultura brasileira, causando perdas de aproximadamente
3,24 bilhdes de dolares por ano (GRISI et al., 2014). Além dos danos diretos causados pelo
parasitismo (espoliacdo sanguinea e do couro) o carrapato € um importante transmissor de
patdgenos, causador de estresse que levam a reducdo da produtividade, além do aumento dos
custos com a producéo bovina, mediante a aquisi¢do de produtos para a manutencédo da sanidade
do rebanho, méo de obra e reposicao de animais (CASTRO; NEWSON, 1993; MONTEIRO et
al., 2003; ROSARIO-CRUZ et al., 2009; GRISI et al., 2014).

A identificacdo de substdncias quimicas com propriedades acaricidas, levou
rapidamente a adocdo de acaricidas quimicos como o método predominante de controle do
carrapato em todo o mundo (GUERRERO, 2012). Porém, os artropodes estdo em constante
adaptacdo e por mais bemfeita que seja a aplicacdo de carrapaticidas nas propriedades os
carrapatos desenvolvem mecanismos de resisténcia (FURLONG; MARTINS, 2000). Os
principais mecanismos dos carrapatos para que sobrevivam a aplicacdo dos carrapaticidas sdo:
reducdo na taxa de penetracdo do produto; mudangas no metabolismo, armazenamento e
eliminacdo do produto e alteraces no local de acdo das moléculas, possibilitando ao parasito
uma menor sensibilidade aos efeitos provocados pelo acaricida (FURLONG, 1992).

Existem diversas formas de controle integrado para este parasita, como: utilizacao de
animais geneticamente resistentes; controle imunolédgico através do desenvolvimento de
vacinas e homeopatia; gerenciamento de pastagem com alternancia de espécies animais e
utilizacdo de forrageiras; controle bioldgico; rotagdo de pastagem; introducdo de carrapatos
machos estéreis na populagdo (LEAL et al., 2003; GAZIM, 2010; VERISSIMO, 2013). Sendo
assim, ja ha algum tempo estratégias alternativas, como o uso de vacinas, fitoterapicos e agentes
de controle bioldgico estdo sob intenso estudo e aperfeicoamento (GEORGE, 2000).

3.2 Controle Microbiano e a Utilizagdo de Fungos Entomopatogénicos

O controle bioldgico foi definido por DeBach (1968) como “a ag¢do de parasitoides,
predadores e patdgenos na manutencdo da densidade de outro organismo a um nivel mais baixo
do que aquele que normalmente ocorreria nas suas auséncias”. Alves (1998), por sua vez, traz
uma definicdo mais contemporanea, onde o controle microbiano € a principal meta da patologia
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de insetos e representa um ramo do controle bioldgico, ressaltando a utilizacdo racional dos
patdgenos, tendo em vista a manutencdo da populacao de pragas.

Uma vez que os fungos sao grandes causadores de patologias em insetos e caros pragas,
esses tornam-se responsaveis pela regulacdo natural da populagéo de artropodes (MASCARIN;
PAULLI, 2010). Sendo que, dentre os microrganismos patogénicos para os artropodes os fungos
possuem larga variabilidade genética e capacidade de atuar em diversos estadios de seus
hospedeiros, uma vez que infectam ativamente as superficies quitinosas que 0os acompanham
durante todas as suas fases de vida. Também possuem relativa especificidade, dando-os a
qualidade de interessantes agentes para o controle de pragas (ALVES, 1998; SAMISH et. al.,
2004).

Porém, sob determinadas condicdes, epizootias naturais de fungos entomopatogénicos
nativos podem suprimir populacGes de artropodes-praga. Entretanto, as epizootias de
ocorréncia natural ndo podem ser consideradas como uma forma de controle previsivel, pois
ocorrem esporadicamente, geralmente ndo séo ciclicas e dependem de vérios fatores bidticos e
abidticos para se desencadearem, principalmente em agroecossistemas com constante
intervencéo antropica (MASCARIN, 2010).

Entretanto, uma das principais vantagens da utilizacdo de fungos no controle bioldgico
de insetos pragas estd na facilidade de producdo das suas unidades infectivas em escala
comercial, facilidade de aplicacdo em condi¢6es de campo, o baixo custo em praticas agricolas,
e principalmente, o reduzido impacto ambiental nos programas estabelecidos até hoje
(ORLANDELLI; PAMPHILE, 2011). Além disso, foram os primeiros patdgenos de insetos a
serem utilizados no controle microbiano, sendo que aproximadamente 80% das doencas tém
como agentes etioldgicos os fungos (ALVES, 1998).

Antigamente os fungos entomopatogénicos eram colocados no filo Deuteromycota e
classe Hyphomycetes (fungos anamorficos/assexuados), tais como Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana, Lecanicillium spp., Hirsutella spp., Isaria spp. (= Paecilomyces spp.) entre
outros. Com a identificacdo da fase teleoférmica (sexual) desses microrganismos na natureza
(géneros: Cordyceps, Torrubiella ou Hypocrella), eles foram classificados no filo Ascomycota
(HUMBER, 2007).

Diversos estudos apontam que a versatilidade de isolados dentro da mesma espécie de
fungos artropadopatogénicos estd intimamente relacionada a diferentes niveis de viruléncia
para varios hospedeiros (inclusive carrapatos), por inferir nos aspectos morfoldgicos e
fisiol6gicos destes microrganismos, principalmente no processo de infeccdo (ALVES, 1998;
LOMER et al., 2001; FERNANDES et al., 2004; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008;
FERNANDES et al., 2010).

A infeccdo por fungos ocorre pela penetracdo da cuticula através de processos quimicos
(como digestdo enzimatica) e processos fisicos (pressdo mecanica) (SCHRANK; VAINSTEIN,
2010). Tal caracteristica favorece o desempenho no ambiente e utilizacdo no controle de pragas,
uma vez que o mesmo nao necessita ser ingerido pelo hospedeiro (MADELIN et al., 1967).

Numa escala dos fungos mais utilizados como ingredientes ativos de micoinseticidas no
mundo estdo: Beauveria bassiana s. I., Metarhizium anisopliae s. I., Isaria fumosorosea, e B.
brongniartii respectivamente. (FARIA, 2007). Além destas espécies citadas anteriormente, ja
foram descritos acdo patogénica do fungo Lecanicillium lecanii, para artropodes das classes
Insecta e Arachnida (CHANDLER et al., 2000; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008;
ANGELO, 2010).

O desenvolvimento de pesquisas tem aumentado significativamente nos Gltimos anos,
sendo crescente o numero de biopesticidas a base de fungos desenvolvidos para o controle de
insetos e acaros em diversos ambientes. Muitos destes trabalhos discutem a eficacia, a forma
de aplicacdo, a patogénese, as tendéncias futuras e os aspectos regulatorios dos micoinceticidas
(COPPING; MENN, 2000; NEALE, 2000; INGLIS et al., 2001; WRAIGHT et al., 2001;
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CASTRILLO et al., 2005, POLAR et al., 2005; FERNANDES, BITTENCOUT; ROBERTS,
2012; CAMARGO et al.,, 2012; PERINOTTO et al.,, 2013; MARCIANO et al., 2013;
CAMARGO et al., 2014; SAMISH et al., 2014).

Segundo Copping e Menn (2000), o emprego de biopesticidas ainda era limitado, porém,
a longo prazo teria um potencial para desenvolver-se em outras areas da ciéncia, visto que ha
uma maior aceitacdo pelos produtores devido a tendéncia atual da producédo organica e pelo
fato de possibilitar a utilizacdo conjunta com os pesticidas quimicos, reduzindo assim suas taxas
de utilizag&o.

A compatibilidade entre um acaricida quimico e bioldgico, foi reportado por Bahiense
et al. (2008), o qual mostrou a possibilidade de utilizacdo da Deltametrina com os fungos B.
bassiana s.l. e M. anisopliae s.l. como ferramenta para o manejo integrado de R. microplus sob
condigdes naturais.

Bahiense et al. (2008), avaliaram in vitro a associacdo entre Deltametrina e o fungo
Metarhizium anisopliae sobre larvas de R. microplus resistentes a piretroide, observando que a
populacdo de carrapatos era resistente, mas taxas de mortalidade elevadas foram alcancadas
quando o produto quimico foi associado com artropadopatdgeno, indicando que esta associacao
pode ser usada como no controle integrado do carrapato bovino.

Os estudos com fungos entomopatogénicos no pais comecaram em 1923, quando
Pestana identificou duas espécies de cigarrinhas infectadas por M. anisopliae, que naquela
ocasido foi denominado de Penicillium anisopliae. Esta espécie também foi utilizada no
primeiro trabalho de pulverizacédo realizado no pais, no controle a cigarrinha Tomaspis liturata
(ALVES; FARIA, 2003).

Nas ultimas décadas a necessidade de novas tecnologias na pecuaria e o
desenvolvimento de métodos alternativos de controle de carrapatos tem aumentado, visto que
a utilizacdo exclusiva de carrapaticidas esta a cada dia menos viavel frente ao cenério atual de
resisténcia e uso indiscriminado de produtos quimicos, tornando o controle biolégico com
fungos uma tecnologia promissora a ser empregada para o controle desta praga (BARROS;
EVANS 1989, GARCIA et al., 2011).

Diversos estudos reportaram a viruléncia dos fungos artropadopatogénicos para
carrapatos em condicBes de laboratério (BITTENCOURT et al., 1994; REIS et al., 2001;
FERNANDES et al., 2004, FERNANDES et al., 2006; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008;
ANGELO et al., 2010; SAMISH, 2014). Dentre todas a espécies de fungos testadas, as dos
géneros Metarhizium sp. e Beauveria sp. mostram-se potencialmente melhores para o controle
de carrapatos do mundo inteiro como Dermacentor nitens, Amblyomma variegatum,
Amblyomma cajennense s.l., R. appendiculatus, R. (B.) annulatus, R. (B.) decoloratus, R. (B.)
microplus (MWANGI et al.1995; KAAYA et al. 1996; KAAYA; HASSAN, 2000; GINDIN et
al.,, 2001; LOPES, 2007; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; SOUZA, 2009;
PERINOTTO, 2013).

Além de testes em laboratorio, existem alguns trabalhos a campo envolvendo o emprego
de fungos entomopatogénicos para o controle de carrapatos, ao qual vém demonstrando uma
promissora utilizacdo a campo (BAHIENSE, 2008; KAAYA, 2011; GARCIA et al., 2011,
CAMARGO et al., 2014; SAMISH et al., 2014)

Camargo et al. (2014), demonstraram em testes com bovinos estabulados que apds
formular com 6leo mineral um produto a base de M. anisopliae s. I. utilizado na agricultura, o
mesmo foi capaz de controlar o carrapato R. microplus. Estudos a campo de Samish et al. (2014)
também mostraram resultados positivos para o controle de Rhipicephalus annulatus quando
expostos ao solo artificialmente contaminado com Metarhizium brunneum.

E importante ressaltar que o controle microbiano ndo é proposto como substituto do
controle quimico, mas, 0 que se pode afirmar é que ambos podem conviver sinergicamente;
nesta tentativa, alguns conceitos de manejo integrado tém sido testados, mas a sua utilizacdo
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ainda deve ser mais explorada (MESSIAS, 1989). Desta forma, faz-se necessaria a preservagédo
e 0 conhecimento destes microrganismos, por conseguinte, & importante conhecer a
compatibilidade do uso de entomopatdgenos e outras medidas de controle, além das
possibilidades de serem utilizados na agropecudria a fim de evitar o insucesso do controle
microbiano (HIROSE et al., 2001).

3.3 Metarhizium anisopliae

O inicio dos estudos com o género Metarhizium sp. datam o ano de 1879, quando
Metschnikoff o isolou de lavas do besouro Anisopliae austriaca, classificando-o como
Entomophthora anisopliae. Posteriormente, em 1880, o mesmo foi descrito como Isaria
destuctor. Em 1833 Sorokin, classificou este fungo como Metharhizium anisopliae (Metsch)
Sorokin, permanecendo assim até os dias de hoje (LIMA, 1989; ALVES, 1998).

Entretanto, ao longo dos tempos diversas alteragdes vém sendo propostas por
taxonomistas, desde revis@es ortograficas nomenclaturais, como reportado por Roberts; Leger
(2004), até modificacOes taxondmicas baseadas em caracteristicas morfoldgicas como em 1976,
por Tulloch. Este Gltimo autor, promoveu uma revisao taxondmica do género, admitindo apenas
duas espécies, Metarhizium flavoviride e Metarhizium anisopliae, sendo esta Gltima dividida
nas variedades major e anisopliae.

Desde entdo, novas pesquisas foram conduzidas com o advento da biologia molecular,
juntamente com outros estudos morfoldgicos, (LIANG et al., 1992; DRIVER et al., 2000; LIU
et al.,, 2002; PANTOU et al., 2003; SUNG et al., 2007). Tais estudos possibilitaram a
diferenciacdo do género Metarhizium sp. em duas fases, uma sexuada e outra assexuada. A
forma teleomorfica (sexuada) € denominada Cordyceps, tendo descritas trés espécies: C.
brittlebankisoides (LIU et al., 2001), C. taii (LIANG et al., 1991) e C. campsosterni (ZHANG
etal., 2004). Sung et al. (2007) propuseram uma nova nomenclatura para o género Metarhizium
sp. em sua forma teleomorfica, de Cordyceps para Metacordyceps.

A forma anamorfica (assexuada) possui uma classificacdo mais recente, proposta por
Bischoff el al. (2009), que avaliaram a partir de relac6es filogenéticas multigénicas um grupo
monofilético, dentro do que classificaram como complexo Metarhizium anisopliae,
caracterizando-o em nove espécies: M. anisopliae, M. guizhouense, M. pingshaense, M.
acridum, M. lepidiotae, M. majus e M. brunneum, descrevendo também duas novas espécies,
M. globosum e M. robertsii.

