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RESUMO

CAMARGO, Mariana Guedes. Uso do Fungo Metarhizium anisopliae no Controle do
Carrapato Rhipicephalus microplus: testes em condicGes laboratoriais e a campo. 2014,
60p. Tese (Doutorado em Ciéncias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito dos produtos Metarril SP Organic e Metarril
acrescidos de 10% de 6leo mineral, no controle do carrapato Rhipicephalus microplus, tendo
como objetivos especificos: avaliar, in vitro, a acdo da suspensdo aquosa e formulacdo oleosa
de Metarril sobre fémeas ingurgitadas do carrapato R. microplus, em diferentes umidades
relativas; investigar o efeito de Metarril SP Organic acrescido de 10% de dleo mineral sobre o
carrapato R. microplus, em testes de estdbulo e a campo. Para o teste com variacdo de
umidade foram formados quatro grupos (Controle aquoso, Controle oleoso, Metarril aquoso e
Metarril oleoso) para cada umidade relativa utilizada (30, 50, 70 e 90%). As fémeas de R.
microplus foram submersas na suspensdo ou formulacdo de seu respectivo tratamento. Em
seguida, as fémeas foram mantidas dentro dos dessecadores com a respectiva umidade relativa
e temperatura de 25 + 1°C. Cada grupo possuia dez fémeas. A postura de cada fémea foi
coletada, armazenada individualmente e mantida dentro dos dessecadores para posterior
avaliacdo dos parametros bioldgicos. Para os testes de estabulo e a campo foram formados
trés grupos: Controle, Controle oleoso e Mearril oleoso. No teste de estabulo, cada grupo
continha seis bovinos, sendo cada animal pulverizado com 3L de formulacdo. Foi realizado
um tratamento no dia zero. Todos os carrapatos desprendidos do corpo dos animais foram
contados diariamente e uma amostra de 20 fémeas ingurgitadas por grupo foi incubada para
avaliacdo dos parametros biolégicos. No teste a campo, cada grupo continha dez bovinos,
sendo cada animal pulverizado com 4L de formulacdo por tratamento. Foram realizados dois
tratamentos, um no dia zero e outro no dia +3. Foram contadas todas as fémeas entre 4,5 e 8,0
mm de comprimento do lado esquerdo dos animais nos dias +7, +14 e +21 apds cada
tratamento e uma amostra de dez fémeas ingurgitadas por grupo foi selecionada
aleatoriamente para avaliacdo dos parametros bioldgicos. As suspensbes e formulacdes
fangicas utilizadas em todos os experimentos possuiam 10® conidios/mL. No teste in vitro, a
suspensdo aquosa de Metarril se mostrou eficaz contra as fémeas de R. microplus somente
quando submetida a umidades relativas mais elevadas (70 e 90%). J& a formulacdo oleosa de
Metarril foi eficaz em todas as umidades relativas utilizadas. Nos testes in vivo, a formulacéao
oleosa de Metarril SP Organic apresentou eficacia variando de 8,23 a 67,39% e de 8,53 a
90,53% nos testes de estdbulo e a campo, respectivamente. A eficdcia média da formulacéo
oleosa de Metarril SP Organic foi 47,74 e 75,09% nos testes de estabulo e a campo,
respectivamente. Foram observadas alteragdes significativas nos parametros bioldgicos das
fémeas de R. microplus nos trés primeiros dias ap0s o tratamento, no teste de estabulo, e no
14° dia ap6s o segundo tratamento no teste a campo. A partir destes resultados sugere-se que
as formulagdes Metarril SP Organic e Metarril, acrescidas de 10% de 6leo mineral, sdo
promissoras para o controle biolégico de R. microplus em laboratério e em condigdes
ambientais, podendo ser ferramentas importantes no controle deste carrapato.

Palavras-chave: Formulagdo oleosa, teste de estabulo, teste a campo.



ABSTRACT

CAMARGO, Mariana Guedes. Fungal formulations of Metarhizium anisopliae in the
control of Rhipicephalus microplus ticks: in vitro and in vivo tests. 2014. 60p. Thesis
(Doctor in Sciences, Veterinarian Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The present work aimed to evaluate the effect of products Metarril SP Organic and Metarril
plus 10% mineral oil in the control of Rhipicephalus microplus ticks, and having as specific
goals: to evaluate in vitro the effect of Metarril aqueous suspension and oil-based formulation
on engorged females of R. microplus ticks, in different relative humidity levels; to investigate
the effect of Metarril SP Organic plus 10% mineral oil on R. microplus ticks in pen and field
tests. For the test with humidity variation, four groups were formed (aqueous control, oil
control, agueous Metarril, oil Metarril) for each relative humidity level considered (30, 50, 70
and 90%). Females of R. microplus were submerged into the suspension or formulation of the
corresponding treatment. Subsequently, the females were kept inside desiccators with the
corresponding relative humidity and temperature of 25 £ 1 °C. Each group had ten females.
The eggs of each female were collected, stored individually and kept inside the desiccators for
later evaluation of biological parameters. For the pen and field tests, three groups were
formed: control, oil control and oil Metarril. In the pen test each group had six cattle, each of
them being sprayed with 3L of formulation. A treatment was performed on day zero. All ticks
fallen from the bodies of animals were counted daily and a sample of 20 engorged females per
group was incubated for evaluation of biological parameters. In the field tests, each group had
ten cattle, being each one sprayed with 4L of formulation per treatment. Two treatments were
performed, one on day 0 and other on day +3. All females between 4,5 and 8,0 mm of length
on the left side of the animals were counted on days +7, +14 and +21 after each treatment and
a sample of ten engorged females per group was randomly selected for the evaluation of
biological parameters. The fungal suspensions and formulations used in all experiments had

108 conidia/mL. In the in vitro test, the Metarril aqueous suspension was shown to be
effective against R. microplus females only under higher relative humidity levels (70 and
90%). On the other hand, the oil-based formulation of Metarril was effective under all relative
humidity levels considered. In the in vivo tests, the oil-based formulation of Metarril SP
Organic presented effectiveness from 8,23 to 67,39% and from 8,53 to 90,53% for pen and
field tests, respectively. The average effectiveness of the oil-based formulation of Metarril SP
Organic was of 47,74 and 75,09% in pen and field tests, respectively. Significant changes in
the biological parameters of R. microplus females were observed on the first three days
following the treatment in the pen tests, and on the 14° day after the second treatment in the
field tests. These results suggest that the formulations of Metarril and Metarril SP Organic,
plus 10% mineral oil, are effective in the control of R. microplus both in laboratory and
environmental conditions, being important tools for the control of this tick.

Keywords: Oil formulation, pen test, field test.
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INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, cuja produtividade é
determinante na economia do pais. No entanto, devido as condic¢des climaticas e deficiéncia
no manejo, o gado brasileiro é altamente acometido pelo carrapato Rhipicephalus microplus,
produzindo perdas diretas e indiretas pela transmissdo de doengas, pela diminuicdo na
producdo de carne e leite e pelo custo de seu controle. Estima-se que, s6 no Brasil, estas
perdas sejam de aproximadamente 3,24 bilhGes de dolares por ano (GRISI et al., 2014).

O uso de carrapaticidas ainda é o método predominante no controle do carrapato R.
microplus. Entretanto, a pouca preocupacao no uso correto das bases quimicas disponiveis no
mercado tem feito com que esses produtos tenham sua eficécia reduzida devido a selecdo e
proliferacdo de carrapatos resistentes. Além disso, existe uma crescente preocupacdo com a
diminuicdo de residuos toxicos no ambiente e com a presenca desses residuos na carne, leite e
produtos derivados. Tais fatores aumentam o risco de intoxicacdo de animais e humanos,
podendo também ser um fator limitador na exportacdo de leite e carne para outros paises.

O interesse pelos programas de controle bioldgico de pragas da agricultura e parasitos
na pecuéria tem crescido consideravelmente no mundo em fungdo do novo direcionamento da
producdo de favorecer a conservacdo e o uso sustentavel dos recursos bioldgicos, além da
preocupacdo com a qualidade dos alimentos e a auséncia de residuos de produtos quimicos.
Neste contexto, o controle bioldgico utilizando fungos artropodopatogénicos € um método
promissor que deve ser considerado para o controle de carrapatos.

A viruléncia dos fungos artropodopatogéncios contra carrapatos ja foi comprovada em
diversos estudos laboratoriais. Entretanto, em condig¢des naturais, esta viruléncia diminui, pois
a acdo destes patdgenos é influenciada por diversos fatores ambientais como temperatura,
umidade relativa do ar, exposicdo a radiacdo solar, saturacdo de agua no solo e a presenca de
fatores fungistaticos no solo. Dentre estes fatores abidticos que interferem na acdo dos fungos,
a temperatura, a umidade relativa e a radiacdo solar sdo citados como 0s mais importantes.
Temperaturas elevadas ou muito baixas, assim como as radiagdes ultravioleta UV-A e UV-B,
podem inviabilizar a utilizacdo de fungos artropodopatogénicos antes mesmo destes entrarem
em contato com o hospedeiro. J& a umidade relativa interfere principalmente na germinacao
dos conidios, sendo que a maioria dos fungos necessita de valores elevados de umidade para
germinar e conseguir penetrar no artropode alvo. Sendo assim, se faz necessario avaliar a acdo
dos fungos em condic¢des abitticas adversas visando elaborar formas de utilizacdo destes
patdgenos sem que percam sua infectividade e viruléncia.

Os 6leos minerais e vegetais tém sido utilizados como adjuvantes em formulagdes
visando manter a viruléncia e até mesmo aumentar a eficdcia dos fungos
artropodopatogénicos contra carrapatos, pois quando adicionados a suspensdes fungicas, 0s
oleos atuam protegendo os conidios das condi¢des ambientais desfavoraveis, além de facilitar
a adesdo dos conidios a superficie do artrépode. Tais fatores contribuem para o uso efetivo
destes patdgenos contra carrapatos a campo. Entretanto, poucos trabalhos foram
desenvolvidos testando formulagbes de fungos artropodopatogénicos contra carrapatos em
teste in vivo, sendo necessarios mais estudos para o desenvolvimento de formulagdes
efetivamente eficazes no controle destes artropodes em condi¢fes ambientais.

Um grande nimero de micoinseticidas e micoacaricidas foi desenvolvido no mundo
nas Ultimas décadas, entretanto a grande maioria € indicada exclusivamente para o controle de
pragas da agricultura. Metarril SP Organic € um produto composto pelos isolados ESALQ
1037 e ESALQ E9 do fungo Metarhizium anisopliae, desenvolvido pela empresa ltaforte
BioProdutos para o controle de pragas da agricultura. Este produto foi utilizado nos testes in
vivo do presente trabalho. Entretanto, o Metarril SP Organic ndo é mais comercializado desde
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2013, periodo no qual a empresa Itaforte BioProdutos foi adquirida pelo grupo Koppert
Biological Systems, que passou a produzir e comercializar somente produtos a base do
isolado ESALQ E9 de M. anisopliae. Sendo assim, os testes in vitro desenvolvidos no
presente estudo foram realizados com conidios do isolado ESALQ E9 de M. anisopliae, sendo
este produto chamado somente de Metarril. Desta forma, o presente trabalho se propds a
avaliar o efeito de Metarril SP Organic (isolados ESALQ 1037 e E9 de M. anisopliae) e
Metarril (isolado ESALQ E9 de M. anisopliae), acrescidos de 10% de 6leo mineral, no
controle do carrapato R. microplus, tendo como objetivos especificos: 1) avaliar, in vitro, a
acao da suspensdo aquosa e formulacdo oleosa do produto Metarril sobre fémeas ingurgitadas
do carrapato R. microplus, em diferentes umidades relativas; 2) Investigar o efeito do produto
Metarril SP Organic acrescido de 10% de 6leo mineral sobre o carrapato R. microplus, em
teste de estabulo; 3) Investigar o efeito do produto Metarril SP Organic acrescido de 10% de
6leo mineral sobre o carrapato R. microplus, em teste a campo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus, conhecido como o carrapato dos bovinos, é um parasito
obrigatdrio de origem asiatica, e foi introduzido na maioria dos paises tropicais e subtropicais
pela importacdo do gado bovino (WHARTON, 1974). Encontra-se amplamente distribuido
entre os paralelos 32° de latitude norte e 35° de latitude sul, ou seja, na América Central,
América do Sul, Australia, Oriente, Sul da Africa e da Flérida (NUNEZ et al., 1982). No
Brasil, fatores como as condigdes climaticas, com excecdo do inverno no sul do pais, e a
disponibilidade de ragas europeias de bovinos favoreceram a disperséo de R. microplus por
todo o pais (GRISI et al., 2002).

Murrel e Barker (2003) observaram, através de estudos moleculares e morfol6gicos,
qgue algumas espécies pertencentes ao género Rhipicephalus sdo mais estreitamente
relacionadas as espécies do género Boophilus do que a outras espécies de Rhipicephalus.
Sugeriram entdo, que Boophilus fosse um subgénero do género Rhipicephalus. Dessa forma,
segundo a classificacdo taxonémica de Murrel e Barker (2003), as cinco espécies pertencentes
ao género Boophilus foram transferidas para Rhipicephalus subgénero Boophilus.

O ciclo de vida do carrapato R. microplus é dividido em duas fases: uma fase de vida
livre e uma fase de vida parasitaria. A fase de vida livre se inicia com a queda da fémea
ingurgitada ao solo, comecando entdo o periodo de pré-postura, que dura de dois a trés dias.
Em seguida, inicia-se o periodo de postura, que pode variar de trés a seis semanas, seguido do
periodo de eclosdo das larvas, que varia de cinco a dez dias (FURLONG, 1993). Para que as
larvas se tornem infectantes sdo necessarios de dois a trés dias ap0s a eclosdo, havendo entédo
o fortalecimento da cuticula. A fase de vida parasitaria se inicia com a fixacdo da larva no
hospedeiro, ocorrendo em seguida a alimentacdo, a troca da cuticula, o desenvolvimento para
o0s estagios de ninfa e adulto, o acasalamento, o ingurgitamento e a queda da fémea ao solo
para a postura. Este periodo dura, em média, de 18 a 26 dias. O macho permanece por mais
tempo no hospedeiro e copula com outras fémeas (FURLONG, 1993).

O carrapato R. microplus causa grande impacto econémico devido, principalmente, a
sua interferéncia na pecuaria. Grisi et al. (2014) estimaram que s6 no Brasil este prejuizo é de
aproximadamente 3,24 bilhGes de ddlares por ano. Estas perdas ocorrem devido a
desvalorizacdo do couro, a espoliacdo sanguinea, ao atraso no desenvolvimento dos animais, a
queda na producdo, ao aumento do custo da mao de obra, aos gastos com materiais utilizados
para o controle desta parasitose e pela transmissdo de patdgenos causadores de doengas como
a babesiose (HORN; ARTECHE, 1985). Segundo Furlong (1993), no momento da espoliacdo
sanguinea, a fémea de R. microplus causa intenso desconforto ao bovino, impedindo, assim,
que este paste adequadamente, 0 que gera uma diminuicdo na conversdo alimentar em carne
ou leite.

Atualmente, o controle de carrapatos é feito basicamente através do uso de
carrapaticidas que, em sua maioria, sdo organofosforados, amidinas, piretréides,
avermectinas, reguladores do crescimento ou inibidores de muda. Estes produtos quimicos
sdo utilizados na maioria das vezes de forma equivocada: produto e dose inadequados,
equipamento ndo apropriado a quantidade de animais banhados, contencdo do animal
incorreta, e sem respeitar a forma apropriada de se banhar o animal e a quantidade ideal de
produto por animal. A utilizacdo inadequada destes produtos tem gerado um aumento
progressivo dos casos de resisténcia de carrapatos e, consequentemente, um aumento na
frequéncia da aplicacdo de acaricidas, com a presenca de residuos desses produtos no leite e
na carne (MENDES et al., 2007). Além disso, a utilizacdo indiscriminada de produtos
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quimicos contribui para a poluicdo ambiental e para o desequilibrio ecologico devido a
reducdo de predadores naturais (NORVAL et al., 1992).

A necessidade do desenvolvimento de métodos alternativos de controle de carrapatos
é crescente, ja que a utilizagdo exclusiva de carrapaticidas esta a cada dia menos viavel em
termos préaticos e econémicos (BARROS; EVANS, 1989). Outros métodos de controle de
carrapatos sdo propostos, como: 1) o uso de animais geneticamente resistentes, 2) o
desenvolvimento de vacinas, 3) o gerenciamento de pastagem com alternancia de espécies, 4)
o controle bioldgico, 5) a rotacdo de pastagem e 6) a introducdo de machos estéreis na
populacdo (PENNA, 1990; LEAL et al., 2003). Dentre estas alternativas, o controle
microbiano vem se destacando, e os fungos artropodopatogénicos mostrando-se agentes
promissores no controle microbiano (BITTENCOURT et al., 1992).