Desta forma, os isolados pertencentes ao complexo M. anisopliae apresentam colénias
de coloracdo branca em sua fase inicial, ficando normalmente amarela durante as fases de
desenvolvimento dos conidios e verde quando os conidios encontram-se maduros (BISCHOFF
et al., 2009).

Estes hifomicetos geralmente apresentam micélio hialino e septado, com conidiéforos
caracteristicos, sob 0s quais surgem conidios normalmente uninucleados e cilindricos.
Apresentam fialides cilindricas, as quais sustentam cadeias de conidios de coloracdo
normalmente esverdeada (DRIVER; MILNER, 1998).

M. anisopliae s. I. € um fungo filamentoso, que possui uma distribuicdo mundial como
membro da flora natural do solo, ocupando principalmente a rizosfera de plantas ou em
cadaveres de artropodes (ZIMMERMANN, 2007; SCHARANK; VAINSTEIN, 2010). Por sua
capacidade de causar doencas em niveis epizo6ticos (grande numero de insetos infectados) em
populacbes de artropodes, este € um dos agentes de biocontrole mais utilizados no mundo,
exercendo um importante papel em programas de manejo integrado de pragas (MASCARIM,;
QUINTELA, 2013).

Apesar do efeito patogénico para artropodes pragas, investigacdes sobre a seguranca e
o efeito de M. anisopliae s. I. contra mamiferos também foram conduzidas, primeiramente por
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Schaerffenberg (1968). Mais tarde, varios aspectos relacionados a seguranca da aplicacédo de
M. anisopliae s. |. para 0 homem, outros vertebrados e organismos benéficos ndo-alvos foram
publicados por diversos autores (STEINHAUS, 1957; HEIMPEL, 1971; BURGES, 1981;
SHADDUCK, 1982; HALL, et. al., 1982; GOETTEL, et. al., 1990, 2001; LAIRD, et. al., 1990;
SAIK et. al., 1990; SIEGEL; SHADDUCK, 1990; ZIMMERMANN, 1993, 2007a, 2007b;
COOK et. al., 1996; GOETTEL; JARONSKI, 1997; VESTERGAARD et. al., 2003) e varios
reportando baixo riscos da utilizacdo deste microrganismo.

Segundo Vestergaard (2003), em geral, ndo é possivel reduzir uma populagdo de pragas
sem afetar também outros componentes do ecossistema. Entretanto, M. anisopliae sl. foi testado
contra uma ampla gama de organismos ndo-alvos e os resultados foram considerados normais
dentro deste contexto, visto que os efeitos no campo foram mais baixos do que aqueles
encontrados em laboratério (ZIMMERMANN, 2007).

Zimmermann (2007) revisaram o risco da aplicacdo de M. anisopliae sl. para mamiferos,
aves, peixes, invertebrados, relatando diversos estudos que garantem a seguridade deste agente
para os diversos animais estudados. Ressalta ainda a comercializacdo e registo de futuros
isolados de M. anisopliae s. I., aos quais ainda devem ser desenvolvidos regulamentos e testes,
a fim de proporcionar ao manipulador e consumidor um produto de controle biologico seguro.

A prética da utilizacdo em massa deste microrganismo no mundo comecou entre 1880
e 1890, quando Metschnikoff, e mais tarde Krassilstschik, realizaram varias experiéncias de
controle contra diversos insetos-praga na antiga Unido Soviética, produzindo uma grande
guantidade de esporos de M. anisopliae s. |I. em laboratério (proximo de 55 kg / 4 meses) que
foram utilizados com sucesso para o controle de Cleonus punctiventris (ZIMMERMANN,
2007).

Segundo Alves (1998), no Brasil, M. anisopliae s.l. foi empregado a partir de 1975,
reduzindo cerca de 72% das infestacdes de Mahanarva spectabilis sobre pastagens. Desde entéo
é considerado o fungo mais utilizado nos programas de controle bioldgico, em virtude de ser
um excelente agente no combate para pragas da cana-de-agucar e da pastagem (MICHEREFF
FILHO et al., 2009; LI et al., 2010).

A patogenicidade deste agente sobre R. microplus foi descrita em 1994 por Bittencourt
e colaboradores, evidenciando a acao deste fungo sobre artropodes de importancia veterinaria.
Bittencourt et al. (1999) comprovaram que o mecanismo de agdo deste biocontrolador,
desenvolve-se por penetracdo no tegumento em R. microplus. E mais tarde Schrank e Vainstein
(2010), demonstraram 0s processos quimicos (como digestdo enzimatica) e processos fisicos,
por pressdo mecanica desta etapa de infeccéo.

O processo de infeccdo de M. anisopliae € semelhante a outros fungos
entomopatogénicos, devendo ocorrer por contato. Apos a ligacdo do esporo com a cuticula do
hospedeiro, o conidio inicia o processo de germinacédo e essa etapa sofre influéncia de fatores
externos, como: umidade, temperatura, pH, oxigénio, nutrientes, podendo ainda ser afetada pela
presenca de substancias quimicas da superficie do artropode e pela microbiota saprofitica
(ARRUDA et al., 2005).

Posteriormente, inicia-se a germinagcdo com o surgimento do tubo e formacdo do
apressorio, que sao responsaveis pela pressdo mecanica exercida sobre a superficie cuticular
(ARRUDA,2005) e quimica através da acdo digestiva de enzimas proteoliticas, lipoliticas e
quitinoliticas (ST. LEGER et al., 1986; 1992; 1995; ARRUDA, 2005; BEYS-DA-SILVA et al.,
2009).

Apos adentrar a cuticula, ha formacdo de corpos hifais, também conhecidos como
blastosporos, responsaveis pela nutrigdo do fungo com a degradacédo das fontes de carbono da
hemolinfa dos hospedeiros (BEYS-DA-SILVA, 2009).



A hemocele do artrépode contém nutrientes importantes para manutencéo e viabilidade
do fungo por periodo prolongado, até a producdo de conidios na sua superficie, que podem se
disseminar infectando outros individuos ou permanecerem no solo (ALVES, 1998)

Com a colonizagdo bem-sucedida e sob condigdes ambientais apropriadas ao
desenvolvimento, inicia-se a fase saprofitica de exteriorizagdo e conidiogénese sobre o
artrépode cadaver, para posterior disseminacéo dos conidios sobre outros hospedeiros, e desta
forma permite a continuidade do ciclo na natureza (CHANDLER et al., 2000). Caso as
condigdes ambientais estejam muito secas, o fungo pode persistir na fase de hifas dentro do
cadaver. O periodo de incubacdo depende da espécie do hospedeiro, a fase de vida do mesmo,
da temperatura e umidade ambiental, assim como a viruléncia do isolado fungico
(ZIMMERMANN, 2007a).

A temperatura é considerada ponto chave para o0 sucesso do desenvolvimento de
Metarhizium anisopliae e da conidiogénese deste agente, devendo variar entre 20 e 30°C
(VILACORTA, 1978). Em altas temperaturas, como 40 e 45°C, ndo ha germinacéo deste fungo
(VIEIRA, 2007) e em temperaturas abaixo de 16°C a germinacdo dos conidios € nula (ALVES;
NOGUEIRA, 1984).

Sendo assim, apesar do fungo M. anisopliae s.l. ser conhecido devido a patogenicidade
que apresenta sobre um grande numero de artropodes em condi¢des naturais, algumas
dificuldades podem ocorrer quando a producéo dos fungos € realizada em escala industrial e a
sua aplicacdo é efetuada em grandes areas (ALVES, 1998).

Visto isto, alguns pontos chave devem ser estudados como: caracterizagdo,
padronizacéo de linhagens, métodos de producao massal de conidios, formula¢Ges, manutencdo
de linhagens agressivas, métodos de aplicacdo, compatibilidade do fungo com inseticidas,
controle associado e, principalmente, os fatores que regulam epizootias nas condi¢fes de campo
(ALVES, 1998).

3.4 Intempéries ambientais

Metarhizium anisopliae possui uma ampla distribuicéo global, ocorrendo desde climas
temperados, até climas tropicais. Tal caracteristica atribui a este organismo boa plasticidade
adaptativa para diversos ambientes, tornando-o promissor agente controlador a nivel mundial
(ZIMMERMANN, 2007). Em especial, na América Latina o controle bioldgico encontra
condi¢Ges muito favoraveis em funcdo do clima e por sua rica biodiversidade, resultando em
um grande arsenal de inimigos naturais para pragas (MASCARIN, 2010). Porém, mesmo nos
locais de maior incidéncia, a variabilidade dos fatores ambientais pode interferir na prevaléncia
deste fungo, tornando fundamental a compreensao dos efeitos abidticos e bidticos na ecologia
de M. anisopliae para o seu desenvolvido como um agente de controle bioldgico de sucesso
(RODDAM; RATH,1997).

Estudos ecologicos envolvendo estes agentes de controle, focalizam em dois aspectos:
o primeiro s&o os fatores ambientais e bioldgicos que afetam a interagcdo microrganismo-inseto,
e 0 segundo refere-se a persisténcia e estabilidade dos patdgenos apds a introducdo em um
ecossistema. Ambos 0s tipos de estudos tém envolvido trabalhos realizados em laboratério e no
campo para investigar a influéncia do tipo de solo, umidade, temperatura, luz e competicdo com
outros microrganismos (RATH et al., 1992). Visto que, dentre os fatores ambientais que mais
afetam a germinacdo, a esporulacdo e a viruléncia, estdo: a temperatura, a umidade, a luz e o
pH (BLANFORD; THOMAS, 1999).

Na utilizacdo de biopesticidas a campo, devem ser considerados fatores abioticos, como
temperatura, umidade relativa e radiag&o ultravioleta (UV), visto que estas intempéries podem
alterar o crescimento vegetativo, a producéo de conidios e a germinagéo fungica, interferindo



na capacidade invasiva no artropode alvo e consequentemente sua viruléncia (ROBERTS;
YENDOL, 1971; THOMAS; JENKINS, 1997; GOETTEL et al., 2000).

Diversos sdo os estudos que provam ser muito varidvel os fatores ambientais que
influenciam os artropodapatégenos, mas, particularmente a temperatura esta estritamente
relacionada com a taxa de infec¢do destes microrganismos e o tempo de morte do hospedeiro
(INGLIS et al.,, 2001). As altas temperaturas parecem ser severamente limitantes para
desempenho do patdgeno em determinados momentos do desenvolvimento, interferindo
significantemente no desenvolvimento, sobrevida ou processo de infec¢do destes patdgenos
(GOETTEL; INGLIS, 200).

Thomas; Jenkins (1997), avaliaram o efeito da temperatura para a germinacao, extensao
radial de hifas e esporulagdo no crescimento de M. flavoviride em gafanhotos, evidenciando
que a faixa de temperatura 6tima foi de 24°a 30°C. Em M. acridum, Arthus e Thomas (2001)
encontraram uma variacdo maior, entre 10°a 40°C, atingindo melhores resultados quando em
maiores niveis de umidade. Evidenciaram também, que a esporulagdo esta correlacionada com
o teor de agua do hospedeiro.

No entanto, na maior parte das regides tropicais existem isolados de M. anisopliae s. I.
que sdo capazes de crescer a temperaturas acima de 35,8°C. Este € um dado importante por
diferentes aspectos, uma vez que possibilita a estabilidade de conidios ou do produto a
temperaturas elevadas; permite uma possivel infeccdo e crescimento a temperatura do corpo
dos mamiferos; melhora a avaliacdo da tolerancia do ponto da morte térmico e aumenta a
eficicia do fungo contra pragas de artropodes de 4areas tropicais e subtropicais
(ZIMMERMANN, 2007).

De modo geral, a faixa favordvel de temperatura para aplicacdo de fungos
entomopatogénicos a campo € de 20 a 30°C, porém, deve existir uma temperatura ideal para
cada fase do ciclo das relacbes patdgeno-hospedeiro (ALVES, 1998). Outro fator muito
interessante envolvendo a temperatura é que a resisténcia do fungo a esta variavel, pode servir
para a classificacdo de isolados de Metarhizium s. |. e junto com a viruléncia e a especificidade
do hospedeiro é um importante fator para a selecdo de isolados a serem utilizados como
micoinseticidas (MILNER, 2000).

A umidade também é importante, uma vez que ndo afeta apenas a eficacia, mas também
a sobrevivéncia do entomopatégeno (ZIMMERMANN, 2007).

Geralmente, elevadas taxas de umidade relativa (U. R.) sdo necessarias para a
germinacao de M. anisopliae s. I., onde as melhores germinacdes ocorrem préximas a 100% de
UR (WALSTAD et al.,1970). Porém, muitos patdgenos encontram condicdes Otimas para
germinar e infectar seus hospedeiros, apenas com umidade fornecida pela camada
microclimatica formada ao redor da folha ou tegumento do inseto (WRAIGHT et al., 2000).

A baixa UR associada a temperaturas elevadas pode causar a inviabilidade do conidio
ou impedir a germinacao do mesmo sobre a cuticula de carrapatos, uma vez que esta etapa exige
elevados percentuais da mesma. (ZIMMERMANN, 2007).

Camargo (2014), avaliando a eficacia de um produto comercial a base de M. anisopliae
s. |. sobre diferentes percentuais de U. R. (30, 50, 70 e 90%), verificou que suspencdes aquosas
e formulagdes oleosas foram mais eficazes no controle de R. microplus quando a 90% de UR,
porém se reduzida para menos de 50%, apenas formulag6es oleosas mantinham significativo o
efeito controlador quando comparada as formulagdes aquosas, evidenciando a interferéncia da
umidade nos conidios ndo protegidos pelo adjuvante oleoso.

Dentre as intempéries ambientais, destacam-se também a radiagdo ultravioleta (UV),
que sdo provenientes da luz solar e se comportam como fatores estressantes aos fungos,
reduzindo gravemente a viabilidade de conidios no campo, tornando-se assim, um importante
obstaculo para o sucesso da utilizagdo de M. anisopliae (RANGEL et al., 2004).
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Alguns trabalhos evidenciam os prejuizos que a radiacdo pode causar a agentes de
controle microbiano, em geral, algumas horas de exposicdo direta a radiagcdo solar pode
desnaturar ou atrasar a germinacdo dos fungos entomopatogénicos, interferindo drasticamente
na sobrevivéncia dos mesmos (BRAGA et al., 2001; RANGEL et al., 2004; ZIMMERMANN,
2007).