2.2 Controle Microbiano Utilizando Fungos Artropodopatogénicos

Na tentativa de diminuir a utilizacdo de produtos quimicos e os danos por eles
causados, novas alternativas para controle de carrapatos vem sendo estudadas. O controle
microbiano representa um ramo do controle bioldgico, que, por sua vez, trata da utilizacdo
racional de patdgenos, visando a manutencdo da populacdo de pragas a niveis ndo
significativos economicamente.

Em 1726, Réaumur fez a primeira classificagdo de um artropodopatégeno ao
identificar um fungo do género Cordyceps atacando um lepdoptero. No Brasil, um dos
primeiros relatos de um fungo atacando um artrépode foi feito por Pestana em 1923, quando
referiu-se a Penicillium anisopliae como um agente promissor no controle de Tomaspis spp.
Posteriormente, foram feitos novos relatos a patdgenos em artropodes, que contribuiram para
0 desenvolvimento do controle microbiano no Brasil. Dentre estas referéncias podem ser
citadas: Bittancourt em 1934, que relatou a ocorréncia de alguns fungos artropodopatogénicos
sobre pragas de citros, Pereira em 1937, quando referiu-se ao nematdide Rhabditis hambletoni
como semiparasito para a broca-do-algodoeiro, e a epizootia de Metarhizium anisopliae s.l.
sobre Mahanarva posticata (a cigarrinha da cana-de-agtcar) em 1964, que chamou a aten¢éo
dos pesquisadores (ALVES, 1998).

O controle microbiano possui uma série de vantagens que favorecem a utilizagdo de
patdgenos no controle de artropodes, tais como: especificidade e seletividade do patdgeno em
relacdo ao artropode-alvo; alta patogenicidade apresentada por alguns agentes de controle;
capacidade de multiplicacdo e dispersdo do mesmo no ambiente; facilidade de producdo do
agente patogénico em condicOes laboratoriais; associacdo do patdgeno a inseticidas quimicos;
facilidade de aplicacdo; seguranca em relacdo a poluicdo ambiental e a salde de seres
humanos e animais; efeitos secundarios, ou seja, além de causar a mortalidade do artropode, o
patdgeno tem acao sobre as geragdes subseqlientes, entre outras (ALVES, 1998).

Os fungos sdo importantes inimigos naturais de artropodes. A capacidade destes
microorganismos em agir sobre todos os estagios evolutivos do hospedeiro, bem como sua
viruléncia relativamente especifica 0s tornam agentes promissores no controle microbiano
(SAMISH et al., 2004). Além disso, a grande variabilidade genética destes patdgenos € uma
de suas principais vantagens no controle microbiano (ALVES, 1998).

O mecanismo de penetracdo dos fungos artropodopatogénicos € uma caracteristica que
favorece a sua utilizagdo como agentes no controle microbiano, ja que estes séo capazes de
penetrar através da cuticula do artrépode e ndo necessitam ser ingeridos (MADELIN et al.,
1967). Segundo Zimmermann (2007a), esta infeccdo pode ser dividida nas seguintes etapas:
1) fixacdo dos conidios na cuticula, 2) germinacdo, 3) penetracdo através da cuticula, 4)
superacdo da defesa imunologica do hospedeiro, 5) proliferacdo no interior do hospedeiro, 6)
crescimento sobre o hospedeiro morto e 7) producéo de conidios. O modo de infecgdo destes
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patdgenos é alvo de muita pesquisa, visando principalmente caracterizar fatores de viruléncia
que possam melhorar este processo de infeccdo (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).
Bittencourt et al. (1995) constataram que a principal forma de penetracdo de M. anisopliae
s.l. em R. microplus é pelo tegumento, visto que ndo evidenciaram a infeccéo dos carrapatos
pelas cavidades naturais atraves de técnicas histologicas. Esta constatacdo foi comprovada por
Bittencourt et al. (1999), ao descreverem pela primeira vez o mecanismo de infecc¢do do fungo
M. anisopliae s.I. em fémeas ingurgitadas de R. microplus, através da microscopia eletronica
de varredura. Neste trabalho estes pesquisadores observaram a fixacdo dos conidios na
cuticula das fémeas, a germinacdo do conidio, a formacdo do tubo germinativo a partir de
conidios germinados e o inicio da dilatacdo da extremidade deste tubo, formando uma
estrutura denominada apressorio.

Mais de 700 espécies de fungos artropodopatogénicos tém sido relatadas, porém
apenas dez destas espécies foram ou estdo sendo utilizadas no controle microbiano de
artrépodes (SAMISH et al., 2004). Vérios destes patdgenos sdo naturalmente associados a
carrapatos e alguns demonstram alta viruléncia em condicdes de laboratério
(BITTENCOURT et al., 1994; REIS et al., 2001; FERNANDES et al., 2004, FERNANDES
et al., 2006; ANGELO et al., 2010). De todos os géneros e espécies de fungos testados, M.
anisopliae e Beauveria bassiana foram os mais virulentos. Portanto, estes s&o os fungos
artropodopatogénicos mais investigados quanto ao seu potencial para o controle de espécies
de carrapatos do mundo inteiro (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).

O fungo B. bassiana foi estudado pela primeira vez com detalhes em 1835 por
Agostino Bassi, quando comprovou que este patdgeno era o agente da muscardine branca,
uma patologia que acomete o bicho-da-seda (Bombyx mori). Esta espécie flngica é
cosmopolita, sendo a mais frequente sobre insetos e amostras do solo. Em condicoes
laboratoriais, pode colonizar a maioria dos insetos (ALVES, 1998). A espécie B. bassiana é
caracterizada por sua coloragdo branca, posteriormente amarelada ou ocasionalmente
avermelhada, o reverso é incolor ou amarelo-rosado. Os conidios sdo hialinos, com
morfologia variando de globosa a elipsoidal (ZIMMERMANN, 2007a).

O primeiro relato de B. bassiana em carrapatos foi feito por Samsinakova (1957),
onde uma fémea de Ixodes ricinus coletada na natureza estava naturalmente infectada.
Atualmente muitos pesquisadores avaliam a eficacia desta espécie fungica em diversas
espécies de carrapatos.

Bittencourt et al. (1997) avaliaram a eficécia in vitro de dois isolados de B. bassiana
sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, onde evidenciaram um baixo percentual de
eclosdo das larvas nos grupos tratados com os isolados flngicos, havendo um decréscimo
progressivo neste pardmetro conforme aumentava a concentracdo das suspensodes fungicas e,
consequentemente, o percentual de controle foi mais elevado nos grupos tratados com as
maiores concentragdes. Fernandes et al. (2006) confirmaram o potencial patogénico de B.
bassiana para R. microplus, pois todos os 50 isolados testados apresentaram efeito
letal sobre as larvas ndo alimentadas do carrapato.

Prette et al. (2005) ao avaliarem a patogenicidade de trés isolados de B. bassiana para
ovos, larvas e ninfas ingurgitadas de R. sanguineus, observaram reducdo no percentual de
ecloséo de larvas oriundas de ovos tratados, e no percentual de ecdise de larvas e de ninfas.
Reis et al. (2001) verificaram a mortalidade in vitro de ninfas e adultos de Amblyomma
cajennense infectados por B. bassiana, onde o0s grupos tratados aumentaram
consideravelmente a mortalidade proporcionalmente ao aumento da concentragdo de conidios
nas suspensdes, sugerindo o controle de A. cajennense por este fungo.

O género Metarhizium parasita uma grande variedade de espécies de artropodes, sendo
frequentemente isolado do solo e encontrado nos tropicos e regides temperadas (ALVES,



1998). Geralmente séo esverdeados quando esporulam sobre os cadaveres de seus hospedeiros
ou em meio de cultura (BISCHOFF et al., 2009).

A espécie M. anisopliae foi originalmente descrita por Metschnikoff em 1879 como
Entomophthora anisopliae, sendo posteriormente transferida para o género Metarhizium por
Sorokin (1883) (ZIMMERMANN, 2007b). Recentemente, Bischoff et al. (2009) através de
estudos filogenéticos, morfologicos e moleculares, concluiram que a espécie M. anisopliae é
na verdade um complexo formado por sete espécies: M. pingshaense, M. anisopliae, M.
robertsii, M. brunneum, M. majus, M. lepidiotae e M. guizhouense. Os isolados de M.
anisopliae que ainda nao foram re-classificados de acordo com Bischoff et al. (2009) devem
ser considerados pertencentes a um complexo de espécies e identificados da seguinte forma:
M. anisopliae sensu lato.

Atualmente, M. anisopliae é um dos fungos artopodopatogénicos mais utilizados como
agente no biocontrole de insetos-praga (ZIMMERMANN, 2007b). Sua patogenicidade é
amplamente testada para diversas espécie de carrapatos, como R. microplus, R. sanguineus, R.
appendiculatus, Dermacentor nittens, Ixodes scapularis, A. cajennense, A. variegatum A.
maculatum, A. americanum, entre outros (BITTENCOURT et al., 1994; KAAYA et al., 1996;
SOUZA et al., 1999; BENJAMIN et al., 2002; MONTEIRO et al., 2003; HORNBOSTEL et
al., 2004; KIRKLAND et al., 2004; LOPES et al., 2007; LEEMON; JONSSON, 2008).

Embora a viruléncia dos fungos artropodopatogénicos ja tenha sido comprovada em
condigdes de laboratorio, sua eficacia diminui consideravelmente quando sdo testados a
campo. O desempenho dos fungos é afetado por uma variedade de fatores ambientais, tais
como temperatura, umidade, radia¢do solar, chuvas e ventos, além do microclima no habitat
em que 0 patégeno vive (INGLIS et al., 2001).

2.3 Efeitos de Fatores Ambientais sobre Fungos Artropodopatogénicos

A propagacdo e sobrevivéncia de qualquer microorganismo no meio ambiente é
fortemente afetada por varios fatores bidticos e abidticos. Os mais importantes condicionantes
ambientais abidticos para os fungos sdo a temperatura, a umidade relativa e a radiacdo solar
(ZIMMERMANN, 2007a). Segundo Alves (1998) o efeito dos fatores ambientais € mais
evidente durante as fases de disseminacdo, germinacdo e penetracdo dos patégenos do que
durante a fase de colonizacdo, quando o patdgeno esta em desenvolvimento, no interior do
inseto.

Dentre o0s microrganismos utilizados no controle biolégico, os fungos
artropodopatogénicos sao 0s mais susceptiveis as condi¢cdes climéticas adversas, ja que o
método de infeccdo ocorre via cuticula, necessitando da germinacdo na superficie externa do
inseto hospedeiro, ficando assim mais expostos aos fatores ambientais, diferente dos
patdégenos que utilizam as aberturas naturais do artropode para a infeccdo (ROBERTS;
YENDOL, 1971).

2.3.1 Temperatura

A temperatura pode afetar o fungo de diferentes maneiras, ja& que influencia na
germinacdo, no crescimento e na viabilidade do microorganismo sobre o hospedeiro e no
ambiente. Este fator climatico € de grande importancia para fungos artropodopatogénicos,
pois afeta seu metabolismo de forma geral, alterando os processos de producdo de toxinas e
enzimas, a germinacdo de conidios, o desenvolvimento do tubo germinativo, a penetracgéo,
colonizacdo e reproducgéo (ALVES, 1998).

Altas temperaturas podem inativar o fungo antes do contato com o inseto hospedeiro,
assim como pode reduzir ou acelerar o crescimento dentro do inseto, dependendo dos
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requisitos de temperatura do patdgeno e do inseto hospedeiro. Ja as baixas
temperaturas podem reduzir ou impedir a germinagdo e crescimento de um fungo e, desta
forma, prejudicar uma infeccdo bem sucedida (ZIMMERMANN, 2007a).

A maioria dos fungos artropodopatogénicos é mesofila, com crescimento entre 10 °C e
40 °C e temperatura 6tima entre 25 °C e 35 °C (COONEY; EMERSON, 1964; ROBERTS;
CAMPBELL, 1977). A faixa de temperatura na qual o fungo M. anisopliae geralmente cresce
é entre 15 °C e 35 °C, e a temperatura 6tima para a germinacao e crescimento é entre 25 °C e
30 °C (ROBERTS; CAMPBELL, 1977; ALVES et al., 1984). A temperatura maxima
encontrada para o crescimento micelial de M. anisolpiae s.l. varia entre 37 °C e 40°C
(WALSTAD et al., 1970; FARGUES et al., 1992), entretanto, a temperatura de germinacéo e
crescimento varia consideravelmente entre os isolados desta espécie fungica. Yip et al. (1992)
observaram que alguns isolados de M. anisopliae s.l. que crescem a 5 °C ndo crescem em
temperaturas elevadas (37 °C), ja os isolados que crescem a 37 °C ndo crescem em baixas
temperaturas (5 °C); outros isolados desta espécie fungica ndo crescem nem a 5 °C nem a 37
°C, mas crescem a 25 °C.

Para B. bassiana, a temperatura minima para seu crescimento é de 5 °C e a maxima
varia entre 30 °C e 38 °C. A temperatura ideal para a germinacéo e crescimento deste fungo
varia entre 23 °C e 28 °C, dependendo do isolado (ROBERTS; CAMPBELL, 1977). Em
condi¢cdes ambientais (temperatura entre 15 °C e 38 °C), os conidios ndo formulados de B.
bassiana podem perder a viabilidade em 60 dias, enquanto que os conidios ja formulados
podem atingir até 8 meses de viabilidade (ALVES et al., 1996).

Os fungos podem sofrer a acdo de elevadas temperaturas por um curto periodo,
enquanto os animais estdo sob luz solar direta, ou por um longo periodo, como de 1 a 3
semanas, tempo durante o qual os artropodes se alimentam em partes quentes do corpo do
hospedeiro (MENT et al., 2010). Por isso, para o desenvolvimento de mico-acaricidas para o
controle de ectoparasitas de vertebrados de sangue quente, se faz necessaria a selecdo de
isolados de fungos que sejam eficazes em temperaturas relativamente elevadas (MENT et al.,
2011). Outros motivos que destacam a importancia da selecdo de isolados fungicos capazes de
se desenvolverem em temperaturas mais elevadas sdo: a atuacdo sobre artrdpodes em areas
tropicais e subtropicais, a manutencdo da estabilidade dos conidios ou do produto formulado,
e a infec¢do do artropode e crescimento do patégeno na temperatura de superficie do corpo do
mamifero (ZIMMERMANN, 2007b). Segundo Ment et al. (2011) isolados de fungos que
cresceram melhor em 34 °C in vitro também foram mais patogénicos para R. microplus in
vivo entre 31 °C e 35 °C.

Diversos trabalhos tém sido realizados visando selecionar isolados resistentes a
diferentes temperaturas, avaliando a termotolerancia dos mesmos. Fernandes et al. (2010)
avaliaram a tolerancia ao calor (45 £ 0,2 °C) e a atividade ao frio (5 °C) de diversas espécies e
isolados do fungo Metarhizium, e ap6s 8 horas de exposicdo a elevadas temperaturas
observaram que todos os isolados até entdo classificados como M. anisopliae variedade
anisopliae (Ma-an) e os isolados de Metarhizium do complexo flavoviride (Mf) apresentaram
germinacdo conidial relativa (GR) igual a zero, enquanto os isolados de M. acridum
demonstraram alta tolerancia a temperaturas elevadas (70-100% GR); em relacdo a atividade
ao frio, apos quinze dias de exposicdo a baixa temperatura, as GRs para os isolados de Ma-an
e M. acridum foram igual a zero, ja os dois isolados de Mf testados apresentaram alta
atividade ao frio.

O efeito da temperatura de superficie do corpo de animais de sangue quente na
germinacdo, crescimento e viruléncia de quatro isolados de M. anisopliae s.l. foi avaliado
sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) annulatus. Os isolados de M. anisopliae s.l. avaliados
foram divididos em dois grupos de acordo com suas caracteristicas térmicas: um grupo
composto por isolados que germinaram (90-100%), cresceram e infectaram os carrapatos a 25
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°C, 30 °C e 35 °C, e 0 outro grupo composto por isolados que recuperaram sua habilidade de
germinar relativamente rapido apds incubacdo a temperatura favoravel, depois de té-la
perdido durante chogue térmico (37 ou 40 °C por 6-48 horas). Estes resultados demonstram a
interferéncia da temperatura de superficie do corpo dos animais na eficiéncia de infec¢do dos
isolados fungicos e a importancia em selecionar isolados que sejam mais termotolerantes
(MENT etal., 2011).

Rangel et al., (2005) observaram uma grande variabilidade na termotolerancia de 16
isolados do fungo M. anisopliae s.l. e de um isolado de M. acridum, apGs serem expostos as
temperaturas 40 °C e 45 °C por 2, 4, 8 e 12 horas. Em geral, isolados provenientes de latitudes
mais elevadas foram mais termotolerantes quando comparados a isolados provenientes de
localidades mais préximas a Linha do Equador.