O dano causado pela radiagdo UV-B, esté relacionada a alteracGes diretas no DNA
originando mutacdes, enquanto pela radiacdo UV-A é responsavel pela geracdo de estresse
oxidativo o qual, por meio de espécies reativas de oxigénio causa dano indireto ao material
genético (BRAGA et al., 2006).

No entanto, selecionar isolados naturalmente tolerantes a radiagdo UV, além de formulé-
los com adjuvantes oleosos e protetores de UV, pode viabilizar significativamente a persisténcia
destes fungos em habitats indspitos, e assim aumentar a eficacia destes agentes contra as pragas
alvos (FARGUES et al., 1996; GOLO et al, 2014).

Além dos efeitos diretos da radiacdo solar, Rangel et al. (2004), demostraram que 0
estresse fisico e nutritivo do meio de crescimento de fungos entomopatogénicos sao fatores que
podem induzir maior ou menor tolerancia a radiacdo UVB.

Visto isto, um dltimo fator a ser levado em consideracdo e que estd ligado
principalmente com o microambiente ao qual o fungo sera submetido, é o solo, no qual a
persisténcia do mesmo, varia com a temperatura, com o tipo de solo, umidade e antagonistas
presentes (LINGG; DONALDSON, 1981). Sendo que temperaturas baixas ou medianas e
valores intermediarios de saturacdo do solo favorecem a sobrevivéncia dos conidios (LINGG;
DONALDSON, 1981), enquanto altas temperaturas e teores de saturacdo elevados reduzem a
sobrevivéncia (STUDDERT; KAYA, 1990).

Jé fatores como tipo de solo, grau de compactacdo, pH, textura, podem exercer efeito
significativo na sobrevivéncia dos conidios, uma vez que ambiente do solo pode ser visto como
um ecossistema extremamente complexo envolvendo as interagdes primarias entre insetos
hospedeiros e patdgenos fungicos (RATH, 1992).

Vanninen et al. (2000) avaliaram a persisténcia de conidios de M. anisopliae e
Beauveria bassiana na superficie de solo argiloso no periodo de 1988-1991, em condi¢des
caracterizadas pela presenca de neve permanente durante o inverno. Constataram que apos trés
anos da aplicacdo do inéculo os propagulos de M. anisopliae permaneceram ativos, 0 mesmo
ndo aconteceu com os de B. bassiana, que desapareceram.

A mobilidade de esporos de fungos no solo é influenciada pelo tipo de solo, dgua (da
chuva), organismos no solo e pelas raizes das plantas (KELLER; ZIMMERMANN,1989).

Hé& pouca informacéo sobre o destino e comportamento de M. anisopliae em superficies
aquaticas. Em contraste, existem muitos trabalhos sobre a mobilidade e persisténcia no solo,
que relatam a aderéncia de conidios nos 20 cm superiores e pode persistir até 34 anos, com
taxas de decaimento mensais (revisado por ZIMMERMAN, 2007).

Mobilidade e persisténcia estdo intimamente relacionadas com a adesédo de
microrganismos, que é de fundamental importancia na intera¢do entre 0s microrganismos, visto
que aderéncia assegura que 0s mesmos nao sejam eliminados do seu ecossistema em particular
(MARSHALL,; BITTON,1980).

De modo geral as condi¢des ambientais onde o fungo sera ativo devem ser levadas em
consideracéo, assim como a escolha de um isolado para o desenvolvimento de um biopesticida
(MC CAMMON; RATH, 1994). Por outro lado, também deve ser considerado o tipo de praga
alvo a ser controlada (QUEDRAOGO et, al.; 1997).

Tratando-se da administracdo dos agentes de controle microbiano a campo, € indicado
que seja aplicado no periodo final da tarde, quando ha menos incidéncia de raios ultravioleta e
a temperatura € mais amena, preferencialmente logo apos chuvas (TONUS, 1999).
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3.5 Formulacdes Fungicas

As formulacgdes sdo classificadas de acordo com o modo de preparo, matérias-primas
utilizadas e aspecto fisico. Faria e Wraight (2007) identificaram os diferentes tipos de
formulacbes fangicas mundialmente utilizadas, baseando-se em dados da Crop Life
International, 2002; Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO e World
Health Organization - WHO (2002).

Faria e Wraight (2007) verificaram as seguintes apresentacdes de formulagfes: P6
molhavel (WP), Granulado (GR), Isca (pronto uso) (RB); Granulos dispersiveis em agua (WG);
P6 para contato (CP), sendo que este Ultimo foi categorizado de acordo com o0s que ndo se
enquadraram nos outros tipos de formulacdo, sendo eles: Suspensdo concentrada (SC);
Suspensdo concentrada miscivel em dleo - suspensdo miscivel em 6leo (OF); Suspensao para
aplicacdo a ultra baixo volume (ULV) Suspensdo (SU); Dispersdo oleosa (OD). Sendo que,
dispersoes de 6leo contendo fungos artropadopatogénicos tém sido referidos mais comumente
na literatura como suspensdes emulsionaveis ou suspensdes oleosas emulsionaveis e
identificado pela sigla ES (FARIA; WRAIGHT, 2007).

De forma geral as ES sdo as apresentacdes de formula¢do mais investigadas, e podem
ser classificadas como suspo-emulsdes, definidas pela ABNT (2004), como formulacdes
heterogéneas que consistem de uma disperséao estavel de ingredientes sob a forma de particulas
solidas finas e de glébulos na fase aquosa.

Trata-se de uma tecnologia relativamente nova para o mercado agricola e tém um grande
potencial para a formulagéo e aplicagédo de micoacaricidas para controle de pragas (ALVES,
2002). As formulacgdes a base de compostos organicos emulsionaveis, podem ser pulverizadas
por um volume muito baixo, por técnicas de aplicacdo controlada de gotas e ainda permitem o
uso de pulverizadores hidraulicos convencionais, tornando-se um produto uscom custo menor
e de mais facil transporte (ALVES et al., 1998).

Alves (1998), considera que toda combinacdo de ingredientes adjuvantes com agentes
de controle bioldgico, é definida também como formulacdo, onde os componentes devem
contribuir para o incremento da estabilidade, viruléncia e eficacia. Sendo que, os ingredientes
adjuvantes devem minimizar a interferéncia desfavoravel das intempéries ambientais, melhorar
manuseio e desempenho das formulagdes no campo, além de permitir o armazenamento sob
condicdes nas quais se reduza os custos, com perda minima da qualidade do produto.

A aplicacdo no campo geralmente é efetuada por pulverizacéo, e tem como principal
diluente a agua, entretanto, a homogeneidade € dificultada em funcdo da natureza hidrofébica
da superficie conidial de inimeros fungos entomopatogénicos (BOUCIAS et al., 1988). Fator
este que deve ser levado em consideracdo, e corrigida pela adicdo de substancias lipofilicas a
formulacéo, uma vez que em razdo do mecanismo de acao diferenciado dos fungos, a aplicagédo
do micopesticida deve garantir o contato das unidades infectivas com a praga alvo (BATEMAN
et al., 2000).

Além do ingrediente ativo como componente bésico de formulag@es, incluem-se
adjuvantes, como dispersantes, umectantes, protetores contra radiacdo ultravioleta e fatores
promotores de viruléncia ou sinergistas (MOORE; CAUDWELL, 1997; JONES; BURGES,
1998). Sendo assim, para a obtencdo de uma apresentacao final eficiente faz-se necessario a
adicdo de diferentes componentes a calda, ndo somente para permitir a suspenséo e dispersao
em veiculo apropriado, mas também para aumentar a deposicéo, espalhamento, molhamento,
adesdo, retencdo e toxicidade sobre o alvo para qual € dirigido (COSTA et al., 2003).

Deve-se tambem levar em consideracéo durante o desenvolvimento de uma formulagéo
fangica os efeitos de seus componentes sobre a viabilidade de conidios e desta forma selecionar
produtos compativeis com o agente microbiano (MOLA; AFKARL, 2012)
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Além destes requisitos, o prazo de validade, e as propriedades bioldgicas e fisicas da
formulacéo séo questdes importantes para fins comerciais, devendo-se levar em consideragéo
dois pontos criticos para a obtencdo da mesma: O primeiro esta correlacionada com as
caracteristicas do fungo e capacidade de producdo em massa, ja o segundo, relaciona-se com o
ambiente onde serd armazenado e aplicado. Como o ingrediente ativo € um organismo Vivo,
sua sobrevivéncia deverd ser mantida de forma satisfatoria para que no campo o efeito esperado
seja adequado (JONES; BURGES, 1998).

Sendo assim, a produc¢do adequada é essencial para o sucesso na utilizacdo de produtos
biolégicos comerciais (DAOUST et al., 1983), pois, muitas combinacdes podem influenciar o
crescimento vegetativo, a viabilidade, a esporulagéo, ou até mesmo a composi¢do genética dos
fungos entomopatogénicos, alterando desta forma a viruléncia destes microrganismos (ALVES
et al. 1998).

3.6 Oleos como adjuvantes em formulagdes

Dentre os ingredientes mais promissores para a producdo comercial de formulacgdes
fungicas, a utilizacdo de 6leos como adjuvantes tem se destacado nas pesquisas em busca de
micoacaricidas eficientes. Alguns trabalhos tém relatado que formulacdes de fungos
entomopatogénicos, obtiveram maior eficdcia quando preparadas em base oleosa,
especialmente em baixas umidades relativas (BATEMAN et al., 1993; SAMISH, 2014,
CAMARGO, 2014).

Segundo Alves; Faria (2010) na escolha de dleos emulsionaveis vegetais ou minerais
devem ser considerados alguns pontos. Dentre as vantagens de se utilizar os de origem vegetal
é que estes podem ser certificados e utilizados como produtos organicos, estes também
costumam ser mais viscosos e por isso dao maior adesividade a superficie da praga alvo ou do
ambiente onde se destina o controle, também ndo sdo inflamaveis e por isso mais seguros,
conferem certa protecdo aos raios ultravioletas e sdo menos volateis quando comparados aos
minerais.

Em contrapartida, formulacGes a base de 6leos minerais ndo podem ser certificados
como naturais, alguns podem ser inflamaveis e menos seguros durante 0 armazenamento nas
fabricas (quando estdo puros) e nem todos protegem contra radiacdo UV (ALVES; FARIA,
2010).

Com relacgdo a fatores comerciais, muitos estudos relatam os efeitos dos éleos minerais
e vegetais quanto ao armazenamento a médio e a longo prazo, sobre a viabilidade de conidios
destinados ao controle de pragas (STATHERS et al.,, 1993; MCCLATCHIEET al. 1994;
HEDGECOCK et al. 1995; MOORE et al. 1995; 1996; ALVES, 2002). Alves; Faria (2010),
relatam que conidios de uma formulacdo com 6leo vegetal que tiverem teor de 4gua acima de
10%, podem dar inicio ao processo de germinacdo depois de alguns meses em virtude da
presenca de nutrientes (residuos de gréos), reduzindo assim o tempo de prateleira.

Ao contrario dos 6leos vegetais, 0s minerais ndo fornecem nutrientes e por isso
dificilmente os conidios germinam, logo, os mesmos conferem a formulagdo maior tempo de
armazenamento (ALVES; FARIA, 2010). Porém, de modo geral, o tempo de prateleira €
influenciado principalmente pela temperatura, teor de umidade do produto e pela umidade
atmosférica de armazenamento, alterando significativamente a longevidade dos conidios
(HONG et al., 1997, ALVES et al., 2002).

Alves et al. (2002) avaliaram a viabilidade de conidios de M. acridum formulados em
cinco 6leos emulsionaveis (OAE), em um 6leo vegetal e em uma mistura de dois 6leos minerais,
além de conidios puros e secos, e seus efeitos no armazenamento a 10°C e 27°C durante 40
semanas, concluindo que a viabilidade conidial de uma mesma formulagéo declinou com o
passar do tempo, porém foi mantida acima de 90% a 10°C em todos os formulados testados.
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Porém conidios secos e puros em Oleo de amendoim foram o0s Unicos tratamentos que a
viabilidade de conidios foi mantida superior a 90% em ambas temperaturas ap6s 40 semanas
de armazenamento.

Além de evitar a dessecacdo, adigdo de compostos oleosos tem demonstrando prolongar
a sobrevivéncia dos conidios e diminuir a sensibilidade a radiacdo UV em comparagdo com
suspensdes aquosas (PRIOR; JOLLANDS, 1988; MOORE et al., 1993; INGLIS et al., 1995;
GOLO, 2014).

Diversos estudos consideram também que o Oleo confere ao conidio um efeito
termoprotetor (Mc CLATCHIE et al. 1994; BARRETO et al. 2016; ALVES et al. 2016).
Barreto et al. (2016) relataram que conidios ndo formulados em 6leo mineral e expostos a
temperatura de 45°C por 4h tiveram uma menor germinacao e producdo de apressorio sobre a
cuticula do carrapato Rhipiephalus sanguineus em compara¢do com conidios formulados com
0 Oleo.

Ja foram demonstradas que formulacdes acrescidas de diferentes dleos melhoram a
adesdo dos conidios fungicos a superficie externa do artropode. Tal capacidade € possivel,
devido aos 6leos promoverem uma caracteristica lipofilica a formulacdo, aumentando a adesao
e penetracdo dos conidios na cuticula hidrofdbica dos artrépodes (PRIOR, 1988; BATEMAN
etal., 1993).

Outro fator importante, € que formulacbes oleosas de M. anisopliae e B. bassiana,
mostram-se mais eficazes tanto para estudos de controle de pragas em laboratorio quanto a
campo, se comparadas a formulacdes aquosas (KAAYA, 2000; MARANGA, 2005;
CAMARGO, 2014; SAMISHI, 2014).

Desta forma, os 6leos tornam-se boa alternativa na utilizacdo como adjuvante em caldas
de pulverizacdo, permitindo a aplicacdo do agente microbiano com equipamentos
convencionais ja utilizados pelos produtores rurais, além de aumentar a infectividade do fungo
(ALVES et al.,1998), e dispensar a incorporacao de agentes molhantes ou adesivos (SAMISH,
2014).

Alguns trabalhos tém demonstrado a viabilidade de uso de fungos entomopatogénicos
em conjunto com estes compostos organicos, tanto como adjuvantes em formulagdes
(NANKINGA et al., 2000; ALVES, 2001; ALVES et al., 2002; CONSOLO et al., 2003; LUZ
etal., 2004; SILVA, 2006; SANTI, 2011; PERINOTTO, 2013, SAMISHI, 2014; CAMARGO,
2014; GOLO, 2014;) quanto como sinergistas no controle de pragas (BATISTA FILHO et al.,
1994; 1995; LEITE et al., 1995; HAZZARD et al., 2003).

Segundo Kaaya (2000), formulacGes a base de 6leo de M. anisopliae e B. bassiana
foram mais eficazes no controle de larvas de Amblyomma variegatum, Rhipicephalus
apendiculatus e Rhipicephalus decoloratus do que suspensdes aquosas, em condi¢des de
laboratdrio e campo.

Maranga et al. (2005) estudando o efeito de formulacGes de M. anisopliae e B. bassiana
na espécie de carrapato A. variegatum, constataram que formulac6es em 6leo sdo mais eficazes
do que apresentacfes aquosas dos mesmos fungos. Alguns trabalhos revelam maior eficécia de
formulacbes em oOleos vegetais no controle de insetos, provavelmente pela caracteristica
lipofilica da formulagdo, que aumenta a adesdo e penetracdo dos conidios no tegumento
(PRIOR; JOLLANDS, 1988; BATEMAN et al., 1993).

Estudos para identificar bases oleosas de diferentes origens (mineral e vegetal) para
formulacdes, Prior et al. (2005), ndo encontraram diferengas significativas entre o tempo médio
de sobrevivéncia medias de R. microplus tratados com formulagdes de M. anisopliae a base
parafina liquida, 6leo de coco e OAE.

Apesar destes resultados, Prior et al. (2005), notaram um possivel efeito toxico ao
artropode pelo 6leo de coco, porém sem resultados expressivos se comparados as outras
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formulac@es, o 6leo de origem vegetal apresentou também maior efeito deletério aos conidios
fangicos quando comparado a parafina liquida.

Por sua vez, 6leos vegetais sdo mais facilmente digeridos e absorvidos, penetrando com
maior facilidade as membranas bioldgicas do que os 6leos minerais, além dos mesmos conterem
mais moléculas com ligacGes duplas e assim a sua fluidez é relativamente maior (ALUYOR et
al., 2009) facilitando a aplicacdo e homogeneizacédo de formulacdes.

Quando comparado 0s 0Oleos vegetais e minerais, 0 primeiro conttm moléculas de
oxigénio e tem ambas as regides polares e ndo polares, o que ndo acontece em 6leos minerais;
isto faz os Oleos vegetais terem menor estabilidade térmica, hidrolitica e oxidativa, tornando-
0s mais instdveis em condi¢cdes ambientais naturais do que 6leos derivados de petrdleo
(ALUYOR et al., 2009).

Os 6leos vegetais também podem conter outras substancias quimicas, além de lipidos,
incluindo os polifenois e ésteres. Cada uma destas caracteristicas pode influenciar a interacdo
carrapato-fungo-6leo (SAMISH, 2014). Os o0leos puros também sdo conhecidos como
pesticidas, principalmente atraves da acao por asfixia, por vedarem os espiraculos respiratdrios
dos artrépodes; podendo também agir como repelente para oviposicao, agindo na interrupgéo
celular (VINCENT et al, 2003; NAJAR RODRIGUEZ et al, 2008). A concentracio de 6leo a
ser utilizada também é um fator importante, a qual vem sendo investigada, pois pode refletir no
custo final total do produto, na aplicacdo, na homogeneizacdo e na toxicidade, tanto do
microrganismo (AGUDA et al., 1986) como do artropode (ABDEL-SHAFY; SOLIMAN,
2004).

Alguns autores ressalvam o efeito toxico dos 6leos aos carrapatos e o sinergismo com
os fungos entomopatogénicos, tornando o mesmo um adjuvante promissor para a utilizacdo na
formulacdo de bioprodutos (ABDEL-SHAFY; SOLIMAN, 2004; CAMARGO et. al., 2012;
PERINOTTO, 2013).

Os processos de producdo e formulacdo devem ser orientados também com base
econdmica. O preco do produto deve ser compativel com a realidade do mercado, em relagéo a
inseticidas quimicos e demanda potencial, para que o bioinseticida possa tornar-se competitivo
(ALVES; BATISTA-FILHO, 1998).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de Realizacdo dos Experimento

O trabalho foi realizado no Campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
localizado no municipio de Seropédica — RJ. Os testes em condi¢fes seminaturais foram
conduzidos na Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas Wilhelm Otto Neitz
(EEPPWON) e no Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes de Importancia
Veterinaria (LCM), pertencente ao Departamento de Parasitologia Veterinaria (DPA) do
Instituto de Veterinaria (1V).

A area determinada da EEPPWON para a conducao dos testes esta situada a 22° 45' 54.9"
Sul e 43° 41' 57.2" Qeste. O clima da regido, segundo a classificacdo de Képpen, é Aw, isto &,
tropical semi-Umido, seco e frio no inverno, com verdo quente e umido, com precipitacdo
média anual em torno de 1354 mm e temperatura média anual préxima de 23,5 °C.

4.2 Monitoramento das condi¢fes climéticas

Para monitorar a precipitacdo ocorrida na cidade onde se conduziu o experimento, foi
utilizado os dados da Estacdo Meteoroldgica da Fazendinha Agroecolodgica situada na mesma
area do Campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Ainda para maior precisao
quanto as variacdes de temperatura e umidade, instalou-se um aparelho registrador (HOBO®
data loggers) para monitorar as mudangas climaticas a cada 3h no local onde o experimento foi
alocado.

4.3 Manutencédo da coldnia de Rhipicephalus microplus

A colonia de R. microplus foi mantida na Estacdo Experimental para Pesquisas
Parasitoldgicas Wilhemn Otto Neitz da UFRRJ. Bezerros foram submetidos a infestacfes
artificiais com larvas provenientes de 150 mg de ovos de R. microplus, por trés dias
consecutivos (Protocolo CEUA 113/2014). Vinte e um dia apds a infestacdo, fémeas totalmente
ingurgitadas foram coletadas do piso das baias e levadas ao laboratorio. No LCM, estas foram
devidamente higienizadas em agua corrente e imersas em solucéo de hipoclorito de s6dio a 1%
para assepsia da cuticula, em seguida secas em papel toalha. Parte das fémeas foi destinada aos
ensaios bioldgicos e outra parte mantida em camara climatizada Biochemical Oxigeny Demand
(B.O.D) com umidade relativa e temperatura controladas (UR > 80% e 27 + 1°C,
respectivamente), para manutencdo da colénia.

4.4 Obtencao dos Isolados Fungicos

Na realizagcdo do experimento foram utilizados dois isolados brasileiros CG148 e ARSEF
3641 de Metarhizium spp. (Tabela 1), obtidos de culturas puras (que nao tinham sido repicados
por mais de trés vezes em meio de cultura apds a passagem pelo carrapato) mantido na cole¢do
do LCM. A escolha destes isolados foi efetuada com base em resultados promissores obtidos
em ensaios in vitro (PERINOTTO, 2013; GOLO, 2014).
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Tabela 1 - Isolados de Metarhizium sp., hospedeiro ou substrato fonte do isolamento, regides
geograficas de origem e especie.

Isolado Hospedeiro / substrato Ongclem Espécie
Geografica
CG 148 Deois flavopicta GO, Brasil M. anisopliae
ARSEF 3641 Solo GO, Brasil M. anisopliae s.I.

Os conidios foram primeiramente produzidos em meio artificial de batata-dextrose-agar
(BDA, Kasvi imp. e dist. de produtos para laboratério Ltda., Londrina, PR, Brasil) em placas
de Petri (9,0 x 1,5 cm) durante 10-12 dias em cémara de crescimento do tipo B.O.D. a
temperatura de 25 °C e UR > 80%.

4.5 Producdo dos Conidios em Arroz

A partir dos conidios obtidos do cultivo em placas, foram preparadas suspensdes
aquosas de cada isolado fingico numa concentragdo de 10%® conidios/mL, que foram
quantificadas com auxilio de camara de Neubauer e microscépio éptico segundo Alves (1998).

Em capela de fluxo laminar, um aliquota de 2ml da suspensdo de cada isolado foi
inoculada em sacos de polipropileno de 20 x 30 x 0,01cm, contendo 100 g de arroz parboilizado
e 30 ml de solucéo peptonada a 0,5% previamente autoclavados (SANTI et al., 2010). Os sacos
foram identificados e devidamente vedados com algodéo hidrofobico e fechados com auxilio
de barbantes. Posteriormente, os sacos foram armazenados em camaras climatizadas tipo B.O.D
a temperatura de 25 °C, UR > 80%, por vinte dias. Diariamente, todos 0s sacos eram agitados
manualmente para a fragmentacao de agregados do substrato e para melhor crescimento flngico
sobre 0 arroz. Ap6s os vinte dias, 0s sacos com 0s substratos totalmente colonizados foram
armazenados em camara fria até o dia do experimento.

4.6 Preparo das Formulagdes Oleosas

As formulacGes comecaram a ser produzidas cerca de trés horas antes da pulverizacao.
Sob condicGes assépticas, foi colocado em cada saco de polipropileno 500 ml de solucédo
aquosa de Tween 80® a 0,1% (v/v), seguida de vigorosa manipulacdo externa para remogao
dos conidios do arroz. Logo ap6s, a suspensao obtida foi coada em peneira de Nylon de malha
fina estéril para evitar o entupimento do bico do borrifador na aplicacdo. Apds este
procedimento, as suspensdes conidiais foram quantificadas em microscopio dptico com auxilio
da camara de Neubauer e ajustadas a uma concentracio de 108 conidios/ml e acrescidas em
10% de 6leo mineral (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ou vegetal (ABC
Industria e Comércio S/A, Uberlandia, MG, Brasil).

4.7 Preparacgdo dos Vasos e Cultivo de Brachiaria brizantha

Trés meses antes do inicio do experimento, sementes de Brachiaria brizantha, cultivar
Marandl foram plantadas em vasos de polipropileno com dimensdes de 22 cm de diametro e
22 cm de altura preenchidos como preenchimento dos vasos foi utilizado condicionador de solo
(Natussolos do Brasil Ltda., Taubaté, SP, Brasil), todos os vasos foram mantidos em area com
incidéncia direta de sol e chuva nas instalacdes externas do LCM.
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Sete dias antes do experimento todos 0s vasos receberam poda, padronizando a altura
da forrageira em 35 cm, sendo que 0s vasos que ndo obtiveram preenchimento completo e
cobertura vegetal homogénea foram excluidos.

No dia zero (dia do tratamento), antes da pulverizacdo, os vasos foram distribuidos nos
respectivos grupos de forma randomizada. A partir de entdo, os vasos ndo receberam qualquer
tipo de manejo, inclusive, foram isentos de irrigacdo artificial durante todo o periodo de
experimentacao, para evitar interferéncias no microclima nos vasos e simular de forma mais
fiel as condigOes reais do campo.

4.8 Delineamento experimental

O experimento foi composto por sete grupos: Controle — CTR, grupo que ndo recebeu
tratamento algum; Controle OLV, tratado com 6leo vegetal e Tween 80 a 0,1%; Controle OLM,
tratado com 6leo mineral e Tween 80 a 0,1%; Tratado 3641 OLV, tratado com o isolado
ARSEF 3641 + 0leo vegetal; Tratado 3641 OLM, tratado com o isolado ARSEF 3641 + 6leo
mineral; Tratado 148 OLV, tratado com o isolado CG 148 + 6leo vegetal; Tratado 148 OLM,
tratado com o isolado CG148 + dleo mineral. Cada grupo conteve dez vasos, portanto dez
replicas.

4.9 Ensaio bioldgico em condic¢des seminaturais

No dia zero, apés as 16h (horario de menor radiacdo solar e temperatura mais amena) e
antes da introducao das fémeas, o solo de cada vaso foi pulverizado com 80ml da formulacédo
a 108 conidios/ml proposta para cada grupo, atingindo assim uma concentragio no solo de 1,6
x 107 conidios por cm?. Da mesma forma foram tratados o solo dos vasos dos grupos controles
oleosos com a emulsdo de 6leo vegetal ou mineral. Apds o tratamento, grupos de peso médio
e homogéneo contendo cinco fémeas ingurgitadas foram adicionados em cada vaso, sendo cada
grupo composto por 10 vasos, totalizando 50 fémeas ingurgitadas por grupo.

4.9.1 Avaliacdo da mortalidade das fémeas ingurgitadas e recuperacdo das larvas do
carrapato Rhipicephalus microplus ap6s tratamento dos vasos com as formulages
flngicas

Apbs o tratamento foram realizadas vistorias diarias nos vasos durante 21 dias, para
avaliacdo do percentual de mortalidade acumulativa das fémeas do carrapato, presenca de
crescimento fangico no solo ou sobre as fémeas, presenca de postura e presenca de predadores
ou outros artrépodes colonizados.