Fernandes et al. (2008) também observaram grande variabilidade na termotoleréncia e
atividade ao frio de 59 isolados de Beauveria spp. e um isolado de Engyodontium albus
(=Beauveria alba) e na atividade ao frio de oito isolados de Metarhizium spp.. Estes isolados
fangicos eram provenientes de diferentes regibes geograficas, diferentes artropodes
hospedeiros ou substratos. Em baixa temperatura (5 °C) a maioria dos isolados de B. bassiana
germinaram bem, diferente dos isolados de M. anisopliae s.l., dos quais somente um
apresentou atividade a frio; os isolados ARSEF 252 e GHA de B. bassiana se mostraram mais
resistentes, apresentando alta termotolerancia e atividade a frio, ja o isolado de E. albus
(UFPE 3138) foi 0 mais susceptivel as situacfes de estresse. Isolados de B. bassiana oriundos
de latitudes mais elevadas foram mais ativos ao frio quando comparados a isolados de regifes
proximas a linha do Equador, porém ndo houve correlagdo semelhante para tolerancia ao
calor.

2.3.2 Umidade

A umidade é de extrema importancia ndo sé para a sobrevivéncia do artrépode como
também para o patogeno, atuando nas fases de disseminacdo, germinacao e penetracdo, sendo
também um fator limitante para a reproducdo de algumas espécies (ALVES, 1998).

A germinacdo dos conidios sobre a cuticula do carrapato e a esporulacdo ap6s a morte
do artrépode exigem alta umidade, porém alta ou baixa umidade associada a elevadas
temperaturas pode causar a inviabilidade dos conidios (ZIMMERMANN, 2007a). O intervalo
de umidade relativa para a germinacdo dos conidios dos isolados de B. bassiana &, geralmente
de 92% a 100%, entretanto tém sido relatado fungos infectando insetos sob umidade
relativamente baixa, como 60%-70% (ZIMMERMANN, 2007a). Geralmente, isolados do
fungo M. anisopliae s.l. necessitam de alta umidade relativa para germinar, sendo que o
melhor percentual de germinagéo dos conidios deste fungo foi observado a 100% de umidade
relativa (WALSTAD et al., 1970).

Para Alves et al. (2002) a temperatura e umidade sd@o o0s principais fatores que
influenciam na longevidade dos conidios, sendo varidvel de acordo com a temperatura, o
fotoperiodo, a formulacdo utilizada, o tipo de propagulo, a espécie e o isolado fdngico.

O impacto da umidade na germinacéo in vitro de 11 isolados de M. anisopliae s.I. e B.
bassiana oriundos de substratos coletados no peridomicilio rural do Brasil Central foi testado,
e os autores concluiram que a umidade influencia diretamente no inicio e no progresso da
germinacdo dos conidios dos isolados testados, ja que quando estes foram submetidos a
atividade de agua ideal (> 0,99 a,) comecaram a germinacdo entre quatro e oito horas de
incubacéo, e quando foram submetidos a uma atividade de agua inferior a 0,93 a,, houve um
atraso no inicio da germinagdo da maioria dos isolados fangicos investigados (LAZZARINI,
et al., 2006).



Bateman et al. (1993) observaram uma infec¢do bem sucedida do fungo M. acridum
(M. flavoviride) formulado em éleo sobre gafanhotos do deserto, com umidade relativa baixa
(20%-30%). Hedgecock et al. (1995), ao avaliarem a influéncia do teor de umidade sobre a
termotolerancia e armazenamento de M. acridum em formulagdo oleosa, observaram que a
viabilidade diminui sob alta temperatura e umidade relativa elevada.

A influéncia da temperatura e umidade relativa na formagdo de clamidosporos do
fungo M. anisopliae em ovos de carrapato foi estudada pela primeira vez por Ment et al.
(2010). Este  estudo demonstrou que sob alta umidade (cerca de
100%) e temperatura moderada (25 °C) o fungo emergiu dos ovos e formou conidiéforos e
conidios, porém ao elevar a temperatura (30 °C) ou reduzir a umidade (55-75%) induziu-se a
formacdo de clamidosporos dentro dos ovos, sem conidiogénese; quando 0s
ovos com clamidésporos maduros foram devolvidos as condi¢Ges adequadas (25 °C e 100%
UR), a conidiogénese foi recuperada.

Segundo Lanza et al. (2009), a temperatura, a umidade e o tipo de solo podem afetar,
ndo s6 agindo isoladamente, mas também combinados, a persisténcia do conidio, a
mortalidade do hospedeiro e a esporulacdo do fungo sobre o cadaver do inseto. O efeito da
temperatura e do teor de umidade do solo na sobrevivéncia do fungo M. anisopliae em trés
diferentes tipos de solo foi investigado, quando observou-se alta influéncia destes fatores na
sobrevivéncia do fungo; os valores mais elevados de crescimento e sobrevivéncia do isolado
fangico foram observados nas temperaturas de 21,5 °C e 26,8 °C, enquanto que, no solo
incubado a 31,5°C, o fungo cresceu pouco, e a populacao declinou rapidamente; houve rapido
crescimento do isolado fungico em 65% de umidade, porém foi observado um declinio na
populacdo no 112° dia; nos teores de 35% e 100% de umidade o crescimento foi menor,
porém o fungo sobreviveu por mais tempo no solo (LANZA et al., 2009).

2.3.3 Radiagao

Para Alves (1998), a radiacdo pode estimular, ndo influenciar ou prejudicar o
desenvolvimento de patégenos no campo, dependendo do tipo de microorganismo, da fase de
desenvolvimento e da natureza e quantidade de radiacdo a qual ele é exposto. Alguns fatores
devem ser considerados ao avaliar a influéncia da radiacdo solar sobre os fungos, como a
faixa de luz visivel e diferentes comprimentos de onda que a compdem, o fotoperiodo e a
faixa germicida do ultravioleta, que representa o principal agente de inibicdo dos patdgenos
(ALVES, 1998).

A radiacdo solar, principalmente as fracbes UV-A (330 - 400 nm) e UV-B (290 - 330
nm) € um dos fatores ambientais que mais afeta a viabilidade e persisténcia dos fungos a
campo. Geralmente, poucas horas de exposi¢édo direta ao sol de meio dia no verdo em regides
de clima tropical ou temperado sdo suficientes para inativar totalmente os conidios de
praticamente todos os fungos ja estudados, além de atrasar a germinagdo dos conidios
(revisado por FERNANDES et al., 2007).

Alta variabilidade da tolerancia a UV-B de 60 isolados de Beauveria spp. oriundos de
diferentes localidades foi encontrada, tendo variado de 0% a 80%, aproximadamente. Além
disso, foi observado um atraso na germinacdo dos conidios de isolados que resistiram a
radiacdo. Entre os isolados de B. bassiana provenientes de 0° a 22° de latitudes, os oriundos
de localidade com menor latitude foram estatisticamente mais tolerantes a radiacdo UV-B do
que os isolados oriundos de latitudes mais elevadas (FERNANDES et al., 2007).

A tolerancia de conidios a radiacdo solar € um fator importante para a utilizacdo dos
fungos como agentes no controle de insetos. Pesquisadores avaliaram a tolerancia a UV-B de
20 isolados de B. bassiana oriundos de insetos de diversas localidades, e ap6s exposicdo dos
conidios a um gradiente de radiagdo UV-B observaram perdas de 50%, 75% e 95% na
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viabilidade dos mesmos, e concluiram que, devido a grande variabilidade na tolerancia a
radiacdo, se faz necessario selecionar isolados tolerantes a UV-B para a utilizacdo destes
como agentes no controle microbiano de artropodes (HUANG; FENG, 2009).

2.4 Formulacéo de Fungos Artropodopatogénicos

Devido a interferéncia negativa de fatores bidticos e abioticos sobre a viruléncia de
fungos utilizados no controle microbiano de artropodes, a formulacdo adquire grande
importancia. Segundo Alves (1998), formular um patégeno consiste em acrescentar a ele
substancias que irdo melhorar seu desempenho no campo, facilitar seu manuseio e aplicacdo
e, principalmente, permitir o armazenamento sob condi¢es nas quais se minimize os custos,
com perda minima da qualidade do produto.

Os componentes presentes nas formulagdes devem contribuir para a manutencdo da
viabilidade, viruléncia e eficacia do microorganismo, levando em consideragdo as condicdes
de armazenamento do composto. Os adjuvantes sdo ingredientes que podem ou ndo estar
presentes em uma formulacdo, e quando presentes atuam otimizando a atividade do
microorganismo e melhorando as caracteristicas do produto formulado, tendo funcéo
fotoprotetora e antievaporante. Além do patdgeno e do adjuvante, os ingredientes inertes,
também chamados de veiculos diluentes, absorventes e atrativos sao componentes importantes
de uma formulacdo. Estes veiculos apresentam grande influéncia no armazenamento e
conservacao do patégeno formulado, podendo causar a inativa¢do do microorganismo quando
néo selecionados adequadamente (ALVES, 1998).

Polar et al. (2005) avaliaram o efeito de suspensdo aquosa, formulacdes a base de 6leo
de coco e de parafina liquida e éleos adjuvantes emulsionaveis a base de dleo de coco e de
parafina liquida sobre a germinacdo de conidios do fungo M. anisopliae s.l.. Estes autores
observaram que a maioria dos veiculos testados ndo influenciaram negativamente na
germinacdo dos conidios, ja que esta variou de 86,0% a 95,4% 24 horas ap6s o tratamento,
com excecdo do O6leo adjuvante emulsiondvel de coco, que gerou um percentual de
germinacdo de 10,9% 24 horas ap6s o tratamento, sugerindo que este Gleo atrasa o
crescimento e desenvolvimento deste isolado fungico.

Um diluente de micoinseticidas tem sido amplamente utilizado na China para diluir
formulac@es oleosas (formando uma emulséo de agua em 6leo) de M. anisopliae s.I. (PENG E
XIA, 2011). Este diluente desenvolvido por Xia et al. (2002), se mantém estavel em até 12
meses de armazenamento e mistura-se facilmente com formulacGes oleosas, além de
potencializar a viruléncia do isolado fangico em condi¢fes de baixa umidade, possivelmente
devido ao fornecimento de agua necessaria para a germinacgdo do conidio. Peng e Xia (2011)
confirmaram esta teoria ao investigarem o mecanismo de acdo deste diluente através da
avaliacdo da viruléncia, velocidade de invasdo e viabilidade de conidios de M. anisopliae s.lI.
formulados em o6leo e diluidos com este produto. Estes pesquisadores concluiram, atraves de
bioensaios e técnicas moleculares, que o diluente potencializa a viruléncia do isolado fungico
formulado em 6leo em condigdes de baixa umidade relativa, sem interferir na termotolerancia
e toleréncia a UV-B dos mesmos.

A escolha do tipo de formulacdo é de extrema importancia para o sucesso do
biocontrole, e depende da tecnologia de aplicagdo, do patdgeno e do artropode envolvido.
Existem diferentes tipos de formulacgdes, dentre estes podem ser citados: p6-molhavel, pé de
contato, granulos, granulos sollveis em agua, iscas, suspensdo concentrada, suspensao
emulsionavel, suspensdo de ultra-baixo volume, (FARIA; WRAIGHT, 2007) entre outros.

Diversos trabalhos tém avaliado o efeito de diferentes tipos de formulagdes na
eficiéncia de fungos artropodopatogénicos. Souza et al. (2009) avaliaram a acdo do fungo B.
bassiana associado a gel polimerizado de celulose no controle do carrapato Anocentor nitens
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em teste de campo, e observaram que os grupos tratados com o fungo associado ao gel
polimerizado obtiveram um percentual de controle superior a 50%, enquanto 0s grupos
tratados com a suspensdo aquosa obtiveram percentuais de controle inferiores a 20%, desta
forma, sugeriram que a utilizacdo do composto gel associado a B. bassiana potencializa a
viruléncia do patégeno.

Alves et al. (2001), quantificaram e compararam o espalhamento e a eficiéncia de
formulacbes do fungo M. anisopliae s.l. em 6leo adjuvante emulsionavel a uma suspenséo
aquosa com 0,05% de Tween 80, a uma formulacéo de 6leo de amendoim e a uma formulagéo
formada pela mistura de dois 6leos minerais (50% Shellson T e 50% Ondina EL), e
observaram que as formulagdes oleosas apresentaram um melhor espalhamento em relacéo as
suspensdes a base de agua. Observaram também que as formulacbes de Oleo adjuvante
emulsionavel aumentaram a infectividade do fungo em larvas de Tenebrio molitor e foram
mais eficientes que o fungo em base aquosa e tdo eficientes quanto as oleosas.

Os 0leos minerais e vegetais tém sido amplamente testados como adjuvantes em
formulacGes. Estes visam promover maior adesdo dos conidios a superficie dos artropodes e
propiciar uma maior protecdo a radiacdo ultravioleta (SOUZA, 2003). Outras vantagens da
utilizacdo de formulacbes de micoinseticidas em base oleosa sdo: menor dose letal requerida,
menor efeito evaporativo sobre o produto aplicado, propriedades quitinofilicas incrementando
a adesdo e infectividade, e maior periodo de armazenamento do produto formulado quando
comparado as suspensdes aquosas (PRIOR et al., 1988).

Diversos pesquisadores avaliaram a eficiéncia de formulacdes a base de diferentes
6leos no controle microbiano. Leite et al. (1993) ao compararem o efeito do dleo de soja e do
6leo mineral na protecdo do fungo B. bassiana contra a radiacdo ultravioleta, observaram que
0 6leo mineral foi mais eficiente.

Camargo et al. (2012) formularam os fungos M. anisopliae s.l. e B. bassiana em
diferentes concentracfes de 6leo mineral e compararam o efeito das formulagGes oleosas com
a suspencao aquosa destes fungos sobre ovos, larvas e adultos do carrapato dos bovinos, em
laboratdrio. Estes pesquisadores concluiram que as formulagtes oleosas dos fungos avaliados
foram mais eficientes do que as suspensdes aquosas contra todos os estagios de
desenvolvimento do carrapato R. microplus.

Angelo et al. (2010) avaliaram a eficiéncia do fungo Lecanicillium lecanii sobre
fémeas ingurgitadas, ovos e larvas do carrapato R. microplus utilizando uma formulacdo a
base de 6leo mineral e suspensdes aquosas do fungo. Estes pesquisadores obtiveram melhores
resultados com a utilizacao da formulacdo oleosa, pois, em geral, as fémeas tratadas com esta
formulacdo morreram antes de iniciarem a postura, 0 que gerou um percentual de controle de
97,6%; os ovos tratados com a formulacdo oleosa ficaram inviaveis e as larvas tratadas com
esta formulacdo apresentaram 100% de mortalidade. As suspensfes aquosas também
causaram alteracbes nos parametros analisados, porém significativamente menores as
causadas pela formulagdo oleosa.

Polar et al. (2005) compararam o efeito de M. anisopliae s.l. em suspensao aquosa e
formulacéo de 6leo de coco, formulagédo de parafina liquida, 6leo adjuvante emulsionavel de
coco e Oleo adjuvante emulsionavel de parafina liquida em fémeas ingurgitadas do carrapato
R. microplus. Houve uma reducéo significativa no tempo médio de sobrevivéncia das fémeas
tratadas com as formulagdes fungicas a base de 6leo de coco ou 6leo adjuvante emulsionavel
de parafina liquida quando comparado a suspensédo aquosa. Nao houve diferenca significativa
entre o tempo médio de sobrevivéncia das fémeas tratadas com a formulacdo a base de
parafina liquida e a suspensao aquosa, ja a formulacéo a base de 6leo adjuvante emulsionavel
aumentou o tempo médio de vida das fémeas.

O uso de oleos minerais ou vegetais em formulacGes de fungos artropodopatogénicos
representa uma vertente crescente entre os atuais produtos formulados. Isto se da,
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principalmente, pelo aumento na eficacia do controle de alguns artropodes, ja que o 6leo
mantém a viabilidade dos fungos sob condic¢des de baixa umidade relativa do ar, assim como
permite a aplicacdo de produtos em Ultrabaixo volume (UBV) (SOUZA, 2003). Para Prior et
al. (1988) a tecnologia UVB se revelou eficaz, provavelmente devido a uma maior adeséo de
conidios na superficie hidrofobica do artropode.

Segundo Faria e Wraight (2007), um grande numero de micoinseticidas e
micoacaricidas foi desenvolvido no mundo nas Gltimas décadas. Foram registrados cerca de
171 produtos comerciais a base de fungos, principalmente das espécies M. anisopliae
(33.9%), B. bassiana (33.9%), Isaria fumosorosea (5.8%) e B. brongniartii. Vinte e oito
produtos foram desenvolvidos para o controle de &caros, entretanto, somente trés destes foram
desenvolvidos especificamente para o controle de carrapatos. Dentre eles, encontra-se o Tick-
EX EC, produto comercializado nos Estados Unidos pela empresa Novozymes Biologicals; o
segundo produto, chamado de Metazam, € comercializado em Honduras, ElI Salvador,
Guatemala, Jamaica e Nicaragua e produzido pela Escuela Agricola Panamericana em
Honduras; e o terceiro foi desenvolvido no Brasil pela empresa Itafort Bioprodutos
(atualmente Koppert Biological Systems), sendo chamado de Metarril SC 1037 (FARIA;
WRAIGHT, 2007), entretanto, este Gltimo ndo € mais comercializado.

A elaboracédo de formulagBes que viabilizem a utilizacdo dos patégenos em condigdes
ambientais € muito importante. Alguns trabalhos foram realizados visando avaliar a eficiéncia
dos fungos artropodopatogénicos no controle de carrapatos em testes in vivo. Leemon et al.
(2008) avaliaram a patogenicidade de uma emulséo do fungo M. anisopliae em éleo de canola
a 10% contra o carrapato R. microplus em testes de estabulo. Estes autores observaram pouco
efeito da formulacdo fangica na sobrevivéncia dos carrapatos sobre os bovinos, entretanto
houve 100% de mortalidade das fémeas coletadas dos bovinos nos trés dias apos o tratamento
e uma reducdo significativa na producédo de ovos.

A acdo de uma suspensdo do isolado 986 de B. bassiana foi avaliada no
desenvolvimento da fase parasitaria do carrapato A. nitens em teste de estabulo. Monteiro et
al. (2003) acompanharam o desenvolvimento de larvas ndo alimentadas até a fase adulta
colocadas nas orelhas de bovinos que haviam sido previamente banhadas com a suspensao
fangica. Estes pesquisadores ndo observaram alteracdes significativas nos parametros
biologicos das fémeas de D. nitens, entretanto, houve reducdo no ndmero de fémeas
recuperadas dos bovinos tratados com a suspensdo fungica em relacdo ao grupo controle,
tendo sido recuperadas 35, 70 e 117 fémeas, do grupo tratado com a suspensdo fungica, do
grupo tratado somente com agua e Tween 80 e do grupo que ndo recebeu tratamento algum,
respectivamente (MONTEIRO et al., 2003).

O efeito de uma suspensdo do fungo M. anisopliae foi avaliado para o controle do
carrapato R. microplus, em teste de estdbulo (BAHIENSE et al., 2007). O indice médio de
mortalidade observado em 28 dias de experimento foi de 33% no grupo tratado com a
suspensdo fungica, além de ter sido observada reducdo significativa nos indices nutricional e
de producéo de ovos nos primeiros dias apos o tratamento (BAHIENSE et al., 2007). Estes
mesmos pesquisadores avaliaram a viruléncia do fungo M. anisopliae e sua associagdo com
Deltametrina, em teste de estabulo, para o controle de uma cepa do carrapato R. microplus
resistente a piretréides. Os bovinos foram banhados com uma suspenséo conidial do fungo, ou
com uma solugdo de Deltametrina ou com ambos. A taxa de mortalidade média encontrada
pelos pesquisadores foi de 32,57% no grupo tratado com M. anisopliae, 38,58% no grupo
tratado com Deltametrina e de 30,92% no grupo tratado com a associacdo do fungo e do
produto quimico (BAHIENSE et al., 2008).

Kaaya e Hassan (2000) avaliaram a agédo dos fungos M. anisopliae s.l. e B. bassiana
em suspensdo aquosa e formulacdo a base de 6leo de amendoim, sobre todos os estagios de
desenvolvimento de Rhipicephalus appendiculatus e Amblyomma variegatum, em condicoes
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de campo. Estes autores observaram 100% de mortalidade em larvas, de 80% a 100% em
ninfas e de 80% a 90% em adultos de ambas as espécies de carrapato tratadas com a
formulacdo oleosa dos dois isolados fungicos citados acima. A suspensdo aquosa também
provocou mortalidade, porém significativamente menor quando comparada a formulacdo
oleosa.

Uma formulacdo de M. anisopliae a base de 6leo de girassol foi avaliada, em teste a
campo, em bovinos naturalmente infestados com os carrapatos Rhipicephalus evertsi evertsi e
Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus. Os animais foram banhados com a formulagédo uma
vez a cada trés semanas durante um ano, tendo sido observada uma reducdo de 83% da
populacdo de carrapatos nos bovinos banhados com a formulagdo fungica apds trés meses do
inicio do experimento (KAAYA et al.,, 2011). Alonso-Diaz et al. (2007) avaliaram uma
suspensdo da mesma espécie fangica contra o carrapato dos bovinos também em teste a
campo. Os bovinos foram banhados com a suspensdo de M. anisopliae a cada 15 dias durante
dois meses, ou seja, foram realizados quatro tratamentos. Foi observada reducdo do numero
de carrapatos no grupo tratado com a suspensdo fungica a partir do segundo tratamento,
gerando eficacia entre 40 e 91,2% da suspensdo de M. anisopliae no controle do carrapato R.
microplus a campo (ALONSO-DIAZ et al., 2007).

A formulagdo em que os conidios sdo aplicados é de fundamental importancia para o
biocontrole de carrapatos, pois atua ha manutencdo da viabilidade, viruléncia e eficicia dos
fungos a nivel de campo, promovendo maior adesdo dos conidios & superficie dos artropodes
e propiciando protecdo contra as condi¢cbes ambientas desfavoraveis. Diversas informacdes
sobre formulacbes de fungos utilizados para o controle de carrapatos podem ser obtidas a
partir de trabalhos com patdgenos utilizados no controle de pragas da agricultura, porém,
ainda sdo necessarios muitos estudos para o desenvolvimento de formulacGes eficazes para o
controle de carrapatos a campo (SAMISH et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Eficacia de Metarril em Diferentes Umidades Relativas do Ar
3.1.1 Localizacéo do experimento

Os testes desenvolvidos para avaliar a eficacia da suspensdo aquosa e formulacdo
oleosa do produto Metarril, em diferentes umidades relativas, sobre o carrapato Rhipicephalus
microplus foram desenvolvidos no Laboratorio de Controle Microbiano (LCM) localizado na
Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz (EEPPWON), Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), situada em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

3.1.2 Obtencéo do carrapato Rhipicephalus microplus

As fémeas ingurgitadas do carrapato R. microplus utilizadas no experimento foram
oriundas de infestacdo artificial de bezerros mantidos em baias localizadas na EEPPWON.
Vinte e um dias apos a infestacao, as fémeas ingurgitadas foram coletadas do piso das baias e
em seguida levadas ao Laboratorio de Controle Microbiano para a assepsia da cuticula, sendo
imersas em solucdo de hipoclorito de sddio a 1% durante trés minutos e, posteriormente, secas
com papel toalha. Uma parte destas fémeas foi mantida em placas de Petri e acondicionada
em cémara climatizada com temperatura de 27 £ 1 °C ¢ umidade relativa > 80% para a
manutencdo da colbnia do carrapato, enquanto a outra parte foi pesada individualmente,
dividida em grupos homogéneos quanto ao peso e submetida aos tratamentos com as
suspensoes e formulagdes fungicas.

3.1.3 Preparo das suspensdes e formulacdes fungicas

O produto utilizado neste teste, o Metarril, € um p6 composto por conidios do isolado
ESALQ E9 de Metarhizium anisopliae. Este produto é produzido e foi cedido pela empresa
Koppert Biological Systems.

Foi preparada uma suspensdo aquosa sem a presenca dos conidios fungicos, sendo
composta somente de agua destilada estéril e 1% de tween 80, utilizada no tratamento do
grupo Controle aquoso. Para o tratamento do grupo Controle oleoso foi preparada uma
formulacdo contendo agua destilada estéril, 1% de tween 80 e 10% de 6leo mineral (Vetec
Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As formulagOes utilizadas para o tratamento
dos grupos Metarril aquoso e Metarril oleoso foram preparadas de forma semelhante aos
respectivos controles, porém com a adi¢do do produto Metarril. As suspensdes e formulacgdes
foram quantificadas em microscépio éptico com o auxilio da camara de Neubauer, segundo
Alves (1998), tendo as concentracdes ajustadas & 10° conidios/mL.

A viabilidade dos conidios foi verificada através da inoculagdo de uma aliquota de 20
uL da suspensédo e formulagcdo em meio de cultura Batata Dextrose Agar e incubagdo a 25°C
por 24 horas. A leitura da viabilidade dos conidios foi feita atraves de observacdo direta pelo
microscopio 6ptico e o calculo da germinacdo dos mesmos foi realizado segundo Alves
(1998).
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3.1.4 Preparo dos dessecadores e ajuste das umidades relativas

As umidades relativas utilizadas no presente experimento foram 30, 50, 70 e 90%.
Para a obtencdo e manutencdo destas umidades, foram utilizados dessecadores de vidro, que
continham no seu interior placas de Petri com uma solucgéo saturada de hidréxido de potassio.
Inicialmente, foram colocados 87,5, 62,5, 37 e 10g de hidroxido de potassio em 100 mL de
agua para a obtencdo das umidades relativas de 30, 50, 70 e 90%, respectivamente (adaptado
de Peterson, 1964). Os dessecadores contendo as placas de Petri com as solugdes saturadas de
hidroxido de potassio foram colocados dentro de BODs, com temperatura de 25 + 1 °C, uma
semana antes do tratamento das fémeas com as suspensdes ou formulagdes. No decorrer da
semana, a umidade relativa no interior de cada dessecador foi avaliada diariamente com o
auxilio de termohigrdmetros mantidos dentro dos dessecadores. As umidades dos
dessecadores foram ajustadas, quando necessario, com a adicao de hidroxido de potassio ou
agua, até a obtencao das quatro umidades relativas utilizadas nos bioensaios.

3.1.5 Tratamento das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Para cada uma das quatro umidades relativas utilizadas foram formados quatro grupos:
Controle aquoso, Controle oleoso, Metarril aquoso e Metarril oleoso, totalizando dezesseis
grupos.

As fémeas ingurgitadas foram pesadas individualmente e divididas em doze classes
homogéneas de peso, variando entre 0,200 e 0,280 g. Foi escolhida, aleatoriamente, uma
fémea de cada classe para a formacdo dos grupos, descartando as duas classes das
extremidades. Em seguida, cada fémea foi pesada, identificada e submersa por trés minutos
em um mL da suspensdo ou formulacdo de seu respectivo tratamento. Apos o tratamento, as
fémeas foram fixadas em placas de Petri com o auxilio de esparadrapo, em decubito dorsal, e
mantidas dentro dos dessecadores com a respectiva umidade relativa e temperatura de 25 +
1°C (Figura 1). Cada grupo possuia dez fémeas ingurgitadas. O experimento foi repetido duas
vezes. A postura de cada fémea foi coletada, armazenada individualmente em frascos de vidro
identificados, e mantida dentro dos dessecadores para posterior avaliacdo do percentual de
eclosdo das larvas.
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Figura 1. Placas de Petri com fémeas do
carrapato  Rhipicephalus  microlus  ap0s
tratamento com a suspensdo ou formulacdo de
Metarril, no interior dos dessecadores, mantidos
dentro das BODs.

Para avaliar a eficicia da suspensdo aquosa e formulacdo oleosa do produto Metarril
em diferentes umidades relativas foram investigados alguns parametros bioldgicos, tais como:

Peso inicial da fémea, que é o valor obtido pela pesagem individual de cada fémea
ingurgitada antes do tratamento.

Peso da massa de ovos, referente ao peso da postura total de cada fémea tratada.

Percentual de eclosdo das larvas, obtido através de observacao visual e estimativa da
quantidade de larvas eclodidas em relacdo ao total de ovos;

indice de producdo de ovos (BENNETT, 1974), calculado através da seguinte
equacao:

IPO = peso da massa de ovos x 100
peso inicial da fémea ingurgitada
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Indice nutricional (BENNETT, 1974), obtido através da seguinte equagao:

IN = peso da massa de 0vos x 100
peso inicial da fémea — peso residual da fémea

Percentual de controle (DRUMMOND, 1971), calculado através da seguinte
equacao:

PC = média ER (controle) — média ER (tratado) x 100
média ER (controle)

Onde: Eficiéncia Reprodutiva (DRUMMOND, 1971), é determinada através da
seguinte equagdo:

ER = peso da massa de ovos (g) X % eclosdo x 20000
peso inicial da fémea ()

3.1.6 Andlise estatistica

Para andlise dos dados paramétricos, foi realizada a andlise de varidncia (ANOVA),
seguida pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK), e para a avaliacdo dos dados nao
paramétricos foi utilizado o teste Kruskal Wallis seguido do SNK. Em todas as analises foi
considerado nivel de significancia de 5% (p<0,05) (SAMPAIO, 2002).

3.2 Teste de Estabulo
3.2.1 Localizacéo e periodo de realizacdo do experimento

O teste de estabulo foi realizado entre maio e julho de 2012, na Embrapa Gado de
Leite, Campo Experimental Santa Monica, Valenca, Rio de Janeiro, situada a 22°21° de
Latitude Sul e 43°42” de Longitude Oeste de Greenwich. Esta regido apresenta clima tropical
de altitude, com temperatura anual média de 21,3 °C, pluviosidade anual média de 1411 mm e
altitude de 446 m. O acompanhamento e analise dos pardmetros bioldgicos das fémeas de R.
microplus foram realizados entre junho e setembro de 2012, no LCM da UFRRJ.

3.2.2 Animais

Foram utilizados 18 bovinos mesticos das ragas Holandesa e Gir, com idade entre 11 e
20 meses (idade média de 16,1 meses) e peso entre 149 e 230 Kg (peso médio de 188,2 Kg),
todos do sexo feminino (Tabela 1). Estes animais foram mantidos em baias individuais,
cobertas e com estrado de madeira no chdo para impedir que os animais pisassem nos
carrapatos. Os bezerros foram alimentados duas vezes ao dia com capim e ragdo comercial, e
agua a vontade. O projeto no qual estd incluido o teste de estdbulo referente ao presente
trabalho foi submetido a Comissdo de éetica no uso de animais (CEUA) da UFRRJ, tendo o
seguinte numero de protocolo 23083.011620/2011-68.
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Tabela 1. Caracteristicas dos animais utilizados no teste de estabulo.

Brinco Peso (Kg) ldade (meses) Sexo Raca Grau de sangue
714 202 20 Fémea Mestica Ya
715 207 20 Fémea Mestica Ya
718 202 19 Fémea Mestica Ya
721 230 19 Fémea Mestica Ya
735 174 19 Fémea Mestica Ya
738 177 18 Fémea Mestica 7/8
751 217 18 Fémea Mestica 1/2
779 213 17 Fémea Mestica Ya
786 194 17 Fémea Mestica Ya
1604 159 16 Fémea Mestica Desconhecido
1605 195 16 Fémea Mestica Ya
1611 200 16 Fémea Mestica Ya
1624 174 14 Fémea Mestica Ya
1628 149 14 Fémea Mestica Ya
1633 167 13 Fémea Mestica Ya
1650 173 11 Fémea Mestica Ya
1652 175 11 Fémea Mestica Ya
1657 179 11 Fémea Mestica Ya
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3.2.3 Formulacéo fungica

O produto testado, Metarril SP Organic € composto pelos isolados ESALQ
1037 e ESALQ E9 de Metarhizium anisopliae e era produzido pela empresa Koppert
Biological Systems (Figura 2). Foi preparada uma formulacdo contendo apenas agua, 10% de
6leo mineral (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 1% de tween 80 para 0
tratamento do grupo controle oleoso. A formulacao fangica foi preparada com a utilizagdo do
Metarril SP Organic, agua, 10% de 6leo mineral e 1% de tween 80 (Figura 3.1, 2.11 e 3.111). A
formulacdo possuia 1 x 10° conidios mL™. A viabilidade dos conidios foi verificada através da
inoculacdo de uma aliquota de 20 uL da formulagdo em meio de cultura Batata Dextrose Agar
e incubagdo a 25°C por 24 horas. A leitura da viabilidade dos conidios foi feita através de
observacao direta pelo microscopio éptico e o célculo da germinacdo dos mesmos foi
realizado segundo Alves (1998).

estabulo e a campo.

3.2.4 Delineamento experimental

Toda a metodologia utilizada no teste de estabulo, desde a infestacdo dos animais com
as larvas do carrapato, o nimero de animais utilizados e a divisdo dos mesmos entre 0s
grupos, o tratamento dos bovinos com as formulagdes e a avaliagio da eficicia do tratamento
foi realizada de acordo com a metodologia preconizada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil para a producdo, controle e emprego de
antiparasitarios de uso veterinario (Portaria n® 48, de 12 de maio de 1997 do MAPA)
(BRASIL, 2012).

Cada bezerro foi infestado com aproximadamente 3000 larvas, com idade entre 7 e 21
dias, do carrapato Rhipicephalus microplus nos dias -24, -21, -19, -17, -15, -11, -9, -7, -5, -3, -
1. As larvas foram aplicadas por todo o corpo dos animais, que foram contidos com corda,
tendo a cabeca e a cauda amarradas por no minimo uma hora a fim de impedir a remocéo das
larvas. Esta metodologia de infestacdo permitiu que todos os estagios de desenvolvimento do
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carrapato estivessem presentes nos bovinos no dia do tratamento. O tratamento dos animais
foi realizado no dia zero.