Apds a término da postura e incubacdo dos ovos foi aguardada a eclosdo das larvas e 0
fortalecimento de suas cuticulas até tornarem-se larvas infestantes (42 dias apos a introducéo
das fémeas). Para a quantificacdo das larvas, as mesmas foram recuperadas cortando os &pices
das forrageiras, aos 42, 49 e 56 dias apés a introducdo das fémeas. Em cada coleta, o material
obtido em cada vaso foi acondicionado em um saco de plastico, que foi lacrado, identificado e
congelado para posterior contagem das larvas. As larvas fixadas na folhas coletadas foram
removidas com o auxilio de um pincel e colocadas em placa de Petri. Em seguida foram
cuidadosamente separadas e quantificadas, com ajuda de pinca, estilete e lupa.

Para a certificacdo da auséncia de larvas remanescentes nos vasos apds o 56° dia da
introducdo das fémeas e da finalizacdo da quantificacdo das larvas, foi estabelecido uma
inspecédo dos vasos. Onde, todo o capim foi diariamente vistoriado por duas semanas.
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Para avaliar o efeito das formulacGes fangicas sobre a recuperacéo das larvas de R.
microplus a eficécia foi calculada utilizando a seguinte formula:

% eficacia= A - B x 100
A
Onde A = média de larvas recuperadas no respectivo grupo controle oleoso e B = média de
larvas recuperadas no grupo tratado (BITTENCOURT et al. 2003).

4.10 Viabilidade dos conidios

Uma aliquota da suspensdo aquosa e das formulacdes oleosas de cada isolado foi
cultivada em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) e
cloranfenicol 0,05% e incubadas a de 25 + 1°C e umidade relativa > 80% em até 48 horas para
a avaliacdo da viabilidade. O célculo da germina¢do dos conidios foi realizado segundo Alves
(1998).

4.11 Isolamento e identificacdo de colénias de Metarhizium spp. para a avalicdo da
persisténcia do fungo no solo

4.11.1 Isolamento fungico e identificacdo a partir do solo

Para monitorar o desenvolvimento do fungo inoculado em cada vaso foram coletadas
aleatoriamente trés amostras de solo de pontos distintos. As amostras foram homogeneizadas
formando posteriormente uma Gnica amostra composta. Os momentos de coleta foram: no dia
do tratamento, antes da pulverizacdo (dia 0), afim de verificar se o solo ja apresentava
Metarhizium sp., e no 3°, 7°, 21° e 60° dia apds o tratamento.

Posteriormente foram pesadas em microtubos uma aliquota de 0,35g de cada amostra
composta e diluidas em 1ml de solucdo de tween 80 a 0,01%. Ap0s agitacdo vigorosa por
trinta segundos em agitador tipo Vortex, uma aliquota de 50ul foi adicionada em placas de
Petri (trés placas de Petri para cada vaso) contendo meio CTC e distribuido com auxilio a alca
Drigalski de forma homogénia sobre o meio de cultura, conforme a metodologia descrita por
Fernandes et al., (2010).

As placas foram mantidas a 25 + 1°C e umidade relativa >80% durante 21 dias, sendo
analisadas a cada sete dias quanto a presenca ou ndo de coldnias caracteristicas de Metarhizium
sp.. A avaliacdo da quantidade das coldnias seguiram de acordo com o método proposto neste
trabalho (Item 3.10.1). Também foi feita a andlise das caracteristicas microscopicas das
colbnias encontradas, a partir da técnica de microcultivo entre 1dmina e laminula (RIDDELL,
1950).

As caracteristicas macro e microscopicas foram avaliadas seguindo as descritas na literatura
por Tulloch (1976); Driver et al. (2000) e Bischoff et al. (2009). Devendo apresentar
macroscopicamente colénia com pigmentacao inicial branca, passando a amarela e tomando
uma coloragédo verde com seu amadurecimento. Microscopicamente devem apresentar forma
cilindrica a oval, ligeiramente estreitados no meio, podendo ser truncados em ambas as
extremidades, com medidas podendo variar entre 3,5 x 9,0 um de comprimento e dispostos em
cadeias de colunas.

4.11.2 Padronizacao da técnica de mensuracdo da quantidade de col6nias

Para mensurar a quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC) de M. anisopliae
nas amostras de solo, foi desenvolvido neste trabalho e a partir de experimentos prévios, um
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método de avaliacdo baseando-se no numero de coldnias encontradas em placas de Petri
contendo meio seletivo CTC (Meio BDA acrescido de Cloranfenicol, Tiabendazol e
Ciclohexamida) para Metarhizium sp. (Figura 1), nas quais foram inoculadas amostras de solo
segundo a metodologia de Fernandes et al. (2010).

Este método categoriza o numero de coldnias de Metarhizium sp observadas em cada
placa em intervalos de classe variando entre sem cruz (-) a quatro cruzes (++++), ou seja, sem
cruz (-) equivale a nenhuma (zero) col6nia fungica, uma cruz (+) equivalem ao intervalo de 1 a
25 coldnias fungicas, duas cruzes (++) equivalem ao intervalo de 26 a 50 col6nias fangicas, trés
cruzes (+++) equivalem ao intervalo de 51 a 75 e quatro cruzes (++++) equivalem a uma
observacao de mais de 76 colonias, como demonstrado na Tabela 2.

Para a validacdo deste método de avaliacdo, trés observadores diferentes analisaram
visualmente as caracteristicas macro e micromorfoldgicas das col6nias de Metarhizium sp
presentes em cada placa de Petri e as classificaram com base no método de cruzes descrito
acima.

20



Figura 1 — Isolamento de coldnias de Metarhizium sp. e outras col6nias de fungos contaminantes (setas laranjas) em meio seletivo CTC a partir de
amostras de solo. A: Placa sem coldnias caracteristicas de Metarhizium sp avaliada com sinal de menos (-) contendo apenas col6nias de fungos
contaminantes (setas); B: Placa contendo de 1 a 25 coldnias caracteristicas de Metarhizium sp avaliada com uma cruz (+) e apresentando colénias
de fungos contaminantes (setas); C: Placa contendo de 26 a 50 col6nias caracteristicas de Metarhizium sp avaliada com duas cruzes (++) e
apresentando col6nia de fungo contaminante (seta); D: Placa contendo de 51- 75 coldnias caracteristicas de Metarhizium sp avaliada com trés cruzes
(+++) e apresentando colbnia de fungo contaminante (seta); E: Placa contendo col6nias mais de 76 col6nias caracteristicas de Metarhizium sp

avaliada com quatro cruzes (++++).
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Tabela 2 — Método de mensuracédo de col6nias fangicas, baseado no numero de cruzes (+) que
categoriza a quantidade de coldnias isoladas em placas de Petri apds a inoculacdo das amostras
de solo em meio seletivo CTC para Metarhizium sp.

NuUmero de cruzes Intervalo de classe do niimero de colbnias
- 0
+ 1-25
++ 26 — 50
+++ 51-75
++++ >76

4.11.3 Isolamento fungico e identificacdo a partir de Rhipicephalus microplus

Durante a avaliacdo da mortalidade das fémeas, todas aquelas encontradas mortas
(enegrecidas, secas, com cuticula rompida ou sem reacdo a estimulos externos) foram
recolhidas e mantidas em cdmara Umidas sob temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa >80%
durante sete dias ou até a exteriorizacdo fungica. Posteriormente, em condicGes assépticas
amostras do material fangico exteriorizado sobre a cuticula de cada fémea foram coletadas, para
identificacdo de suas caracteristicas microscopicas através da técnica de microcultivo entre
lamina e laminula supracitada.

4.12 Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise descritiva e posteriormente feito a distribui¢do da
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para os dados paramétricos foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para a comparagdo entre as médias. Para a
analise dos dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis, seguido do Student-
Newman-Keuls para comparacgdo entre as ordenacGes médias.

Na avaliacdo do numero de colbnias, para a analise de concordancia entre 0s
observadores, foi utilizado a estatistica de Kappa seguindo a intepretacdo segundo Landis JR;
Koch G.G. (1977), (Tabela 3).

Tabela 3 — Intervalos de medidas de concordancias interobservadores, segundo o teste Kappa,
em uma determinada avaliac&o.

Valores de Kappa Interpretagéo
<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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5 RESULTADOS
5.1 Condigbes Climaticas

A partir do quinto dia ap0s o tratamento houve a presenca de chuvas durante o periodo
do experimento, sendo que houve chuvas que variaram de 0,2 a 16,4mm ao dia (Figura 2) e
chegaram a 9,6mm em uma hora. Dentro dos sessenta dias de experimentagdo a precipitacdo
total foi de 119,0 mm (Figura 2). A umidade média foi 79,0%, variando entre 25,5 e 98,5%
(Figura 2) e a temperatura media foi 25,0 °C, variando entre 16,2 e 37,3 °C (Figura 3).
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5.2 Viabilidade das formulacdes

Os conidios das suspesdes aquosas dos isolados CG148 e ARSEF 3641 apresentaram
100% de germinacao apds 24h de incubacao.

Por sua vez, os conidios dos isolados testados formulados em 6leo vegetal apresentaram
100% de germinacdo em até 36 horas de incubagdo a 25 + 1°C e UR > 80%, diferentemente
dos conidios formulados em 6leo mineral, que apresentaram 100% de germinacéo apds 48 horas
de incubacdo nas condi¢Oes de temperatura e umidade citadas acima.

5.3 Ensaios em Condic¢bes Seminaturais
5.3.1 Avaliacéo da mortalidade de fémeas ingurgitadas

Durante o periodo de avaliagdo da mortalidade das fémeas ingurgitadas de R. microplus
sobre o solo, ndo foi observada diferenca estatistica no percentual de mortalidade entre os
grupos controle, indicando que os veiculos adjuvantes oleosos ndo sdo prejudiciais para a
fémeas do carrapato (Tabela 4).

A partir do 17° dia apds o tratamento, foi possivel notar diferenca significativa na
mortalidade das fémeas no grupo tratado com o isolado ARSEF 3641 formulado em oleo
mineral quando comparado com 0s grupos controles (Tabela 4).

Por sua vez, quando o isolado ARSEF 3641, formulado em dleo mineral foi comparado
com os demais grupos contendo Metarhizium s. I., ndo foram encontradas diferenca estatisticas
(Tabela 4).

As formulagdes conidiais com 6leo mineral causaram maior mortalidade com ambos 0s
isolados testados, 14 e 20% para CG148 e ARSEF 3641 respectivamente, enquanto as
formulaces com dleo de soja alcancaram um percentual de mortalidade igual a 12,0 e 12,5%
com os isolados CG148 e ARSEF 3641, respectivamente.

O isolado ARSEF 3641 obteve melhores percentuais de mortalidade em ambos os tipos de
tratamentos com formulagdes se comparado ao isolado CG148.

Quando avaliada a eficacia das formulagdes fungicas em causar morte das fémeas, verificou-
se uma eficacia entre 10 e 20% entre os grupos tratados, durante o periodo de avaliacéo.
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Tabela 4 — Média e desvio padrdo da mortalidade acumulativa (%) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos dias de avaliagdo ap6s a
exposicdo das mesmas em solo néo tratado (CTR) ou trado com emuls&o com Oleo Vegetal (OLV), emulsdo com Oleo Mineral (OLM), formulagio
com os isolados de Metarhizium anisopliae s.I. ARSEF 3641 + dleo vegetal (3641 OLV), ARSEF 3641 + 6leo mineral (3641 OLM), CG 148 + 6leo
vegetal (148 OLV) ou CG148 + 6leo mineral (148 OLM), em condi¢des seminaturais.

Grupos/
Diasde  1° 20  3° 50 70 90 110 130 150 170 190 210
avaliacao
286+ 286+ 286+ 286+ 286+ 286+ 286+ 286+ 286+
ctrR 0 :0 0 i 0 0 iao 756 756 7.56 7,56 7,56 7,56 7,56 7,56 7,56
a a a a a a ac ac ac
222+ 222+ 222+ 222+ 222+ 222+
o,y 0%0 0+0 0£0 00 00 010 6,67 6,67 6,67 6,67 6,67 6,67
a a a a a a
a a a ac ac ac
oLm 00 020 0£0 030  0£0  0+0 040 0+0 0+0 00 0+0 0+0
a a a a a a a a a a a a
050 0+0 0so 1250+ 1250+ 1250+ 1250+ 1250+ 1250+ 1250+ 1250+ 1250+
seatoLy 00 PE0 PED 183 1832 1832 18,32 18,32 18,32 18,32 18,32 18,32
a a a a a a ab ab ab
1500+ 1500+ 1500+ 1500+ 1500+ 1500+ 2000+ 2000+ 20,00+
364l 040 0£0 0£0  “pp9s “1414 1414 14,14 14,14 14,14 14,14 14,14 14,14
OoLM a a a
a a a a a a b b b
10,004 10,00+ 10,00+ 10,00+ 1000+ 1000+ 12,00+ 1200+ 12,00+
148 040 0+0 0+0 1054 1054 10,54 10,54 10,54 10,54 10,33 10,33 10,33
oLV a a a a a a a a a bc bc bc
200+ 1400+ 1400+ 1400+ 1400+ 1400+ 1400+ 1400+ 14,00+
148 040 0+0 0+0 632 1350 13,50 13,50 13,50 13,50 13,50 1350 13,50 bc
OLM a a a a a a a a a bc bc

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna indicam que n&o houve diferencga significativa (p>0,05).
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5.3.2 Isolamento de Metarhizium sp. a partir de fémeas ingurgitadas

Durante o periodo de postura das fémeas em condi¢cdes seminaturais, foi possivel
observar a exteriorizacdo de Metarhizium sp. sobre a cuticula das mesmas, confirmando a
capacidade dos isolados em se manterem viaveis no solo e realizarem todas as fases de
crescimento sobre o artropode em condic¢bes seminaturais (Figura 3).

As fémeas dos grupos tratados que ndo apresentaram exterioriza¢do fungica sobre a
cuticula durante o periodo que estavam no ambiente foram submetidos a incubacdo em camara
umida durante 7 dias a 25 + 1°C e UR > 80%. Posteriormente foi feita a identificagdo e
confirmacédo da presenca do fungo a partir da coleta de conidios da superficie do artrépode e
inoculacdo em laminas de microcultivo apés 14 dias de incubagdo a 25 + 1°C e UR > 80%.