Os grupos foram formados de acordo com o grau de infestacdo dos animais,
determinado pela contagem do total de carrapatos desprendidos do corpo de cada bezerro nos
trés dias anteriores ao tratamento (-3, -2 e -1). Entdo, os trés animais com a maior contagem
média de carrapatos foram alocados aleatoriamente, um em cada grupo, e assim
sucessivamente, até completar os trés grupos com seis animais cada. Desta forma, 0s grupos
comegaram o teste com um nimero medio de carrapatos muito semelhante.

Os trés grupos formados para a realizacdo do teste de estdbulo foram: o grupo
controle, que ndo recebeu tratamento algum (Controle), o grupo tratado com a formulagéo
oleosa de Metarril SP Organic e o grupo tratado somente com agua, 6leo mineral e Tween 80
(Controle oleoso). As formulagbes foram pulverizadas, com o auxilio de bomba costal, por
todo o corpo dos animais, de baixo para cima e na direcdo oposta dos pélos, dando maior
atencdo as areas mais afetadas pelos carrapatos, como a parte interna das coxas, barbela,
orelhas e perineo (Figura 3.1V). Cada animal foi pulverizado com 3 L de formulacéo,
quantidade suficiente para banhar toda a superficie corporal de um animal com as
caracteristicas mencionadas acima (médias de 16 meses de idade e 188kg) (Figura3.V). Os
animais foram examinados antes e durante o experimento para avaliagdo da condi¢éo fisica e
monitoramento de possiveis reacdes adversas ao tratamento.

Foram coletados do piso das baias todos os carrapatos desprendidos do corpo dos
bovinos a partir do dia -3 até o dia +23 ap6s o tratamento (Figura 3.VI). O numero de
carrapatos desprendidos por grupo foi registrado diariamente, e uma amostra de vinte fémeas
ingurgitadas por grupo por dia foi selecionada aleatoriamente para avaliacdo dos parametros
biolégicos. As fémeas foram higienizadas com agua, secas com papel toalha, pesadas
individualmente, fixadas em placas de Petri com o auxilio de esparadrapo, em decubito
dorsal, e mantidas sob temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa > 80% para avaliagcao dos
parametros bioldgicos (Figura 3.VII). A massa de ovos de cada fémea foi pesada e
armazenada individualmente em frascos de vidro identificados, nas mesmas condicGes de
temperatura e umidade relativa citadas acima para posterior avaliagdo da eclosdo das larvas.
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Figura 3. Etapas para realizacdo do teste de estabulo. | e 1l: mistura dos componentes para a
elaboracdo da formulacdo de Metarril SP Organic; Ill: formulacdo pronta. IV: pulverizagdo
dos animais com a formulacdo, utilizando bomba costal. V: bovino apds o tratamento com a
formulacdo. VI: coleta dos carrapatos do piso das baias. VII: acondicionamento em placa de
Petri das 20 fémeas ingurgitadas separadas para a avaliacdo dos parametros bioldgicos.
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Os parametros bioldgicos avaliados foram os mesmos avaliados no teste com variacéo
de umidade relativa, citados no item 3.1.5 Tratamento das fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus.

O célculo da eficcia da formulacdo de Metarril SP Organic foi feito utilizando a
seguinte férmula (HENDERSON; TILTON, 1955):

TaXCb
T, x C,

Eficacia = (1 — ) x 100

onde:

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

C, = numero médio de carrapatos recuperados dos animais controle, ap6s o dia do tratamento;
Cp, = numero médio de carrapatos recuperados dos animais controle nos 3 dias anteriores ao
tratamento.

3.2.5 Andlise estatistica

Os dados paramétricos foram avaliados através da andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK). Os dados ndo paramétricos foram
analisados utilizado o teste Kruskal Wallis seguido do SNK. Em todas as analises foi
considerado nivel de significancia de 5% (p<0,05) (SAMPAIO, 2002).

3.3 Teste a Campo
3.3.1 Localizacéo e periodo de realizacdo do experimento

O teste a campo foi desenvolvido nos meses de abril e maio de 2014, na Area
Experimental de Campo da EEPPWON (antigo Curral de Apreensdo) na UFRRJ, no campus
de Seropédica, Rio de Janeiro, situada a 22° 44’ de latitude sul, 43° 42’ de longitude oeste de
Greenwich. Esta regido apresenta clima tropical, altitude de 33 metros, temperatura anual
média de 23,5°C e pluviosidade anual média de 1483 mm. A avaliacdo dos parametros
bioldgicos das fémeas de R. microplus coletadas dos animais durante o teste foi realizada de
maio a julho de 2014, no LCM da UFRRJ.

3.3.2 Animais

Foram utilizados 30 bovinos da raca Angus, variedade Red Angus, com idade
aproximada entre 1 e 4 anos (idade média de 1,87 anos) e peso entre 155 e 461 Kg (peso
médio de 313,1 Kg) (Tabela 2). Os grupos foram mantidos em trés piquetes separados, com
area de aproximadamente 2 hectares por piquete, com capim e agua a vontade. O projeto no
qual esta incluido o teste a campo referente ao presente trabalho foi submetido e aprovado
pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA) da UFRRJ, tendo o seguinte nimero de
protocolo 017/2014 (ANEXO A).
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Tabela 2. Caracteristicas dos animais utilizados no teste a campo.

Brinco Peso (Kg) Idade (anos) Sexo Raca
46 155 1 Fémea Angus
182 218 1 Fémea Angus
183 180 1 Fémea Angus
184 155 1 Macho Angus
185 313 1 Macho Angus
187 238 1 Fémea Angus
188 162 1 Macho Angus
189 241 1 Fémea Angus
300 448 4 Macho Angus
316 245 2,5 Fémea Angus
327 380 2 Macho Angus
328 344 2 Macho Angus
331 266 2 Macho Angus
349 227 2 Fémea Angus
451 281 2 Fémea Angus
466 387 2 Macho Angus
467 320 2 Macho Angus
468 361 2 Macho Angus
469 271 2 Fémea Angus
470 420 2 Macho Angus
472 461 2,5 Fémea Angus
475 333 2 Macho Angus
476 375 2 Macho Angus
491 387 2,5 Macho Angus
493 350 2,5 Macho Angus
496 407 2,5 Macho Angus
497 401 2,5 Macho Angus
498 400 2,5 Macho Angus
499 401 2,5 Macho Angus
500 266 2 Macho Angus
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3.3.3 Formulacéo fungica

O produto testado foi 0 Metarril SP Organic, 0 mesmo utilizado no teste de estabulo
(Figura 2).

Foi elaborada uma formulagdo contendo somente agua, 1% de Tween 80 e 10% de
6leo mineral, além da formulagdo de Metarril SP Organic contendo 10% de 6leo mineral e 1%
de Tween 80, como descrito detalhadamente no item “3.2.3 Formulacdo fungica” da
metodologia do teste de estabulo. A formulagdo oleosa de Metarril SP Organic possufa 1 x 10
conidios mL™. A viabilidade dos conidios foi verificada como descrito acima na metodologia
do teste de estabulo.

3.3.4 Delineamento experimental

Toda a metodologia utilizada no teste a campo, desde o0 nUmero de animais por grupo
e a divisdo dos mesmos entre 0s grupos, até a avaliacdo da eficicia do tratamento, foi
realizada de acordo com a metodologia preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria
e Abastecimento (MAPA) para a producdo, controle e emprego de antiparasitarios de uso
veterinario (Portaria n® 48, de 12 de maio de 1997 do MAPA) (BRASIL, 2012) e a
metodologia descrita por Holdsworth et al. (2006).

Os animais utilizados no teste a campo estavam naturalmente infestados com o
carrapato R. microplus. Foram feitas contagens semanais de carrapatos entre 4,5 e 8,0 mm de
comprimento até terem no minimo 20 carrapatos em um dos lados de cada animal no dia -1.

Os 30 bovinos foram distribuidos entre os grupos de acordo com o grau de infestacéo,
determinado pela contagem de carrapatos entre 4,5 e 8,0 mm presentes em um dos lados do
corpo de cada animal nos trés dias anteriores ao tratamento (-3, -2 e -1). Entdo, os trés animais
com a maior contagem média de carrapatos foram alocados aleatoriamente, um em cada
grupo, e assim sucessivamente, até completar os trés grupos com dez animais cada. Desta
forma, os grupos comecaram o teste com um namero médio de carrapatos muito semelhante.

O teste a campo foi composto pelos mesmos trés grupos do teste de estabulo: o grupo
controle que ndo recebeu tratamento algum (Controle), o grupo tratado com a formulacéo
oleosa de Metarril SP Organic (Metarril) e o grupo tratado somente com agua, 6leo mineral e
Tween 80 (Controle oleoso). Cada grupo continha 10 animais. Foram realizados dois
tratamentos dos bovinos com as formulagdes, sendo o primeiro tratamento no dia zero e o
segundo no dia +3. A pulverizacdo dos animais no teste a campo foi semelhante a
metodologia utilizada para o tratamento dos animais no teste de estabulo, entretanto, cada
animal foi pulverizado com 4L da formulacdo, quantidade que foi suficiente para banhar toda
a superficie corporal dos animais com as caracteristicas fisicas listadas acima (médias de 1,87
anos de idade e 313 Kg) (Figura 4.1 e 4.11). Os bovinos foram examinados para a verificagéo
de reagdes adversas ao tratamento.

Foram contadas todas as fémeas entre 4,5 e 8,0 mm de comprimento presentes no lado
esquerdo de cada animal nos dias +7, +14 e +21 apds cada tratamento, totalizando seis
contagens. Uma amostra de dez fémeas ingurgitadas por grupo por dia de contagem foi
selecionada aleatoriamente para avaliacdo dos parametros biologicos. As fémeas foram
levadas ao laboratorio, pesadas individualmente, fixadas em placas de Petri e incubadas a 27
+ 1°C e umidade relativa >80%. A massa de ovos das fémeas foi pesada e incubada nas
mesmas condicOes de temperatura e umidade relativa citadas acima para posterior avaliacdo
da ecloséo das larvas.
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A

Figura 4. Teste a campo. I: pulverizacdo dos animais com a formulagdo de Metarril SP
Organic acrescida de 10% de 6leo mineral, utilizando bomba costal. Il: bovino apds o
tratamento com a formulacdo.

Os parametros biologicos avaliados foram 0s mesmos avaliados nos testes com
variacdo de umidade e de estabulo. A formula utilizada para calcular a eficacia da formulacéo
de Metarril SP Organic acrescida de 10% de 6leo contra o carrapato R. microplus em teste a

campo foi a mesma descrita na metodologia do teste de estabulo (item “3.2.4 Delineamento
experimental”).

3.3.5 Analise estatistica
Foi realizada a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Student-Newman-
Keuls (SNK) para a andlise dos dados paramétricos, e para a avaliagdo dos dados ndo

paramétricos foi utilizado o teste Kruskal Wallis seguido do SNK. Em todas as analises foi
considerado nivel de significancia de 5% (p<0,05) (SAMPAIO, 2002).
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4 RESULTADOS

4.1 Eficacia de Metarril em Diferentes Umidades Relativas do Ar

Os conidios de Metarril suspensos em &agua e Tween 80 apresentaram 100% de
germinagdo em até 24 horas de incubagdo em BDA a 25 + 1°C e UR > 80%, ja os conidios de
Metarril formulados em &gua, Tween 80 e 6leo mineral apresentaram 100% de germinagéo
em até 72 horas.

N&o houve diferenca significativa no peso das fémeas entre 0s grupos em nenhuma
das umidades relativas avaliadas (Tabela 3), logo todas as alteracGes nos parametros
bioldgicos foram causadas pelo tratamento fungico.

Somente a formulacdo oleosa de Metarril foi capaz de reduzir significativamente os
parametros bioldgicos das fémeas do carrapato quando submetidas as mais baixas umidades
relativas (30 e 50%). A suspensao flangica aquosa ndo causou alteracdo significativa em
nenhum dos pardmetros bioldgicos avaliados nestas mesmas umidades, como demonstrado na
Tabela 3.

Quando as fémeas ingurgitadas foram mantidas em umidade relativa de 70% foi
observado que a suspensdo aquosa de Metarril reduziu significativamente os parametros
biolégicos quando comparada ao grupo controle aquoso; no entanto, ndo causou redugdo
guando comparada aos grupos controle oleoso e Metarril oleoso. J& a formulacdo oleosa de
Metarril reduziu significativamente todos os parametros bioldgicos quando comparada aos
demais grupos, inclusive ao grupo tratado com a suspensdo fangica aquosa (Tabela 3).

Em relagdo a umidade relativa de 90%, tanto a suspensdo aquosa quanto a formulacéao
oleosa de Metarril foram capazes de reduzir significativamente todos os parametros biolégicos das
fémeas quando comparadas aos grupos controle, havendo diferenca estatistica entre a suspensdo
aquosa e formulacdo oleosa de Metarril no peso da massa de ovos e percentual de ecloséo das larvas,
onde a formulagéo oleosa de Metarril foi mais eficiente (Tabela 3).
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Tabela 3. Média e desvio padrdo dos parametros biologicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus apés
tratamento com suspensdo aquosa ou formulagédo oleosa de Metarril, mantidas em 25 °C e submetidas a diferentes umidades
relativas do ar (30, 50, 70 ou 90%).

UR Grupos APeso das Peso da Massa Ecloséo das IPO IN
Fémeas (mQ) de Ovos (mg) Larvas (%) (%) (%)
CTR Aquoso  312,6a+0,03 114,52+ 0,02 16,10 a + 18,73 36,68 a + 4,07 47,89 a+ 4,78
UR 30% CTR Oleoso 311,9a+0,02 103,7 a+ 0,04 1760a+1757 33,05a+10,65 42,89a+11,99
MTR Aquoso  311,3a+0,02 89,6 a£ 0,05 15,10 a + 19,06 2826a+1423 36,32a+17,12
MTR Oleoso 311,82+ 0,02 32,6 b£0,04 2,60 b +5,36 10,24b+£12,80 13,93 b £ 16,46
CTR Aquoso  312,6a+0,02 140,6 a = 0,03 93,60 a + 10,24 44,92 a+7,25 56,91 a+ 6,85
UR 50% CTR Oleoso 310,9a+0,03 136,6 a + 0,03 87,10 a+ 25,31 43,76 a+ 9,20 54,10a+ 9,72
MTR Aquoso 314,02+ 0,02 123,22+ 0,03 96,20 a £ 6,09 39,04a+9,79  4931a+10,14
MTR Oleoso ~ 310,8 a+ 0,02 249b+0,04 24,50 b + 37,45 7,78b+12,01  11,02b+ 15,95
CTR Aquoso  312,4a+0,02 170,3a+ 0,01 100,00 a + 0,00 54,63 a +4,53 65,51 a+ 3,81
UR 70% CTR Oleoso 311,2a+0,02 1399ab+0,06 8840b+31,20 4540ab+ 18,65 56,68 ab + 22,33
MTR Aquoso  312,0a+ 0,02 109,8 b + 0,04 95,20 b + 4,05 3549b+13,00 46,99 b+ 14,00
MTR Oleoso  313,1a+0,02 21,6c+0,04 25,40 c + 41,47 6,82 ¢ £ 10,93 10,50 c £ 16,51
CTR Aquoso  312,5a+0,03 163,8a+ 0,02 93,90 a+ 9,60 52,44 a + 4,39 69,24 a+5,71
UR 90% CTR Oleoso 312,7a+0,02 177,12+ 0,02 96,30 a £ 6,58 56,48 a + 3,81 75,76 a + 5,66
MTR Aquoso  313,6 a+ 0,02 86,9 b + 0,05 6250b+£3352 27,77b+1541  46,65b+ 20,79
MTR Oleoso  311,3a+0,02 31,4¢+0,03 7,60 c£18,70 10,22b+8,84 25,43 b+ 18,60

Meédias seguidas da mesma letra, na mesma coluna e na mesma unidade relativa, ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05)
pelo teste de Student-Newman-Keuls.
IPO: indice de Producio de Ovos (BENNETT, 1974); IN: indice Nutricional (BENNETT, 1974).
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O percentual de controle dos grupos Metarril aquoso e Metarril oleoso foi calculado
em relacdo ao grupo controle aquoso. Tambeém foi calculado o percentual de controle do
Metarril oleoso em relacdo ao controle oleoso, eliminando assim o efeito isolado do o6leo
mineral (Tabela 4).

O percentual de controle obtido pela formulacdo oleosa de Metarril foi maior do que o
percentual de controle da suspensdo aquosa do produto em todos os niveis de umidade
relativa avaliados. A suspensdo aquosa de Metarril apresentou percentuais de controle
variando entre 10,28 e 57,69%, sendo que os melhores valores foram obtidos nos dois
maiores niveis de umidade relativa avaliados (70 e 90%). Ja o percentual de controle da
formulacdo oleosa flngica variou pouco (entre 87,14 e 96,29% em relagdo ao grupo controle
aquoso), sendo sempre superior a 87%, inclusive quando mantida nos niveis mais baixos de
umidade relativa avaliados. O percentual de controle da formulacdo oleosa de Metarril ndo
apresentou variacdo elevada quando calculado em relacdo aos grupos controle aquoso e
controle oleoso (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus ap6s
tratamento com suspensdo aquosa ou formulacédo oleosa de Metarril, mantidas em 25 °C e
submetidas a diferentes umidades relativas do ar (30, 50, 70 ou 90%).

UR Grupos CTR Aquoso® CTR Oleoso®
UR 30% MTR Aquoso 21,76
MTR Oleoso 87,72 85,86
UR 50% MTR Aquoso 10,28
MTR Oleoso 87,14 86,40
UR 70% MTR Aquoso 38,04
MTR Oleoso 89,47 87,09
UR 90% MTR Aquoso 57,69
MTR Oleoso 96,29 96,64

# Percentual de controle calculado em relagdo ao grupo controle aquoso.
® Percentual de controle calculado em relagéo ao grupo controle oleoso.
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A Figura 5 mostra fémeas de R. microplus e suas respectivas posturas nos quatro
grupos mantidos nas umidades relativas de 30 (Figura 5 IA, IB, IC e ID), 50 (Figura 5 llA,
1B, IIC e 1ID), 70 (Figura 5 IHIA, 111B, I1IC e I1ID) e 90% (Figura 5 IVA, IVB, IVC e IVD)
no 10° dia ap6s o tratamento. E possivel observar que a postura das fémeas dos grupos
controle aquoso e oleoso ndo foi alterada fizeram postura normalmente quando mantidas nas
quatro umidades relativas utilizadas no experimento (Figura 5 1A, 1B, lIA, 1IB, IIA, 1B,
IVA e IVB). A postura das fémeas tratadas com a suspensdo aquosa de Metarril ndo foi
alterada quando submetidas as umidades relativas de 30 e 50% (Figura 5 IC e IIC), sendo
possivel perceber macroscopicamente diminuicdo da massa de ovos quando mantidas em
umidade de 90% (Figura 5 IVC). Ja as fémeas tratadas com a formulacdo oleosa de Metarril
tiveram sua postura visivelmente afetada em todas as umidades relativas utilizadas no
experimento (Fig. 5 ID, 11D, I1ID e IV D).

Figura 5. Fémeas de Rhipicephalus microplus em oviposi¢do no 10° dia apds tratamento
com Metarril em diferentes umidades relativas do ar. I, II, 11l e IV: grupos mantidos a 30,
50, 70 e 90% de umidade relativa, respectivamente. A, B, C e D: grupos Controle aquoso,
Controle oleoso, Metarril aquoso e Metarril oleoso, respectivamente.
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As fémeas dos grupos tratados com a suspensdo aquosa (Figura 6.I111) e com a
formulacdo oleosa (Figura 6.1V) de Metarril e mantidas a 90% de umidade relativa
apresentavam-se completamente colonizadas pelo fungo no 10° dia ap6s o tratamento. Ja as
fémeas dos grupos controle aquoso (Figura 6.1) e controle oleoso (Figura 6.11) mantidas na
mesma umidade relativa, permaneceram em oviposicao.

- =
Figur‘a 6. Fémeas de Rhipicephalus microplus mantidas a 90% de umidade relativa e 25°C,
10 dias apds o tratamento. I, 1, 111, IV: grupos Controle aquoso, Controle oleoso, Metarril

aquoso e Metarril oleoso, respectivamente.

Todos os resultados apresentados acima demonstraram que, em baixa umidade relativa
(30 e 50%), o produto Metarril, quando suspenso somente em agua e Tween 80, ndo foi eficaz
contra as fémeas de R. microplus, apresentando efeito somente em umidades mais elevadas
(70 e 90%). Contudo, quando o Metarril foi formulado em éleo mineral, mostrou-se eficiente
mesmo nas umidades relativas baixas utilizadas no experimento, o que sugere que o 6leo
mineral é capaz de proteger os conidios fangicos de baixas umidades relativas do ar e garantir
a eficacia de Metarril contra fémeas de R. microplus.

4.2 Teste de Estabulo
Os conidios da formulacdo de Metarril SP Organic contendo 10% de 6leo mineral

apresentaram 100% de germinagdo em até 72 horas de incubagdo em BDA a 25 + 1°C e UR >
80%.
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Os animais permaneceram saudaveis durante todo o experimento, ndo sendo
observada qualquer alteragdo fisica, comportamental ou fisiologica que pudesse ser atribuida
como reacdo adversa aos tratamentos.

A formulagdo de Metarril SP Organic contendo 10% de o6leo mineral, quando
comparada ao grupo controle, apresentou eficacia de até 50,19, 53,50 e 67,39% na primeira,
segunda e terceira semana ap0s o tratamento, respectivamente (Tabela 5). Quando comparada
ao grupo controle oleoso, a formulacéo oleosa de Metarril SP Organic apresentou eficacia de
até 42,56, 52,00 e 61,38% na primeira, segunda e terceira semana ap0s o tratamento,
respectivamente (Tabela 5).

A eficacia média da formulacdo fingica durante todo o periodo avaliado foi de
47,74% em relacdo ao grupo controle e de 40,89% em relacdo ao grupo controle oleoso
(Tabela 5).

Tabela 5. Eficacias (%) diaria e média da formulagdo de Metarril SP Organic acrescida de
10% de 6leo mineral no controle do carrapato Rhipicephalus microplus em teste de estabulo.

Eficacia diaria Eficacia média
Controle® %?Qéggle Controle® Ci)c;g;ggkl)e Controle® (i)c;g;ggll)e

Dial 25,75 8,23 Dia 13 50,28 45,17

Dia 2 30,81 28,13 Dia 14 47,41 49,46 47,74 40,89
Dia 3 38,33 32,14 Dia 15 33,73 32,51

Dia4 19,25 22,19 Dia 16 48,86 43,63

Dia 5 49,02 27,15 Dia 17 67,41 49,96

Dia 6 27,35 42,59 Dia 18 65,42 47,17

Dia7 50,22 37,87 Dia 19 65,41 50,00

Dia 8 53,23 38,96 Dia 20 58,44 61,40

Dia 9 52,57 52,02 Dia 21 62,08 53,02

Dia 10 53,53 36,43 Dia 22 37,57 34,04

Dia 11 44,96 49,58 Dia 23 49,52 45,40

Dia 12 42,76 45,35

% Eficacia da formulagéo oleosa de Metarril SP Organic calculada em relac&o ao grupo controle.
® Eficacia da formulacdo oleosa de Metarril SP Organic calculada em relacdo ao grupo controle oleoso.
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A eficacia do produto testado aumentou ao longo dos dias de coleta de carrapatos,

apresentando um pico na ultima semana apos o tratamento (Figura 7).

80 -® Controle?

-B3- Controle

70- b
oleoso

Eficacia do tratamento (%)

T T T T T & & & 17T 1T T T T ‘1T "1 1§ ¥ 7T 71T 71T "1
NY SR A IN IO RO AP

Dias apés tratamento

Figura 7. Eficécia diaria (%) da formulacdo de Metarril SP Organic acrescida de 10%
de 6leo mineral no controle de Rhipicephalus microplus, em teste de estabulo.

% Eficacia da formulagio oleosa de Metarril® SP Organic calculada em relacdo ao grupo
controle.

Y Eficacia da formulagéo oleosa de Metarril® SP Organic calculada em relag&o ao grupo controle
oleoso.
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Os animais banhados com a formulacéo oleosa de Metarril SP Organic apresentaram
reducdo de até 2,85 vezes no nuimero de carrapatos quando comparados aos animais dos
grupos controles (Figura 8). O grupo tratado com a formulacdo oleosa de Metarril SP Organic
apresentou, em todos os dias de avaliacdo, contagem de carrapatos inferior, além de seguir a
mesma tendéncia dos grupos controles. O namero total de carrapatos coletados do piso das
baias em cada dia ap0s o tratamento esta representado na Figura 8.

1000+
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900+ n
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800- s R oleoso
0 ‘ﬂ’ \
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Dias ap6s tratamento

Figura 8. Numero diario de carrapatos Rhipicephalus microplus obtido apds tratamento
dos animais com formulacdo de Metarril SP Organic acrescida de 10% de 6leo mineral,
em teste de estabulo.

As principais alteragdes nos parametros bioldgicos das fémeas ingurgitadas de R.
microplus foram observadas nos dias +1, +2 e +3 (0s trés primeiros dias ap6s o tratamento),
com reducdo significativa no peso da massa de ovos, percentual de eclosdo e nos indices
nutricional e de producéo de 0vos (Tabela 6).
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Tabela 6. Parametros biologicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletadas do piso das baias nos trés
primeiros dias apds o tratamento dos bovinos com a formulagéo de Metarril SP Organic acrescida de 10% de dleo mineral, em

teste de estabulo.

Dia +1 Dia +2 Dia +3
Controle Controle Metarril Controle Controle Metarril | Controle Controle Metarril
oleoso oleoso oleoso
Pesodas 4, g 304.1 302.7 304.7 307.4 3236 282.4 302.9 2856
fémeas Ja da ,fa [ a A4a ,0ad 4a ,Ja ,0a
(mg) +0,03 +0,04 +0,05 +0,05 +0,06 +0,03 +0,04 +0,04 +0,04
Miff(‘j‘s de 16212  1779a  1039b | 1777a  191.8a  1691a | 1509a  157.2a  1135b
o) +0,06 +0,03 +0,08 +0,06 +0,04 +0,06 +0,03 +0,05 +0,05
Eclosao
das 9721a  9219a  9038a | 9894a  9932a  9016b | 9829a  972la  9395a
larvas +6,26 +1728  +24.86 +361 +157 + 24,40 +335 +7.09 +22.56
(%0)
IPO 5412a  5860a  3470b | 5966a  6174a  5241b | 5128a  5209a  3854b
(%) +19.41 +5 46 +2595 | +1163 +4.92 +1900 | +1274  +1647  +1615
IN 6242a  6657a  4116b | 628la  6989a  6024a | 6575a  6285a  5487b
(%) +18.35 + 6,01 +2920 | +17.24 + 4.2 +2079 | +2052  +1563  +4408

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha e no mesmo dia, ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05) pelo teste de Student-

Newman-Keuls.
IPO: indice de Producéo de Ovos (BENNETT, 1974); IN: indice Nutricional (BENNETT, 1974)
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As Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11 apresentam os resultados referentes aos parametros
bioldgicos das fémeas ingurgitadas coletadas do dia +1 ao dia +23 apds o tratamento dos
animais. Foi observada diferenca significativa entre os grupos no peso das fémeas coletadas
nos dias +4, +8 e +10 (Tabela 7), bem como no peso da massa de ovos (Tabela 8). Lembrando
que as fémeas mantidas em laboratorio para a avaliagdo dos parametros biologicos foram
escolhidas aleatoriamente, ndo havendo divisdo homogénea por peso entre 0S Qgrupos.
Portanto, qualquer alteracdo nos demais parametros avaliados nestes dias (+4, +8 e +10) nédo
pode ser atribuida a formulagéo oleosa de Metarril SP Organic.

Tabela 7. Peso (mg) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletadas do piso das
baias nos 23 dias apds o tratamento dos bovinos com a formulacdo de Metarril SP Organic
acrescida de 10% de 6leo mineral, em teste de estabulo.

Controle . Controle )

Controle oleoso Metarril Controle oleoso Metarril

oy 3029a  3041a  3027a | ...  2869a 2928a  2932a
+0.03 +004  +0.05 +004  +004  +0.04

niap 30472 30742  3236a | _. .,  2950a 2027a  2817a
+0.05 +006 +003a +004  +004  +004

oing 3091a  3009a  3064a | _. .. 2957a  2029a  2985a
+0.05 +005  +0.04 +004  +003  +0.04

Dias 30692  2049ab  2648b | _. .. 2860a 26462  2775a
+0.07 +004  +005 +004  +004  +0.05

s 28982  2098a  2828a | _. ..  206a  2888a  2931a
+0.03 +006  +0.05 +004  +004  +0.04

g 2876a  2044a  29Lla | _. .. 2890a  2716a  2784a
+0.04 +005  +0.05 +003  +004  +004

iy 286la  2753a  2917a | _. .. 3054a  28L6a  2969a
+0.05 +004  +0.05 +004  +003  +0.05

g 2916a  3261b  2788a | _. .. 2825a  2849a  2777a
+0.03 +004  +0,03 +005  +005  +0.04

ing 2951a  2893a  2881a | _. .. 2080a  30L2a  2899a
+0.04 +005  +0.05 +004  +004  +0.05

. 2046a  3135a  2654b . 2838a  2894a  2911a
Diald 4505 +003  +004 | D@22 504 +004  +006
. 3049a  2860a  2909a . 2753a  2613a  2598a
Diall 004 +004  +006 | P82 1004  +004  +006

. 2824a  3029a  2856a
Dialz 004 +004 004

Meédias seguidas da mesma letra, na mesma linha e no mesmo dia, ndo diferem significativamente

entre si (p> 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

35



Além dos dias ja citados anteriormente, 0 peso da massa de ovos diminuiu
significativamente entre os grupos no dia +5, como demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8. Peso da massa de ovos (g) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletadas
do piso das baias nos 23 dias ap6s o tratamento dos bovinos com a formulacdo de Metarril SP
Organic acrescida de 10% de 6leo mineral, em teste de estabulo.

Controle Controle

Controle Metarril Controle Metarril
oleoso oleoso
Dia 1 162,1a 1779 a 1039b Dia 13 156,8 a 1515a 1433 a
+0,06 +0,03 +0,08 +0,02 +0,02 +0,05
Dia 2 177,7 a 191,8a 169,1 a Dia 14 150,5a 154,7 a 133,4a
+ 0,06 +0,04 + 0,06 +0,03 +0,04
Dia 3 150,9 a 157,2 a 1135b Dia 15 1513 a 134,7 a 140,6 a
+0,03 + 0,05 + 0,05 +0,03 +0,04 + 0,05
Dia 4 179,3 a 1754 a 1177 b Dia 16 143,7 a 138,1a 1499 a
+0,03 +0,03 + 0,06 +0,04 +0,02 +0,03
Dia 5 170,2 a 179,8 a 133,1b Dia 17 160,3 a 150,7 a 1516 a
+0,03 +0,03 + 0,08 +0,02 +0,04 + 0,05
Dia 6 1713 a 168,0 a 167,3 a Dia 18 146,1 a 136,9 a 140,1 a
+0,02 +0,04 + 0,04 +0,03 +0,02 + 0,04
Dia 7 1576 a 1529 a 153,3 a Dia 19 153,0a 1279b + 160,4 a
+ 0,04 +0,04 +0,03 +0,04 0,03 +0,03
Dia 8 160,4 a 168,1 a 1294 b Dia 20 160,4 a 1479 a 1441 a
+0,02 + 0,06 + 0,05 +0,03 +0,03 +0,03
Dia 9 1770 a 168,4 a 169,8 a Dia 21 156,9 a 162,7 a 156,8 a
+0,02 +0,03 +0,03 +0,03 +0,03 + 0,04
Dia 10 172,7 a 187,8 a 1394 b Dia 22 153,1a 1510a 1445 a
+ 0,04 +0,02 +0,03 +0,03 + 0,04 + 0,05
Dia 11 1643 + 1468 a 1383 a Dia 23 148,1 a 133,8a 118,7 a
0,03 a + 0,04 + 0,06 +0,03 +0,03 + 0,07
Dia 12 196,3 + 1716 a 1714 a
0,05a +0,03 +0,07

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha e no mesmo dia, ndo diferem significativamente
entre si (p> 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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O percentual de eclosdo das larvas foi reduzido significativamente no grupo tratado
com a formulacédo oleosa de Metarril SP Organic somente no dia +2 (Tabela 9).

Tabela 9. Ecloséo das larvas (%) provenientes de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
coletadas do piso das baias nos 23 dias apds o tratamento dos bovinos com a formulagdo de

Metarril SP Organic acrescida de 10% de 6leo mineral, em teste de estabulo.

Controle Controle Metarril Controle Controle Metarril
oleoso oleoso
oiny 972la  9219a  9038a | ... 9835a 978a  9025a
+626  +1728  +24.86 +4.86 +892  +2257
Diap 98942  9932a  9016b | _. .. 9826a 97582  9468a
+361 +157  +24.40 +369 +383  +1031
biag 9292  9721a  9395a | _. .. 9758a 98582  89lla
+335 +709  +2256 +6.85 +324  +2811
Diag 98952  9720a  8547a | _...  9879a  9880a  9810a
+181 +429  +3046 +4.57 +444  +401
oias 96822  9779a  897la | _...  9960a 99892  9530a
+ 629 +401  +2513 +114 +032  +1894
oing 99252  9732a  9640a | _...  9840a 97632  942la
+152 +404  +573 +363 +552  +2047
oia; 9758a  9705a  8884a | _... 97652 94942  9965a
+4.97 +564  +2676 +667  +1877  +049
oing 9921a  9515a  9885a | _. .. 9968a 94402  9265a
+155 +728  +173 +048  +1795  +2224
Ding 99842  9679a  9865a | _. .. 9372a 95702  9953a
+037 +845  +341 +1316  +1387  +117
. 9858a  97.10a  95.65a . 981l1a  9837a  9270a
Diald {465 +900  +1124 | P22 1504 1334 +2290
Dinyy 97682 88062  9244a | ... 9980a 9590a 9372a
+473  £2300  +1945 +041  +£1002 #2319
. 9839a  9705a  9642a
Dialz 1379 +516  +7.94

Médias seguidas da mesma letra, ha mesma linha e no mesmo dia, ndo diferem significativamente
entre si (p> 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

37



Foi observada reducdo significativa no indice de producdo de ovos das fémeas
ingurgitadas oriundas dos animais banhados com a formulagdo de Metarril SP Organic
coletadas nos dias +1, +2, +3, +10, e +20 (Tabela 10).