Todas as laminas de microcultivo apresentaram col6nias com caracteristicas
morfologicas compativeis com as descritas na literatura (TULLOCH, 1976; DRIVER et al.,
2000; BISCHOFF et al., 2009). Logo todas as fémeas coletadas obtiveram confirmagéo da
infeccdo por Metarhizium sp.. Para as fémeas encontradas mortas nos grupos controles, foi
aplicada a mesma técnica de incubagdo e microcultivo, porém ndo foram observadas estruturas
fungicas caracteristicas de Metarhizium sp., descartando a causa da morte por infec¢do pelo
fungo avaliado.

Figura 4 - Fémeas de Rhipicephalus microplus coletadas 20 dias ap0s a aplicacéo de
formulacdo oleosa contendo conidios de Metarhizium anisopliae s.l. sobre o solo e
mantidos em condi¢gdes seminaturais. Todas apresentando exteriorizagdo fangica de
coloracdo verde sobre a cuticula (caracteristica de Metarhizium sp.). A: Fémea morta do
grupo tratado com o isolado CG 148 formulado em 6leo vegetal, com pouca postura e
de aspecto ressecado. B: Fémea morta do grupo tratado com o isolado CG 148 formulado
em Oleo mineral com pouca postura de aspecto ressecado. C: Fémea morta do grupo
tratado com o isolado ARSEF 3641 formulado em 6leo mineral antes de realizar postura.
D: Fémea morta do grupo tratado com o isolado ARSEF 3641 formulado em éleo vegetal
com pouca postura. Setas vermelhas indicam a postura.
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5.3.3 Avaliacédo no namero de larvas

As eclosdes de larvas infestantes foram observadas no 42° dia ap6s o tratamento. Nos
grupos controle, seguidos 7 dias ap6s a eclosdo das primeiras larvas ocorreu um gradativo
aumento das mesmas, atingindo um pico aos 14 dias e posteriormente uma queda (Figura 4),
ndo havendo diferenga estatistica entre estes grupos nos trés momentos de avaliacao (Tabela 5).

Nos grupos tratados com as formulacdes fungicas oleosas, 0 nUmero médio de larvas
recuperadas apresentou uma tendéncia decrescente em todos os dias de coleta (Figura 4), ndo
havendo, no entanto, diferenca significativa entre eles. Porém, se comparados 0S grupos
controle com os grupos tratados com as formulagGes fungicas oleosas, 0 numero médio de
larvas recuperadas foi significativamente mais baixo nos grupos tratados com as formulagdes
fangicas em todos os dias de avaliagdo quando comparado com 0s grupos controle (Tabela 5).

O isolado CG 3641 formulado em éleo mineral obteve os melhores resultados quanto
ao namero de larvas recuperadas sendo capaz de reduzir 27,2 vezes o total de larvas quando
comparado ao grupo controle que recebeu o 6leo mineral. Neste mesmo tratamento foram
recuperadas larvas apenas no 7° dia ap6s o inicio da eclosdo das larvas, ndo tendo sido
encontradas larvas no 14° e 21° dias ap0s o inicio da ecloséo.

Semelhantes resultados foram obtidos quando o mesmo isolado foi formulado em éleo
vegetal, onde houve uma infestacdo 8,3 vezes menor quando comparado com o grupo controle
6leo vegetal.

Se comparado o isolado CG 148 formulado com 6leo mineral ou vegetal com seus
respectivos grupos controles oleosos, o isolado fungico formulado em 6leo mineral foi capaz
de reduzir 8 vezes o numero de larvas infestantes, enquanto o 6leo vegetal reduziu em média 7
vezes.
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Figura 5 - Variagdo do nimero médio de larvas (log 10) de Rhipicephalus microplus
recuperadas dos apices da forrageira Brachiaria brizantha 7, 14 e 21 dias ap0s o inicio da
eclosdo. Larvas provenientes de fémeas ingurgitadas expostas ao solo ndo tratado (CTR) ou
trado com emuls&o com Oleo Vegetal (OLV), emuls&o com Oleo Mineral (OLM), formulagéo
com os isolados de Metarhizium anisopliae s.I. ARSEF 3641 + 6leo vegetal (3641 OLV),
ARSEF 3641 + 0leo mineral (3641 OLM), CG 148 + 0leo vegetal (148 OLV) ou CG148 + 6leo
mineral (148 OLM), em condi¢Oes seminaturais.
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Nos dois primeiros momentos de coleta de larvas vivas (7° e 14° dia), a infestacdo dos
vasos foi estatisticamente menor nos grupos que receberam o tratamento com as formulagoes
fangicas oleosas, quando comparado aos grupos controle sem tratamento e aos controles
tratados apenas com os veiculos adjuvantes (Tabela 5).

No terceiro e ultimo dia de avaliacdo (21° dia), os grupos tratados com as formulacdes
oleosas ainda obtiveram valores estatisticamente reduzidos de larvas quando comparados aos
demais grupos, sendo que, os tratamentos contendo o isolado ARSEF 3641 formulado em
ambos os 6leos testados e o tratamento com o isolado CG 148 formulado apenas em Gleo
mineral, mostraram-se significativamente melhores em reduzir o nimero de larvas infestantes
(Tabela 5).

Quanto ao grupo tratado com o isolado CG 148 formulado em Oleo vegetal, este
apresentou niveis de infestacdo estatisticamente semelhantes ao grupo controle 6leo mineral
apenas no 21° dia apos as eclosdes (Tabela 5). Entretanto, quando comparamos 0S grupos
controles com os tratamentos contendo os isolados fungicos formulados em 6leo vegetal e
mineral, 0 somatorio do nimero de larvas vivas recuperadas obteve significativa reducdo da
infestacdo em todos os grupos tratados com ambos os isolados, e tipos de 6leos avaliados
(Tabela 5).

Tabela 5 - Numero médio por dia de coleta e niUmero total de larvas infestantes provenientes
de fémeas de Rhipicephalus microplus, expostas ao solo ndo tratado (CTR) ou trado com
emulsdo com Oleo Vegetal (OLV), emulsdo com Oleo Mineral (OLM), formulacdo com os
isolados de Metarhizium anisopliae s.I. ARSEF 3641 + 6leo vegetal (3641 OLV), ARSEF 3641
+ 0leo mineral (3641 OLM), CG 148 + 6leo vegetal (148 OLV) ou CG148 + dleo mineral (148
OLM) em condicGes seminaturais.

Namero total

GRUPOS 70 dia 14° dia 21° dia
de larvas
- 7744+ 1443 11267 +4674 30061790 22107+ 7114
aAB aA aB a
oLV 707242047  10053+4719  2213+197.2 19339 + 5883
aA aA aB a
oLM 5715+1916  10969+5350  140,6 + 3.4 1809 + 737.3
aA aAC acB a
133241669 935+ 1230 6,12+ 118 232.0+234,7
3641 0LV bA bA bdA b
66,4 + 75.2 0,0 £ 0,0 0.0+0,0 66,4 + 75.2
3641 OLM oA W » :
92 + 106,2 472 4551 53,6 + 38,8 192.8 + 137.1
1480LV bAB bB CdAB b
1465+ 1257 53,6+ 38.76 20 + 385 2201 + 1364
1430LM bAC bAB bdB b

Médias do nimero de larvas seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferencas
significativas a nivel de 5%. Médias seguidas de letras maiUscula diferentes na linha apresentam diferencas

significativas & nivel de 5%.

38



5.3.4 Percentual de eficacia dos tratamentos

As formulagGes fungicas oleosas testadas apresentaram eficacia diaria variando entre 74,37
e 100% em relagdo aos seus respectivos controles durante o periodo de avaliagdo do nimero de
larvas infestantes (Tabela 6).

O isolado ARSEF 3641 formulado tanto em 6leo vegetal quanto em 6leo mineral obteve
crescente aumento de eficacia durante o periodo avaliado, diferente do isolado CG148 que
apresentou maior eficacia no 14° dia de avaliagdo ap6s o periodo de eclosdo e um menor valor
no 21° (Tabela 6).

Dentre os isolados testados, destacou-se 0 ARSEF 3641 formulado em 6leo mineral, que
apresentou 100% de eficécia ja no 14° dia ap0s a eclosao das larvas, obtendo eficacia média de
96.33% (Tabela 6).

Quanto a condicdo de formulacdo (em 6leo vegetal ou mineral) dos isolados testados, o
isolado ARSEF 3641 atingiu melhores percentuais de eficacia quando formulado em 6leo
mineral (96,13%) e o isolado CG148 alcancou maior eficacia formulado em 6leo vegetal
(90,03%) (Tabela 6).

Tabela 6 - Eficécia (%) da aplicacdo direta no solo de formula¢Ges oleosas de Metarhizium
anisopliae s,l., sobre a taxa de recuperagdo larvas infestantes provenientes de fémeas de
Rhipicephalus microplus expostas ao ambiente ndo tratado (CTR) ou trados com emulséo com
Oleo Vegetal (OLV), emulsdo com Oleo Mineral (OLM), formulagdo com o isolado ARSEF
3641 + 6leo vegetal (3641 OLV), formulacdo com o isolado ARSEF 3641 + 6leo mineral (3641
OLM), formulacdo com o isolados CG 148 + 0leo vegetal (148 OLV) ou formulacdo com o
isolado CG148 + dleo mineral (148 OLM), em condi¢bes seminaturais.

7° Dia 14 ° Dia 21° Dia Média

CTR 0,00 0,00 0,00 0,00
oLV 8,68 10,77 28,50 15,98
OoLM 26,20 2,65 54,57 27,80
3641 OLV 81,16 90,70 97,23 89,69
3641 OLM 88,39 100,00 100,00 96,13
148 OLV 86,99 95,31 75,78 86,02
148 OLM 74,37 95,11 85,78 85,08

5.4 Reisolamento de Metarhizium sp. a partir do solo
5.4.1 Mensuracdo da presenga de Metarhizium sp. — Andlise de concordancia

Perante as mensuracdes feitas pelos trés avaliadores, a partir do teste Kaapa foi obtido
concordancia variando entre 0,74 e 0,95 entre os mesmos, com intervalos de 95% de confianca,
visto que estes valores os classificam como de superficial a quase perfeita concordancia.

Na Tabela 6 pode-se verificar o grau de concordancia entre os observadores e seus
respectivos intervalos de confianga, onde nota-se que foi frequente a perfeita concordancia entre
as avaliacoes.
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Verifica-se que na analise do grupo tratado com o isolado ARSEF 3641 formulado em
6leo vegetal, ndo foi possivel estimar a correlacdo entre os observadores 1 e 2, e 1 e 3, pois, a
dimensdo (numero de cruzes) dada pelo avaliador 1 chegou até 5 cruzes em uma determinada
amostra de todo o grupo, enquanto para o avaliador 2 e 3 0 nUmero maximo de cruzes dada
entre todas as amostras foi 4, 0 que inviabiliza a0 comparacao estatistica neste determinado
caso (Tabela 7). Porém quando comparados os avaliadores 2 e 3 houve concordancia
satisfatoria.
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Tabela 7- Comparacéo da intensidade da concordancia entre as avaliacdes feita por trés observadores (OBS) do nimero de colbnias de
Metarhizium sp. em placas de Petri contendo meio seletivo (CTC - Meio BDA acrescido de Cloranfenicol, Tiabendazol e Ciclohexamida) e seus
respectivos intervalos de confianca de 95%. Avaliacdo dos grupos tratado com os isolados CG 148 ou ARSEF 3641 de Metarhizium anisopliae s.
I. formulados em éleo mineral ou dleo de soja. A concordancia foi mensurada utilizando o método de anélise Kappa, onde o valor maximo é

igual a 1, o que representa total concordancia ou quanto mais proximos de 1 os valores indicam a concordancia esperada pelo acaso, se negativos
ou préximo de zero indicam nenhuma concordancia.

ISOLADO CG 148 + OLEO

ISOLADO CG 148 +

; ISOLADO ARSEF 3641 + ISOLADO ARSEF 3641 +
VEGETAL OLEO MINERAL OLEO VEGETAL OLEO VEGETAL
OBS1 OBS 2 OBS3 | OBS1 OBS2 OBS3 | OBS1 OBS2 OBS 3 OBS1 OBS 2 OBS 3
0,81* 0,83* 075% 087 0,74* 0,92*
OBS1| - [073:089] [076001] | [065:084] [0,80094] | T ? T [0.64:083] ~ [0.86:0,98]
opsp | 08 0,95* 075* 0,88* i 091* 074 0,79*
[0,73,0,89] [0,91;0,99] | [0,65:084] [0,81,095] [0,94:0,97] | [0,64,0,83] [0,70;0,88]
ops3 | 083 095 087 o088 . 091 0,92* 079*
[0,76:091]  [0,91,0,99] [0,800,94] [0,81,095] [0,94,0,97] [0,86:0,98] [0,70,0,86]
*Significantes ao nivel de 0=5%

# N&o foi possivel estimar a correlacdo entre os observadores
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5.4.2 Reisolamento de Metarhizium spp. dos solos tratados

Nas amostras de solo coletadas de todos os grupos no dia zero, antes do tratamento, ndo
foram encontradas colbnias caracteristicas de Metarhizium sp. A partir das avaliacbes do
terceiro dia ap0Os o tratamento com as formulag6es, o grupo controle (sem tratamento) e 0s
grupos controles oleosos (tratados apenas com os veiculos adjuvantes) ndo apresentaram
col6nias de Metarhizium sp. em nenhum dos dias avaliados.

De forma geral em todos os grupos tratados com as formulacgdes fungicas foi isolado
colbnias de Metarhizium sp. nos diferentes dias de avaliacdo. Porém, dentre os dez vasos
avaliados de cada grupo, por vezes houve amostras de vasos em que ndo foi possivel isolar
colbnias de Metarhizium sp. (Tabela 9). Apesar destes resultados, em dias posteriores de coleta
estes mesmos vasos obtiveram amostras positivas para colonias de Metarhizium sp (tabela 9).

Ap0s 3 dias do tratamento, foi possivel isolar coldnias de Metarhizium sp de todas as
amostras de solo dos dez vasos tratados com o isolado CG148 formulado em 6leo mineral
(1480LM) e com o isolado ARSEF 3641 formulado em 6leo vegetal (36410LV), de tal forma
que estes grupos apresentaram diferenca significativa das demais formulacgdes (Tabela 8).

No segundo dia de coleta (7° dia ap0s o tratamento) todos 0s grupos apresentaram dentre
0s 10 vasos avaliados amostras de solo positivas para a presencga de unidades formadoras de
colénias (UFC), ndo havendo diferenca significativa entre os grupos tratados com as
formulagdes fungicas. Sendo que 50%, de todas as amostras de solo avaliadas, apresentaram 2
cruzes (1-25 coldnias por placa) (Tabela 8).

Na coleta feita no 21° dia ap6s o tratamento foram isoladas coldnias de Metarhizium sp.
em todos 0s grupos, porém em menor nimero no grupo CG 148 formulado em 6leo vegetal
(1480LYV), tendo os demais grupos apresentado estatisticamente mais colonias de Metarhizium
sp. em suas amostras de solo (Tabela 8).

De forma geral obteve-se um crescente reisolamento de Metarhizium sp. ao passar do
tempo ap6s os tratamentos, visto que, a frequéncia de placas negativas para col6nias de
Metarhizium sp. foi menor de acordo com o tempo e um numero maior de col6nias eram
isoladas por placa (Tabela 9).

No 60° dia apds o tratamento pode-se observar que um aumento significativo do nimero
de col6nias em todos os grupos se comparado com o 3° dia de coleta. Destacando-se o isolado
ARSEF 3641 formulado em éleo vegetal que obteve mais de 90% das amostras classificadas
com 5 cruzes (Tabela 9).

Na coleta do 60° dia observa-se que no grupo tratado com o isolado ARSEF 3641
formulado tanto em dleo vegetal quanto em 6leo mineral, houve mais colénias por placa se
comparados com as formulagdes do isolado CG148 (Tabela 8).

Se comparadas as duas formulacdes oleosas do isolado CG148, a formulagdo com 6leo
mineral obteve mais coldnias nas amostras coletas do 3° e 21° dia (Tabela 8). Ja para o isolado
ARSEF 3641, a quantidade de col6nias de Metarhizium sp. foi igual entre os dois tipos
formulacGes testadas em todos os dias de avaliagdo, salvo o grupo tratado com a formulagéo
em Oleo de soja, que no 3° dia de coleta apresentou consideravelmente mais coldnias (Tabela
8).
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Tabela 8 — Mensuracéo feita segundo o método de cruzes (+) da quantidade de coldnias por dia (3°, 7°, 21° e 60°) isoladas do solo dos diferentes
grupos apos o tratamento de dez vasos com formulacgdes dos isolados de Metarhizium anisopliae s.I. ARSEF 3641 + dleo vegetal (3641 OLV), ARSEF
3641 + 6leo mineral (3641 OLM), CG 148 + 6leo vegetal (148 OLV) ou CG148 + 6leo mineral (148 OLM) e mantidos em condicdes seminaturais.

3° dia 7° dia
\/asos 148 OLV 148 OLM 3641 OLV 3641 OLM 148 OLV 148 OLM 3641 OLV 3641 OLM
1 ++ ++++ ++++ + - + - ++
2 +++ +++ ++++ - + ++ - -
3 - ++++ ++++ - ++ - + +
4 - +++ ++++ + +++ ++++ + +
5 - ++ + - ++ + + +
6 - ++++ ++++ + - + + ++
7 - ++++ ++ - + +++ - +
8 - +++ ++++ - + ++ + ++
9 - ++++ - - + + +
10 - + - - + ++++ + -
Significancia a b b a a a a
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Tabela 8. Continuacao

21° dia 60° dia
Vasos 148 OLV 148 OLM 3641 OLV 3641 OLM 148 OLV 148 OLM 3641 OLV 3641 OLM

1 - ++++ + - ++++ ++ ++++ +++

2 - ++++ ++ + ++ ++ ++++ ++++

3 + +++ + + +++ ++ ++++ +++

4 +++ ++++ +++ ++ + ++ ++++ +

5 ++++ ++ + + +++ + ++++ ++++

6 - +++ + - + +++ ++++ ++++

7 ++ ++ ++ ++ + ++++ ++++ +

8 + +++ ++ +++ + +++ ++++ +

9 + ++++ - ++ + ++ +++ ++++

10 ++ ++++ - + + +++ ++++ +++
Significancia a b b b a a b ab

Letras minusculas diferentes no mesmo dia e na mesma linha apresentam diferencas significativas (p<0.05) segundo o teste de Friedman.

Legenda:

- Zero colbnia de Metarhizium sp. isolada

+ 1 a 25 coldnias de Metarhizium sp. isoladas

++ 26 a 50 coldnias de Metarhizium sp. isoladas
+++ 51 a 75 colonias de Metarhizium sp. isoladas
++++ > 76 colonias de Metarhizium sp. isoladas



Tabela 9 - Mensuracao feita segundo o método de cruzes (+) da quantidade de colénias isoladas por grupo nos diferentes dias de coleta (3°, 7°, 21° ¢
60° dia) apds o tratamento de dez vasos com formulagfes dos isolados de Metarhizium anisopliae s.I. ARSEF 3641 + o6leo vegetal (3641 OLV),
ARSEF 3641 + 6leo mineral (3641 OLM), CG 148 + 6leo vegetal (148 OLV) ou CG148 + dleo mineral (148 OLM) e mantidos em condicdes

seminaturais.

148 OLV 148 OLM
Vasos 3° dia 7° dia 21° dia 60° dia 3° dia 7° dia 21° dia 60° dia
1 ++ - - ++++ ++++ + ++++ ++
2 +++ + - ++ +++ ++ ++++ ++
3 - ++ + +++ ++++ - +++ ++
4 - +++ +++ + +++ ++++ ++++ ++
5 - ++ ++++ +++ ++ + ++ +
6 - - - + ++++ + +++ +++
7 - + ++ + ++++ +++ ++ ++++
8 - + + + +++ ++ +++ +++
9 - - + + + ++++ ++
10 - ++ + ++++ ++++ +++
Significancia a ab b ab ab b
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Tabela 9 - Continuagéo

3641 OLV 3641 OLM
Vasos 3° dia 7° dia 21°dia 60° dia 3° dia 7° dia 21° dia 60° dia

1 ++++ - ++ ++++ + ++ - +++

2 ++++ - +++ ++++ - - ++++

3 ++++ + ++ ++++ - + +++

4 ++++ + ++++ ++++ + + ++ +

5 + + ++ ++++ - + + ++++

6 ++++ + ++ ++++ + ++ - ++++

7 ++ - +++ ++++ - + ++ +

8 ++++ + +++ ++++ - ++ +++ +

9 ++++ + + +++ - + ++ ++++

10 - + + ++++ - - + +++
Significancia a a b b a b b c

Letras minusculas diferentes no mesmo grupo e na mesma linha apresentam diferencas significativas (p<0.05) segundo o teste de Kruskal Wallis.

Legenda:

- Zero colbnia de Metarhizium sp. isolada

+ 1 a 25 col6nias de Metarhizium sp. isoladas

++ 26 a 50 colonias de Metarhizium sp. isoladas
+++ 51 a 75 coldnias de Metarhizium sp. isoladas
++++ > 76 colonias de Metarhizium sp. isoladas
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6 DISCUSSAO

Metarhizium anisopliae é considerado um promissor agente de controle bioldgico de
carrapato. Diversos estudos reportaram a alta eficacia para o controle de fémeas ingurgitadas e
de larvas em testes laboratoriais (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; POLAR et al., 2008;
CAMARGO et al.,2012; PERINOTTO et al., 2013; MARCIANO et al., 2013).

No presente trabalho os isolados CG 148 e ARSEF 3641 de M. anisopliae, foram
testados em condi¢Ges seminaturais e selecionados previamente através de trabalhos de
Perinotto (2013) e Golo (2014). Estes autores reportaram que tais isolados apresentaram alta
viruléncia contra Rhipicephalus microplus, boas caracteristicas quanto producéo de conidio e
resisténcia a fatores abidticos (radiagdo ultravioleta e temperatura). Caracteristicas ideais para
a utilizacao no controle do carrapato bovinos a campo.

Perinotto (2013) ao testar diferentes isolados brasileiros consatatou que o isolado CG148
destacou-se como um dos mais virulentos e interferiu significativamente na reducdo dos
parametros biologicos das fémeas de R. microplus tratadas. Golo (2014) avaliou in vitro este
mesmo isolado (como ARSEF 782) e também o isolado ARSEF 3641, sendo que 0s mesmos
se destacaram por apresentarem resultados consideravelmente satifatorios quanto a viruléncia
para R. Microplus, termotolerancia e tolerancia a radiacdo UV-B quando comparados a outros
19 isolados de Metarhizium spp.

Visto isto, sob condi¢Bes seminaturais preconizou-se mimetizar o ambiente onde se
encontra a maior parte da populagédo do carrapato R. microplus, a pastagem. Nestas condicoes
tanto agente controlador quanto a praga alvo foram constantemente desafiados frente as
adversidades ambientais.

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram que a associa¢do do fungo
com os veiculos oleosos de diferentes origens (vegetal e mineral) foi capaz de manter o fungo
viavel por um periodo de até 60 dias ap6s o tratamento e obter neste intervalo de tempo um
percentual de eficacia médio de 85,08 até 100% sobre o artropode.

Alguns estudos reportam o controle do carrapato dos bovinos utilizando a pulverizacdo
de suspensdo aquosa de Metarhizium sp. em pastagem. Bittencourt et al (2003) avaliaram a
acdo de M. anisopliae aplicada sobre Brachiaria decumbens infestada com larvas de R.
microplus, onde relataram até 53,78% de controle de larvas depois de um protocolo de trés
aplicacdes de suspencbes conidiais sobre a forrageira. Garcia et al., (2011) avaliaram o efeito
da aplicacdo do mesmo fungo em pastagem, naturalmente infestada e submetida ao pastejo com
bovinos, ndo observando diferenca nas contagens de fémeas nos bovinos do pasto controle e do
pasto tratado. Porém, o mesmo isolado flngico quando testado em laboratério sobre fémeas
ingurgitadas do carrapato reduziu significativamente o peso da massa de ovos, a taxa de eclosao
e a eficiéncia reprodutiva das fémeas.

Tal achado sugere que em geral, sob condi¢fes ambientais, o conidio pode ndo germinar
ou penetrar na cuticula, e/ou pode causar infecgdes sub letais (SAMISH et al., 2004)
provavelmente influenciado por variacbes de temperatura, umidade, radiacdo, fatores
microclimaticos, composi¢des quimicas e pela microbiota do hospedeiro ou do solo (ALVES,
1998; POLAR et al., 2005), entre outros.

Para reverter estes problemas, formulacdes apropriadas podem ser desenvolvidas para
proteger o conidio das adversidades e, deste modo melhorar sua capacidade de germinar e de
iniciar o processo de penetracdo da cuticula em condigdes a campo (BITTENCOURT et al.
2002).

Perinotto (2013) em testes laboratoriais, obteve percentuais de controle muito
semelhante aos apresentados neste manuscrito, quando utilizou as mesmas condicdes de

47



formulac@es (6leo vegetal e mineral) propostas no nos experimentos descritos aqui. Este autor
descreve percentuais de controle de fémeas de R. microplus proximos a 95% em trés dos cincos
isolados testados com 6leo mineral, sendo que as formula¢Ges com 6leo vegetal mantiveram
altos percentuais de controle, em torno de 75%, o que € extremamente relevante dentro do
contexto de controle bioldgico.

Os oleos vegetais e minerais sdo testados em formulages flngicas com intuito de
proteger os conidios de dessecacao e também por proporcionar um efeito sinérgico, melhorando
a eficiéncia dos fungos sobre a praga alvo (ALVES, 1998). Sendo assim, o presente trabalho
testou a aplicacdo de formulagdes oleosas sobre o solo, uma vez que é confirmada por diversos
autores a necessidade de se formular fungos entomopatogénicos (PRIOR; JOLLANDS, 1988;
BATEMAN et al.,, 1993; MOORE et al. 1993; INGLIS et al. 1995; SAMISH, 2014,
CAMARGO et al., 2014; GOLO, 2014).

Pdde-se notar que durante os experimentos o numero de colbnias, por placa de
reisolamento, variou nos diversos momentos de coleta havendo alguns vasos em que néo foi
possivel reisolar Metarhizium sp., porém, em coletas seguintes 0S mesmos vasos Se
apresentavam positivos a presenca de coldnias caracteristicas do fungo, com isso podemos
afirmar que todos grupos tratados com as formulacdes fungicas mantiferam o microorganismo.
Tal inconstancia notada pode ser justificada pela forma aleatéria dos pontos de coleta
preconizada em cada vaso, entretanto deve-se levar em conta a variacdo das condi¢bes
climéaticas como temperatura, umidade, e prescipitacdo que excersem grande influéncia na
mobilidade e ocorréncia do microorganismo no solo.

Foi registrado ocorréncia de fortes precipitacdes a partir do 6° dia ap6s o tratamento,
visto que houve dias atingindo até 9,9mm em uma hora, o suficiente para deslocar os conidios
no solo, diluindo-0s no meio e consequentemente reduzindo a concentra¢do na superficie de
onde partiam as amostras coletadas. Tal intempérie pode justificar a inconstancia do nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) por amostra.

Inyang et al. (2000), mostraram que a precipitacdo pode reduzir o inéculo de M.
anisopliae, e assim, exercer um efeito prejudicial no controle de pragas. Estes mesmos autores
descreveram que veiculos oleosos mais viscosos parecem melhorar a aderéncia de M.
anisopliae a superficie das plantas e tem seu deslocamento reduzido pela chuva.