Tabela 10. indice de producdo de ovos (%) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
coletadas do piso das baias nos 23 dias apds o tratamento dos bovinos com a formulagdo de

Metarril SP Organic acrescida de 10% de 6leo mineral, em teste de estabulo.

Controle

Controle

Controle Metarril Controle Metarril
oleoso oleoso
_ 54,12 a 58,60a  34,70Db _ 54,71 a 51,94 a 48,52 a
Dial +19.41 +546 +2595 | Dial3 +553 +546 + 14,64
_ 59,66 a 61,74 a 52,41 b _ 51,09 a 52,99 a 4710 a
Dia 2 +11,63 +4,92 +19,00 | Diald + 10,56 +7,65 +9,97
_ 51,28 a 52,00a  3854Db _ 51,24 a 49,04 a 46,78 a
Dia 3 +12,74 +1647 +16,15| Diald +7,63 +10,54 +13,69
_ 59,09 a 59,99 a 45,42 a _ 53,63 a 52,18 a 54,06 a
Dia 4 +550 + 846 +2252 | Dial6 +4.23 +452 +458
_ 53,57 a 59,79 a 46,68 a _ 54,98 a 54,37 a 51,56 a
Dia 5 + 16,04 +6,51 +2626 | Dial7 +3,15 +2.86 + 14,03
_ 59,57 a 56,94 a 57,87 a _ 50,69 a 51,45 a 50,06 a
Dia 6 +2,17 +646  +12908| Dials + 8,29 +7,62  +1242
_ 54,56 a 55,24 a 52,76 a _ 52,86 a 45,34 b 54,22 a
Dia 7 +10,52 +8,91 +10,87 | Dial9 +7,00 +12,42 +4,34
_ 52,28 a 51,52 a 45,94 a _ 56,73 a 52,24 b 52,04 b
Dia 8 +12.45 + 15,30 +1653 | Dia20 +2.87 +6,27 +7,66
_ 60,20 a 59,23 a 58,96 a _ 52,29 a 53,97 a 53,97 a
Dia 9 + 3,59 +10,94 +6,51 Dia 21 +508 +6,11 +12.24
_ 58,34 a 59,83 a 52,45 b _ 54,03 a 52,17 a 50,02 a
Dial0  +1051  x311 +525 | Dia22 + 8,67 +9,71 16,06
_ 53,52 a 48,78 a 47,47 a _ 54,43 a 49,81 a 44,81 a
Dia 1l +511 +15,01 +1874 | Dia23 +6,05 +11,14 +23 .84
_ 60,05 a 57,03 a 55,68 a
Dialz  +1770 +5,09 +20,23

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha e no mesmo dia, ndo diferem significativamente
entre si (p> 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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O indice nutricional das fémeas oriundas dos animais banhados com a formulacéo
oleosa de Metarril SP Organic diminuiu significativamente nos dias +1, +3, +8 e +10 (Tabela

11).

Tabela 11. indice nutricional (%) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletadas do
piso das baias nos 23 dias ap0s o tratamento dos bovinos com a formulagdo de Metarril SP Organic
acrescida de 10% de 6leo mineral, em teste de estabulo.

Controle

Controle

Controle 0le0so Metarril Controle 01e0So Metarril
_ 6242a 6657a 4116D _ 6464a 6133a 5653a
Dial 41835 +601 +2920 | P@ald 4730  +567 +1539
_ 628la 69.89a 6024a _ 6265a 6277a 5595a
Dia2 49704  +422 +2079 | DPlal4 41985  +660 +1008
_ 6575a 62.85a 54.87b _ 6151a 57.11a 56,73a
Dia3 o052 +1563 +4408 | DPlald 4761  +£1434 +1473
_ 67.75a 6832a 52.86a _ 6185a 6197a 6465a
Diad 533  +967 +2469 | D16 11004 +508  +543
_ 6230a 7036a 5460a _ 6240a 6316a 59,09a
Diad 41576 +697 +2049 | DRal?l 4345 4524 12111
_ 6846a 6674a 6759a _ 6274a 6214a 6082a
Dia6 1766 +764 +1300 | DP@al® 4775 4581  +£1220
_ 6482a 6359a 62.08a _ 6165a 5682b 6560a
Dia7  y604  +887 +1142 | DR@1® 44398  +1111  +416
_ 6384a 6474a 53.68b _ 6643a 637la 6525a
Dia8 1915 +619 +1884 | D@20 4355  +705  +503
_ 7035a 6876a 6886a _ 6477a 6678a 6525a
Dia® 4,437 +1376 +656 | P2l 4555 4591 +1473
_ 69.81a 7020a 60,62b _ 66,10a 6530a 62,25a
Dial0 49426 +405 +613 | DPa22 4876  +745  +1413
_ 6260a 566la 5615a _ 6727a 6315a 56,07a
Diall 4479  +1667 +2134 | D@23 41488  +967  +2930
_ 7107a 6663a 6320a
Dial2 411293  +465 22,12

Meédias seguidas da mesma letra, na mesma linha e no mesmo dia, ndo diferem significativamente
entre si (p> 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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4.3 Teste a Campo

Os conidios da formulacdo de Metarril SP Organic contendo 10% de 6leo mineral
apresentaram 100% de germinacao em até 72 horas de incubagdo em BDA a 25+ 1°C e UR >
80%.

Os animais permaneceram saudaveis durante todo o experimento, ndo sendo
observada qualquer alteracéo fisica, comportamental ou fisiologica que pudesse ser atribuida
como reagéo adversa aos tratamentos.

Foi observada reducdo no numero médio de carrapatos no grupo tratado com a
formulacéo oleosa de Metarril SP Organic em relacdo ao grupo controle a partir da segunda
contagem apo6s o segundo tratamento (Dia +14°) dos animais. Entretanto, também houve
reducdo no numero médio de carrapatos no grupo controle oleoso em relagcdo ao grupo
controle a partir do Dia +14” (Tabela 12). O nUmero médio de carrapatos dos grupos controle
oleoso e Metarril SP Organic se manteve inferior em relacdo ao grupo controle até o Gltimo
dia de contagem, havendo reducdo de até 5,63 e 10,54 vezes no nimero de carrapatos nos
grupos controle oleoso e Metarril SP Organic em relacdo ao controle na Ultima semana de
contagem (Tabela 12).

Tabela 12. Numero diario médio de carrapatos Rhipicephalus microplus obtido apés
tratamentos dos animais com formulagdo de Metarril SP Organic acrescida de 10% de 6leo
mineral, em teste a campo.

NUmero médio de carrapatos

Dias

Controle Controle oleoso Metarril
Dia +7 416a+24,22 45,3 a + 36,69 19,5a+17,10
Dia +7° 38,5a+22,74 55,6 a+ 51,52 34,7a+17,17
Dia +14 30,9a+23,71 28,9 a+ 23,32 16,7 a + 8,83
Dia +14° 65,5a+ 42,22 25,3 b + 26,49 20,0 b + 13,70
Dia +21 129,6 a + 97,89 23,0b + 23,48 12,3b +7,65
Dia +21° 165,3a+ 132,04 42,0b + 43,46 17,44b+7,35

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05)
pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Na Figura 9 pode-se observar que 0s trés grupos mantiveram-se com um numero
meédio de carrapatos semelhante durante a primeira semana ap0s os tratamentos. A partir da
segunda semana, comecou a haver diferenca significativa no niumero médio de carrapatos
entre os grupos, diferenca essa que aumentou consideravelmente na terceira semana apos 0s
tratamentos.
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Figura 9. NUmero diario médio de carrapatos Rhipicephalus microplus obtido ap6s
tratamentos dos bovinos com formulacdo de Metarril SP Organic acrescida de 10% de
6leo mineral, em teste a campo.

A formulacdo oleosa de Metarril SP Organic apresentou eficécia diaria variando entre
8,53 e 90,53% e entre 19,68 e 57,81% em relacdo aos grupos controle e controle oleoso,
respectivamente. A eficacia média da formulacdo de Metarril SP Organic adicionada de 10%
de dleo mineral foi de 75,09 e 46,59% quando comparada aos grupos controle e controle
oleoso, respectivamente (Tabela 13).

Tabela 13. Eficacias (%) diaria e média da formulacdo de Metarril SP Organic contendo
10% de oleo mineral no controle do carrapato Rhipicephalus microplus, em teste a campo.
Eficacia diaria Eficacia média

Dias Controle® Controle oleoso® Controle® Controle oleoso®
Dia +7 47,57% 43,76% 75,09% 46,59%
Dia +7° 8,53% 36,59%
Dia +14 45,15% 41,29%
Dia +14° 69,01% 19,68%
Dia +21 90,53% 45,53%
Dia +21° 89,29% 57,81%

% Eficacia da formulagéo oleosa de Metarril SP Organic calculada em relagéo ao grupo controle.
® Eficacia da formulacao oleosa de Metarril SP Organic calculada em relacéo ao grupo controle oleoso.

41



A eficacia da formulacdo oleosa de Metarril SP Organic comecou a aumentar na
segunda semana apds os tratamentos, atingindo na terceira semana o pico de 90,53% em
relacdo ao grupo controle e de 57,81% em relacdo ao grupo controle oleoso, respectivamente
(Figura 10).
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Figura 10. Eficacia diaria (%) da formulacdo de Metarril SP Organic acrescida de 10%
de 6leo mineral no controle do carrapato Rhipicephalus microplus, em teste a campo.

®Eficacia da formulagéo oleosa de Metarril SP Organic calculada em relag&o ao grupo controle.

Y Eficacia da formulagdo oleosa de Metarril SP Organic calculada em relagdo ao grupo controle
oleoso.

Os parametros bioldgicos das fémeas ingurgitadas do carrapato R. microplus coletadas
do corpo dos animais, no teste a campo, estdo apresentados na Tabela 14.

Foi observada alteracdo significativa no indice de producdo de ovos das fémeas
coletadas no dia +14” apds os tratamentos, havendo reducdo deste pardmetro nos grupos
controle oleoso e Metarril SP Organic quando comparados ao grupo controle. Ndo houve
alteracéo significativa nos demais parametros biolégicos em nenhum dos dias de coleta de
carrapatos (Tabela 14).
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Tabela 14. Média e desvio padrdo dos parametros bioldgicos de fémeas de Rhipicephalus microplus coletadas do corpo dos
bovinos apos os tratamentos com a formulagdo Metarril SP Organic acrescida de 10% de 6leo mineral, em teste a campo.

Grupos Peso das Peso da Massa Ecloséo das IPO IN
Fémeas (mgQ) de Ovos (mg) Larvas (%) (%) (%)

_ Controle 164,4 a + 0,06 73,7a+0,03 93,3a+27,42 43,36 a+ 13,15  53,88a+ 11,60
2'761 Controle Oleoso 187,3a £ 0,06 82,2a+0,03 90,1a+36,44 43,57 a + 15,03 56,36 a + 15,76
Metarril 162,8 a + 0,05 68,9 a + 0,05 82,5a+ 39,97 42,64 a+ 16,44 54,56 a £ 9,06

_ Controle 154,2 a + 0,06 67,7a+0,03 90,5a+ 30,04 43,67 a* 8,24 53,29 a+ 8,85
E;? Controle Oleoso 164,3a+ 0,03 74,22+ 0,03 87,9a+31,25 4343a+16,24 52,21 a+18,78
Metarril 198,1 a + 0,05 93,2a+0,04 85,5a+ 31,49 4452a+16,16 55,50 a+ 20,03

_ Controle 112,9 a + 0,05 32,2a+0,03 71,0 a+ 40,95 30,00a+1857 36,47 a+23,20
fl'i Controle Oleoso ~ 152,3a+0,06  687a+005  875a+2880  4255a+14,13  54,55a+ 16,76
Metarril 158,5 a + 0,06 56,7 a+ 0,05 50,0 a + 49,22 31,93a+22,66  42,45a+ 28,95

] Controle 206,5a+ 0,03 122,7a+0,02 99,1a+1,52 59,38 a + 3,67 72,21 a+4,82
Pl'j, Controle Oleoso 185,0 a £ 0,07 94,0 a+ 0,05 89,2a+ 31,38 50,12b+ 13,04 66,61 a+ 13,86
Metarril 194,7a + 0,04 945a+0,04 83,4 a+ 34,75 4781b+18,06 67,76 a+ 26,42

Dia Controle 180,2 a + 0,04 87,8a+0,02 96,5a+ 31,07 4743a+16,44  61,74a+ 18,98
+21  Controle Oleoso 168,9a+ 0,04 89,7a+0,04 88,7 a+ 32,22 49,722+ 11,38 67,89 a+ 8,32
Metarril 164,3 a + 0,05 80,2a+0,04 86,2 a+ 29,70 48,33 a+ 10,78 66,62 a + 13,28

_ Controle 162,2 a + 0,05 83,3a+0,04 91,5a+ 25,17 49,15a+ 12,00 66,92a+11,63
+D2'f, Controle Oleoso 182,1a+0,04 88,9a+0,03 83,1a+33,64 49,30 a + 11,27 62,98 a+ 12,32
Metarril 160,9 a + 0,04 90,4a+0,03 958a+12,59 55,54 a + 5,47 68,90 a + 8,48

Meédias seguidas da mesma letra, na mesma coluna e no mesmo dia, ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05) pelo teste de Student-
Newman-Keuls.
IPO: indice de Produgéo de Ovos (BENNETT, 1974); IN: indice Nutricional (BENNETT, 1974).



5 DISCUSSAO

O desenvolvimento e utilizagdo de produtos comerciais a base de fungos para o
controle de insetos e acaros tém aumentado substancialmente nas ultimas décadas em todo o
mundo. Entretanto, a maior parte destes produtos é desenvolvida para o controle de pragas da
agricultura, sendo um pequeno numero produzido para o controle de carrapatos (FARIA,;
WRAIGHT, 2007). Dentre estes, encontram-se o Metarril SP Organic e o Metarril, produtos a
base de esporos concentrados do fungo Metarhizium anisopliae desenvolvidos para o controle
de insetos que acometem plantacBes. Este é o primeiro trabalho a avaliar a agdo destes
produtos associados a 6leo mineral contra o carrapato Rhipicephalus microplus em testes in
vitro e in vivo. Com o presente estudo propls-se avaliar a acdo destes produtos sobre o
carrapato dos bovinos, pois se trata de produtos ja formulados, portanto de facil transporte,
armazenamento, manuseio e aplicacdo, além de serem produzidos em grande escala. Foi
adicionado 10% de 6leo mineral ao Metarril SP Organic e Metarril visando potencializar a
acdo do fungo sobre o carrapato, além de protegé-lo dos fatores abidticos ndo adequados para
o0 desenvolvimento fangico.

A primeira etapa do processo de infeccdo de fungos artropodopatogénicos é a
penetracdo ativa através da cuticula do artrépode, que se inicia com a germinacdo dos
conidios em até 24 horas (BITTENCOURT et al., 1999; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).
No presente estudo, os conidios do fungo M. anisopliae contidos nos produtos avaliados, que
foram formulados em 10% de 6leo mineral, apresentaram 100% de germinacao 72 horas ap0s
a incubacdo em meio de cultura BDA. Acredita-se que este atraso na germinacdo fungica
tenha ocorrido devido ao afastamento fisico entre os conidios e a superficie do meio de
cultura gerado pelo 6leo, ja que os conidios sdo englobados pelas micelas. Com o tempo, 0
6leo vai sendo absorvido e os conidios entram em contato com o meio de cultura, iniciando a
germinacdo. Polar et al. (2005) ao avaliarem o efeito de diferentes formulacdes sobre M.
anisopliae concluiram que as formulacdes de dleo de coco, parafina liquida e de Gleo
adjuvante emulsionavel de parafina liquida, possuem pouco efeito sobre a velocidade de
germinacdo dos conidios, ja que o percentual de germinacdo dos conidios formulados variou
de 86,0% a 91,6% ap0s 24 horas de incubacdo, e ap6s 48 horas de incubacdo este percentual
foi de aproximadamente 100% para a maioria das formulacdes. Estes resultados demonstram
a importancia de se avaliar o efeito dos constituintes das formulages sobre os conidios dos
fungos artropodopatogénicos, uma vez que podem retardar ou até mesmo inibir a germinacao.