Altas variacOes de temperatura foram observadas durante o experimento, havendo uma
média 25°C, porém uma variacdo entre 16,2 e 37,3 °C, que podem gerar grande estresse aos
conidios, interferindo na sua germinacdo, permanéncia no ambiente e viruléncia para o
artropode. A maior temperatura alcancada no presente trabalho é muito préxima a relatada por
Alves et al., (2016) como limitrofe a sensibilidade de conidios de M. anisopliae, onde os autores
relatam que o fungo apresentou um atraso de germinacdo quando exposto a 40°C durante 2, 4
ou 6h.

Estes mesmos autores relataram um decréscimo na geminacdo quando comparada
suspensdes aquosas e formulagdes oleosas conidios de M. anisopliae durante 5 dias. Conidios
formulados em 6leo mineral e expostos a um ciclo de 40° por 4h e 25° por 19h, apresentaram
variacdo na germinagdo de 92,8 a 87,2% do 1° dia até o 5° dia, enquanto conidios nédo
formulados apresentaram a germinacéao de 79,3 a 39,1% do 1°dia ao 5° dia, respectivamente.

Além de virulento para o artropode a qual se destina o controle, o isolado fungico precisa
resistir aos estresses abioticos presentes no meio ambiente. 1sso implica na reunido de varios
fatores fundamentais para a selecdo de isolados candidatos a aplicagdo a campo. Uma vez que,
espera-se que fungos patogénicos sejam naturalmente mais tolerantes as intempéries do meio e
tenham resultados ainda mais satisfatorios quando formulados (GOLO, 2014).

Fatores que afetam a proliferacdo fungica suspendendo ou inibindo a processo de
colonizacdo do ambiente, sem que ocorra a eliminagdo dos fungos ali ja existentes tem sido
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apontado por diversos estudos (LINGG; DONALDSON, 1981; SHIELDS et al., 1981,
SHARAPOQV; KALVISH, 1984; GRODEN; LOCKWOOD, 1991).

Visto isto torna-se claro que os conidios provenientes dos tratamentos aqui expostos
sofreram com relagdo aos fatores ambientais e possivelmente a eficicia dos tratamentos foi
influenciada. Nota-se tais consequéncias sobre a mortalidade de fémeas, uma vez que mesmo
sendo formulados em 6leo, os isolados testados atingiram no maximo 20% de mortalidade de
fémeas de R. micropus. Entretanto as duas condi¢cdes de formulagdes oleosas propostas, foram
eficazes em reduzem significativamente o namero de larvas do artrépode.

Também em condicBes ambientais, Samish et al., (2014), ao comparar duas formulac6es
oleosas de M. brunneum, uma a base de éleo mineral e outra a base de éleo de Canola (6leo
vegetal), para o controle de R. annulatus, relatam resultados similares aos expostos neste
manuscrito, quanto ao impacto no nimero de descendentes das fémeas do carrapato exposto ao
tratamento do solo com formulagfes fungicas oleosas. Onde, 0s mesmos descrevem que as
formulagdes testadas reduziram drasticamente o nimero de larvas por interferir nos indices
reprodutivos das fémeas infectadas, assim como, no desenvolvimento de ovos que
posteriormente acabavam por ser colonizados. Neste mesmo trabalho, foi alcancado um
percentual médio de mortalidade de fémeas ingurgitadas igual a 80 e 21%, para 0S grupos
tratado com 6leo mineral e com 6leo vegetal respectivamente.

Dentre os diversos fatores para as divergéncias quanto a mortalidade das fémeas, sugere-
se que a espécie de fungo utilizada, assim como o artrépode hospedeiro, e a umidade constante
mantida por irrigacdo artificial e cobertura vegetal preconizadas no trabalho de Samish et al.,
(2014) possam ter contribuido para esta diferenca de resultados, uma vez que, estes séo fatores
importantes a serem levados em consideracao no controle microbiano.

A infecgdo fungica natural varia consideravelmente de acordo com o est&gio e a espécie
de carrapato e com as condicdes ecologicas (SAMISH et al., 2004). A cobertura do solo altera
as condicGes abioticas do microambiente em que os carrapatos se refugiam e serve como um
“tampao” para condi¢cdes ambientais extremas em rapida mudanga. Além disso, as coberturas,
especialmente as organicas, pode afetar a composicdo quimica e a populacdo microbiana da
camada superior do solo (GARCIA et al., 2013).

Obter maior numero de coldnias ap6s 60 dias do tratamento quando comparado aos
valores obtidos ainda no 3° dia ap6s a pulverizacdo das formulagGes sobre o solo, ressaltam
ainda mais a capacidade de sobrevivéncia e permanéncia dos isolados testados nas condicdes
as quais foram submetidos. Encontrar cadaveres de fémeas ingurgitadas ainda no solo contendo
a fase conidiogénica sobre a cuticula, demonstrou a capacidade dos isolados utilizados de se
manterem e sobreviverem a todas as varia¢fes do ambiente.

Notavelmente, os isolados testados completaram os seus ciclos de vida e o0s
conidiéforos formados sobre as fémeas de R. microplus a campo, evidenciam esta caracteristica
importante. Visto que, uma nova geracao de conidios crescidos em carrapatos mortos, garante
a persisténcia do inoculo infeccioso no micro-ambiente, sendo esta uma nova fonte potencial
de transmisséo para outros carrapatos (GINDIN et al., 2001).

Quanto ao impacto das formulagfes no nimero de larvas, os resultados descritos aqui
mostram que, ndo houve diferenca significativa entre os dois isolados fungicos utilizados nas
duas condic¢des em gue os mesmos foram formulados, ou seja, em condi¢des seminaturais ndo
houve diferenca entre o 6leo mineral e 0 6leo vegetal.

Deve-se destacar que em alguns estudos, utilizando os 6leos como adjuvantes em
formulacdes fungicas, os de origem mineral por vezes apresentaram melhores resultados de um
modo geral (POLAR et al, 2005; PERINOTTO, 2013; SAMISH, 2014). Sabe-se também que
um dos primeiros passos no desenvolvimento de uma formulagdo micoinsecticida é avaliar 0s
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efeitos de seus componentes na viabilidade dos conidios, afim de selecionar produtos
compativeis com os conidios do fungo (ALVES et al., 2002).

Sendo assim, preconizou-se testar a viabilidade e o tempo de germinacéo dos conidios
sem retirar o 6leo dos mesmos, afim de verificar qualquer interferéncia destes adjuvantes sobre
os conidios. A viabilidade das formulacdes com 6leo mineral e com 6leo de soja 0s mesmos
chegaram ao 100% de germinacdo dos conidios, porém, houve uma germinacdo mais rapida
dos conidios nao formulados e dos formulados em dleo vegetal quando comparado ao 6leo
mineral.

Tal achado corrobora com os encontrados por Samish et al. (2014), onde houve a
germinagdo mais rapida de conidios formulados em 6leos provenientes de plantas (Canola e
Oliva), quando comparados aos derivados de petrdleo (Parafina e Mineral). Alves; Faria (2010)
relataram que o teor de agua em formulacGes a base de 6leo vegetal pode conferir um processo
de germinacdo mais acelerado aos conidios, devido a combinagdo com residuos provenientes
da matéria prima dos 6leos, servindo de fonte nutricional ao fungo.

Aluyor et al., (2009) descreveram que os 6leos de origem vegetal por possuirem
caracteristicas insaturadas, os fazem mais fluidos o que facilita os processos de degradacéo,
além disto, o mesmo estudo elucida que os 6leos vegetais possuem menor estabilidade oxidativa
e sdo mais instaveis no ambiente que os dleos minerais. Logo, sugere-se que além da fonte
nutricional oferecida aos conidios pelos 6leos vegetais, 0s mesmos por serem mais facilmente
“degradaveis” no ambiente, podem dar ao conidio uma superficie de contado mais rapida com
0 meio e acelerar o processo de germinacao, ao contrario dos 6leos minerais que por suas
caracteristicas mais estaveis, fazem com que o conidio fique mais tempo no interior da micela
0 que impede 0 mesmo de se comunicar com fatores ambientais que possam despertar a
germinacao.

A pesar da diferenca de tempo de germinacao em meio de cultura reportados aqui, ndo
podemos afirmar que os diferentes 6leos testados podem influenciar no tempo de germinacédo
dos isolados CG148 e ARSEF 3641 de M. anisopliae (s.l.) quando em outra superficie de
contato, uma vez que Barreto et al. (2016) relataram que a germinacdo de conidios formulados
em 6leo é mais rapida sobre a cuticula de carrapatos, do que conidios apenas suspensos em
agua. Tal fendmeno ocorre devido caracteristicas lipofilicas da cuticula dos artropodes.

A viabilidade dos conidios também foi acompanhada sobre as condi¢Ges seminaturais
onde pode-se observar, a partir dos testes de reisolamento de Metarhizium sp. do solo, que no
grupo tratado com o isolado CG 148 formulados em éleo mineral, obteve-se mais colénias no
3% e 21° dias ap0s o tratamento se comparado a formulagdo do mesmo isolado com 6leo de soja.

Visto isto, infere-se que devido as caracteristicas do éleo mineral supracitadas, 0 mesmo
conferiu ao conidio a possibilidade de ficar mais tempo no interior da micela e logo maior
protecdo aos fatores abiodticos quando langado a campo. O 6leo mineral pode ter influenciado
na permanéncia do fungo no solo, e com isto torna-lo possivelmente mais viavel e apto a dar
continuidade ao ciclo de vida e colonizagdo do ambiente.

Os experimentos discutidos aqui, mostraram que os isolados de M. anisopliae s. |.
formulados tanto em 6leo mineral, quanto em oOleo vegetal, obtiveram resultados satisfatorios
nas avaliagdes da presenca do fungo no solo apds o tratamento e também no teste de controle
do carrapato na pastagem. Estes achados corroboram com diversos outros trabalhos que
evidenciam que além de prevenir dessecacdo a adigdo de compostos oleosos prolongam a
sobrevivéncia dos conidios e diminui a sensibilidade a radiacdo UV (PRIOR; JOLLANDS,
1988; MOORE et al. 1993, INGLIS et al. 1995, GOLO, 2014).

Os Oleos facilitam que os conidios tenham maior adesdo a superficie externa do
artropode (PRIOR, 1988), e consequentemente auxiliaram na penetracdo da cuticula do
carrapato que caminha principalmente nos primeiros dias apds a queda sobre o solo a procura
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de abrigo. Deve-se destacar a capacidade dos isolados fungicos em ambas as condicdes de
formulacdes de manterem o ciclo de vida no ambiente e causar morte da praga alvo em até 60
dias da aplicacéo.

O fungo foi encontrado no solo durante todo o periodo de avaliagdo ap6s o tratamento,
onde as fémeas ingurgitadas fizeram a postura e onde eclodiram as larvas. Tornado as condicoes
favoraveis para o encontro entre o fungo e a praga alvo. Sendo assim pode-se inferir que foi
alcancada a acdo patogénica na fémea e/ou nos ovos contidos no solo e até mesmo na haste da
graminea atingindo as larvas, provocando consequentemente o controle de todas a fases do
carrapato R. microplus, visto que foi possivel reduzir o nimero de larvas infestantes nos grupos
tratados.

O desenvolvimento de epizootias induzida por fungos entomopatogénicos depende da
relagdo entre o hospedeiro e a densidade do inoculo na cultura. Para o controle de pragas, o
nivel de indculo introduzido e mantido na cultura deve exceder o limiar epizodtico (LUI, et al.,
1989; BUTT et al. 1994).

A partir dos resultados obtidos pode-se considerar satisfatorio a concentracdo das
formulagdes a 107 conidios/cm? para atingir o controle esperado, visto que ocorreu o controle
do carrapato e houve a manuten¢do dos isolados no ambiente. Estas observacdes, levam a crer
que numa futura reintroducdo de fémeas do carrapato (até 60 dias) no ambiente tratado, ainda
seria possivel encontrar a acdo biocontroladora em niveis satisfatorios. Monteiro (2014) ao
investigar em condigdes seminaturais o controle de R. microplus, com nematoides
entomopatogénicos, conseguiu registrar apos 65 dias do primeiro tratamento, uma segunda
infecgdo apos a reintrodugdo de novas fémeas no ambiente tratado.

No presente trabalho ndo houve diferenca entre os resultados obtidos nos diferentes
tratamentos oleosos propostos, porém é relevante considerar outros fatos relacionados ao custo
de producdo, uma vez que 0s 0leos vegetais e minerais por vezes possuem custos variados,
assim como podem agregar valores diferenciados ao produto, ja que se utilizado éleo mineral
0 produto ndo pode ser certificado e utilizado como organicos.

Os resultados descritos aqui ainda podem futuramente ser otimizados por meio de
adocdo de algumas estratégias na adequacdo das formulagdes e no intervalo das aplicacdes, de
modo que favoreca ainda mais o uso, a eficacia, a producéo e a futura comercializacdo destes
promissores acaricidas.
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7 CONCLUSOES
Ap0s todas as avaliacdes, foi possivel concluir que:

As formulacdes dos isolados CG 148 e ARSEF 3641 de M. anisopliae (s.l.) contendo
10% de 6leo mineral ou 6leo de soja séo eficazes no controle da fase ndo parasitéaria de R.
microplus quando aplicadas sobre o solo em condi¢es seminaturais.

Ambos os isolados CG 148 e ARSEF 3641 testados nas duas condic¢des de formulacgdes
propostas e quando aplicados sobre o solo, mostraram-se em condi¢Ges seminaturais aptos a
realizarem o ciclo de vida sobre o0 hospedeiro alvo e permanecerem ativos frente as intempéries
ambientais por pelo menos 60 dias ap0s o tratamento.

Os isolados CG 148 e ARSEF 3641 de M. anisopliae (s.I.), formulados em 6leo meneral
e vegetal, obtiveream notavel viruléncia contra fémeas de R. microplus expostas ao solo tratado,
mesmo em condic¢des seminaturais, e foram capazes de reduzir significativamente a populagao
de larvas infestantes no ambiente.
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