Apesar do atraso na germinacdo em meio de cultura, acredita-se que os 06leos
utilizados como adjuvantes em formulacdes facilitam a adesdo dos conidios fungicos a
cuticula dos carrapatos, ja que esta apresenta caracteristica hidrofobica conferida pela sua
constituicdo (PRIOR et al., 1988; JENKINS et al., 1998). Desta forma, os conidios que sdo
suspensos somente em meio aquoso tém a adesdo a cuticula do hospedeiro dificultada. Os
conidios de alguns isolados fangicos também apresentam propriedade hidrofébica, o que
dificulta ainda mais a sua adesdo a cuticula do carrapato quando suspensos exclusivamente
em agua (PRIOR et al., 1988; JENKINS et al., 1998). Nos testes com variacdo de umidade do
presente estudo, a formulagéo oleosa de Metarril foi mais eficiente do que a suspensao aquosa
contra fémeas ingurgitadas do carrapato R. microplus, mesmo quando mantidas em umidade
relativa de 90%. A partir destes resultados sugere-se que, além da protecdo contra baixas
umidades, o 6leo mineral facilita a adesdo dos conidios a cuticula dos carrapatos, ja que
possui propriedade quitinofilica. Esta propriedade dos 0leos pode ter aumentado a afinidade
dos conidios hidrofébicos com a cuticula do carrapato, aumentando também a infectividade e,
consequentemente a viruléncia do isolado fungico.
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Outro fato que deve ser levado em consideracdo na explicacdo da superioridade da
formulacdo oleosa sobre a suspensdo aquosa observada no teste com diferentes umidades
relativas do presente estudo, é o melhor espalhamento de formulagdes oleosas em relacédo as
suspensOes aquosas. Esta afirmacéo é sustentada pelos resultados encontrados por Alves et al.
(2001), que observaram um melhor espalhamento de formulagdes contendo 6leos adjuvantes
emulsionédveis sobre superficies hidrofébicas quando comparadas a suspensdes a base de
agua. Este fato é explicado pela diminuicdo da tensdo superficial do liquido causada pelo
6leo, o que facilita o espalhamento dos conidios e a aderéncia dos mesmos sobre a cuticula do
hospedeiro. Desta forma, a proporcdo de conidios em contato com a cuticula do artrépode é
aumentada por formulagdes a base de 6leo, ja que um mesmo volume desta formulagdo tende
a se espalhar melhor do que um volume equivalente de uma suspensdo a base de agua
(ALVES et al, 2001).

A acdo dos fungos artropodopatogénicos é fortemente afetada pelos condicionantes
ambientais. A temperatura, a umidade relativa e a radiacdo solar sdo os fatores abidticos que
mais influenciam na viruléncia destes patogenos (ZIMMERMANN, 2007a), podendo
diminuir a eficacia e até mesmo inviabilizar a acdo dos fungos contra os artropodes em
condicdes extremas. Segundo Alves (1998), a umidade relativa atua nas fases de germinacéo,
penetracdo e disseminacao, além de ser importante para a reproducdo de algumas espécies
fangicas. Normalmente, os isolados do fungo M. anisopliae necessitam de umidade relativa
proxima a 100% para germinarem, o que dificulta o sucesso deste fungo no biocontrole de
artropodes em condi¢bes ambientais. No presente estudo, foram testadas suspensao agquosa e
formulac@o oleosa do produto Metarril, em diferentes condi¢fes de umidade relativa, com o
intuito de avaliar o desempenho deste produto nestas condi¢cGes e de demonstrar a acdo
protetora do 6leo mineral sobre os conidios fungicos em condigdes extremas, como baixa
umidade relativa do ar. Os resultados dos experimentos com variacdo de umidade relativa
confirmaram esta teoria, ja que a formulacdo de Metarril contendo 10% de 6leo mineral foi
capaz de alterar significativamente todos os parametros bioldgicos das fémeas do carrapato
dos bovinos, mesmo quando submetida a baixas umidades relativas (30 e 50%), diferente da
suspensdo fungica aquosa, que alterou os parametros biologicos das fémeas somente quando
mantida em umidades relativas mais elevadas (70 e 90%). Além disso, o percentual de
controle da formulacdo fungica oleosa foi alto nos quatro niveis de umidade relativa
avaliados, apresentando pouca variacao, o que demonstra que a formulacéo oleosa de Metarril
foi eficaz no controle do carrapato R. microplus inclusive em baixa umidade, diferente da
suspensdo fungica aquosa, que apresentou variacdo elevada no percentual de controle, sendo
este consideravelmente menor nos niveis mais baixos de umidade relativa avaliados.
Possivelmente, o 6leo mineral dificultou a dessecacdo dos conidios através da formacdo de
micelas que protegem o conidio e evitam a perda de agua para 0 ambiente, mantendo a
umidade relativa necessaria para o desenvolvimento fungico.

Os oleos atuam de diversas maneiras na protecdo e potencializacdo do desempenho dos
fungos no controle de artrépodes. Segundo Bateman et al. (1993) as formulacdes a base de 6leo
melhoram a viruléncia dos isolados fangicos através da diminui¢do da dependéncia de dgua em
ambientes com baixa umidade. Outra caracteristica importante dos oOleos utilizados como
adjuvantes em formulacbes é a capacidade de evitar a dessecacdo dos conidios sobre elevadas
temperaturas, diminuindo a evaporacdo e mantendo o ambiente Umido por mais tempo para
atender as necessidades hidricas exigidas pelos patdgenos (ALVES et al., 2000). Bateman et al.
(1993) observaram melhor desempenho do fungo M. acridum (M. flavoviride) quando
formulado em oOleo de semente de algoddo contra gafanhotos do deserto (Schistocerca
gregaria), em baixa umidade relativa (35% UR). Peng e Xia (2011) relataram um aumento na
viruléncia de M. anisopliae var. acridum formulado em 6leo, contra gafanhotos (Locusta
migratoria), ao adicionarem um diluente a formulacdo fingica, em baixa umidade relativa.
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Segundo estes autores, isto ocorreu, provavelmente pela diminuicdo da dependéncia de agua
dos conidios em ambientes com baixa umidade, mantendo a umidade necessaria para a
germinacdo e penetracdo do fungo no hospedeiro. Os resultados encontrados por estes
pesquisadores citados acima, em adicdo aos resultados apresentados no presente trabalho
fortalecem a teoria de que, os diferentes tipos de Oleos utilizados como adjuvantes em
formulagBes contra insetos e acaros protegem os fungos contra condi¢des ambientais ndo
favoraveis, como baixa umidade relativa do ar.

Inimeros trabalhos demonstraram a patogenicidade, in vitro, de fungos
artropodopatogénicos sobre diferentes espécies de carrapatos (BITTENCOURT et al., 1992;
REIS, et al.,, 2001; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008). Entretanto, poucos trabalhos
foram desenvolvidos testando a acdo destes patdgenos em condi¢cGes ambientais, sendo
importante para a consolidagéo de programas de controle microbiano avaliar a influéncia ndo
sO dos fatores ambientais, como também a relacdo fungo/carrapato/bovino nas condi¢es reais
nas quais todos estes fatores se encontram e atuam. Neste sentido, foram desenvolvidos testes
in vivo (testes de estdbulo e a campo) com o intuito de avaliar a acdo do produto Metarril SP
Organic sob a influéncia de todos estes fatores bidticos e abioticos encontrados no ambiente
que este produto sera utilizado para o controle microbiano do carrapato dos bovinos.

Com o teste de estabulo foi possivel observar que a formulacéo de Metarril SP Organic
contendo 10% de 6leo mineral foi eficaz na reducdo do numero de carrapatos de R. microplus
apos o tratamento dos bovinos. A eficacia média da formulacdo avaliada foi de 47,74%,
significando uma reducdo de quase 50% do numero de carrapatos em um periodo de trés
semanas com apenas uma aplicacdo do produto. Leemon et al. (2008), ao avaliarem o efeito
de uma formulacdo oleosa de M. anisopliae no controle de R. microplus em testes de estabulo,
observaram alta mortalidade de fémeas ndo ingurgitadas coletadas imediatamente ap6s o
tratamento dos bovinos e incubadas in vitro, além da reducdo significativa da massa de ovos
de fémeas coletadas nos trés primeiros dias ap6s o tratamento. Entretanto, estes autores
observaram pouco efeito da formulagdo fangica na contagem de carrapatos sobre 0s bovinos.
Os autores acreditam que a temperatura elevada do ambiente interferiu negativamente na
viruléncia dos fungos contra os carrapatos. Além disso, houve uma grande variacdo na
contagem de carrapatos entre 0s animais de um mesmo grupo, agravada pelo nimero reduzido
de animais (trés bovinos) por grupo utilizado por estes pesquisadores, o que pode ter
interferido na analise estatistica dos dados. A diferenca entre os resultados obtidos por
Leemon et al (2008) e os resultados observados no presente estudo pode ser devido a diversos
fatores, tais como as diferencas na metodologia utilizada tanto para o tratamento dos animais
quanto para a avaliacdo da eficacia, os diferentes isolados de M. anisopliae utilizados,
populacdes distintas do carrapato, racas dos bovinos, além da variacdo das condicdes
ambientais nos locais onde foram realizados os testes de estabulo.

O controle estratégico de carrapatos propde a concentracdo de banhos dos bovinos na
época desfavoravel ao desenvolvimento do carrapato na pastagem, sendo que o sistema
estratégico convencional é realizado com um tratamento com carrapaticida de contato a cada
21 dias ou menos (FURLONG; PRATA, 2005). No presente estudo, a formulacdo fangica
avaliada no teste de estdbulo obteve eficdcia média de 47,74% e causou efeito deletério nos
parametros bioldgicos das fémeas coletadas nos trés primeiros dias apdés o tratamento com
apenas um banho dos animais. No teste a campo, a formulacdo oleosa de Metarril avaliada
apresentou eficacia média de 75,09% banhando os animais duas vezes com um intervalo de
trés dias entre os banhos. Acredita-se que a eficacia do produto possa ser potencializada com
a elaboracdo de um protocolo de tratamentos, ou seja, estabelecer um determinado nimero de
banhos dos animais com a formulagdo fingica em um periodo de tempo. Esta teoria é
fortalecida pelos resultados obtidos por Kaaya et al. (2011) que, ao avaliarem o efeito de uma
formulacdo oleosa de M. anisopliae aspergindo-a uma vez a cada trés semanas durante um
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ano em bovinos infestados com os carrapatos Rhipicephalus evertsi evertsi e Rhipicephalus
(Boophilus) decoloratus, em condi¢fes de campo, observaram uma reducdo de até 83% da
populacdo de carrapatos. Alonso-Diaz et al. (2007) observaram eficacia entre 0 e 91,2% de
uma suspensdo de M. anisopliae ao banharem bovinos naturalmente infestados com R.
microplus a cada 15 dias durante dois meses, em condi¢cGes de campo. Estes resultados
corroboram a necessidade de se elaborar um protocolo de tratamento dos bovinos visando
potencializar a acdo das formulacGes fungicas para o controle de carrapatos in vivo.

A eficécia da formulagdo fungica avaliada nos testes in vivo aumentou no decorrer das
semanas apods os tratamentos dos bovinos. No teste de estabulo, a eficacia foi de até 50,22%
na primeira semana, aumentando na segunda semana (até 53,53%) e tendo um pico de 67,41%
na Ultima semana de avaliacdo. No teste a campo, a eficdcia comegou a aumentar
consideravelmente 14 dias ap6s o0 segundo tratamento, sendo de até 47,57, 69,01 e 90,53% na
primeira, segunda e terceira semana, respectivamente. Estes resultados indicam o efeito da
formulacdo fangica sobre os estagios adulto, ninfal e larval do carrapato, respectivamente,
presentes nos bovinos nos dias dos tratamentos, demonstrando que a formulacdo fungica
causou um efeito deletério maior nas larvas do que em ninfas e adultos presentes nos bovinos
nos dias dos tratamentos. Logo, um menor nimero de carrapatos foi coletado na ultima
semana do experimento (terceira semana ap6s 0s banhos), periodo no qual as larvas presentes
nos bovinos no dia dos tratamentos atingiriam o estagio adulto. Estudos anteriores
demonstraram a diferenca na susceptibilidade aos fungos artropodopatogénicos entre 0s
diferentes estagios de desenvolvimento dos carrapatos (CASTRO et al., 1997; KAAYA;
HASSAN, 2000; BAHIENSE et al., 2007; CAMARGO et al., 2012). Kaaya e Hassan (2000)
ao avaliarem o efeito de formulacGes oleosas de Beauveria bassiana e M. anisopliae sobre os
carrapatos Rhipicephalus appendiculatus e Amblyomma variegatum na pastagem observaram
mortalidade de 100%, 80-100% e 80-90% em larvas, ninfas e adultos, respectivamente,
demonstrando que o0s estagios imaturos de desenvolvimento sdo mais susceptiveis.

No teste de estdbulo, foram observadas alteracdes significativas nos parametros
biolégicos de fémeas coletadas nos trés primeiros dias ap6s o tratamento. Este fato deve ter
ocorrido devido ao maior contato das fémeas ingurgitadas com a formulacdo flngica neste
periodo, ja que com o passar do tempo, a concentracdo fungica em contato com os carrapatos
no corpo do animal tende a diminuir devido ao animal se lamber, se cogar e deitar-se no chéo,
retirando assim o produto. Bahiense et al. (2008), ao avaliarem o efeito da suspensdo de M.
anisopliae associada a deltametrina no controle do carrapato R. microplus em teste de
estabulo, também observaram alteracfes significativas nos parametros bioldgicos das fémeas
coletadas principalmente nos dois primeiros dias apos o tratamento. Leemon et al. (2008)
observaram 100% de mortalidade das fémeas dos carrapatos coletados imediatamente ap0s 0s
tratamentos com formulagdes oleosas de M. anisopliae, assim como reducéo significativa da
massa de ovos das fémeas coletadas nos trés primeiros dias apos os tratamentos, em teste de
estdbulo. No entanto, estes pesquisadores coletaram as fémeas para avaliacdo da mortalidade
e dos parametros bioldgicos direto do corpo dos bovinos, antes do total ingurgitamento e
queda ao chado. Ja no presente trabalho, as fémeas foram coletadas do ch&o das baias apos o
ingurgitamento total e desprendimento do corpo dos animais, sendo lavadas com &gua
corrente para remocdo de sujidades e fezes dos bovinos e secas em papel toalha para a
remocdo do excesso de agua. Este procedimento de lavagem e secagem das fémeas pode ter
removido parte dos conidios ainda presentes na superficie dos carrapatos e interferido na
avaliacdo do efeito da formulagdo fungica nos parametros biologicos deste artropode.

No teste a campo, ocorreu alteracdo significativa em apenas um dos parametros
biologicos avaliados, o indice de produgdo de ovos, e em um Unico dia, dia +14’ apds os
tratamentos, ndo havendo alteracao significativa nos demais parametros em nenhum dos dias
de coleta de carrapatos. Kaaya et al. (2011) observaram 93 e 100% de mortalidade de R. e.
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evertsi e R. (B.) decoloratus, respectivamente, ao banharem bovinos com formulacdo de M.
anisopliae acrescida de 20% de 6leo de girassol, em teste a campo. Entretanto, estes
pesquisadores coletaram os carrapatos do corpo dos bovinos imediatamente apos o tratamento
com a formulagéo fungica, diferente da metodologia utilizada no presente estudo, no qual 0s
carrapatos foram coletados nos dias +7, +14 e +21 ap0s cada tratamento. Apesar de o fungo
ter sido capaz de matar grande parte das larvas e ninfas presentes nos bovinos no momento
dos tratamentos, ja que houve uma diminuicdo consideravel do nimero de carrapatos no
grupo tratado com a formulacdo flngica, acredita-se que, com o passar do tempo parte do
fungo possa ter sido removida pelos animais ao se lamberem e deitarem, ndo atingindo assim
todos os carrapatos. Outro fator que pode ter influenciado neste resultado é a possibilidade de
reinfestacdo natural dos bovinos, ja que estes permaneceram soltos no pasto. Estas larvas que
possam ter subido nos animais apds os tratamentos, possivelmente tiveram menos ou nenhum
contato com a formulacdo fungica, quando comparadas as larvas presentes nos bovinos no
momento dos tratamentos. Sendo assim, tanto os carrapatos que sobreviveram ao tratamento,
guanto 0s que subiram nos animais ap0s os tratamentos foram coletados ja adultos para a
avaliacdo dos parametros biolégicos e ndo tiveram seu desenvolvimento afetado.

Em todos os experimentos desenvolvidos na presente tese foi possivel notar alguma
alteracdo, mesmo que pequena, no grupo controle oleoso quando comparado ao controle
aquoso. Camargo et al. (2012) e Nogueira (2014), ao avaliarem o efeito de suspensdes
aquosas e formulacdes oleosas do fungo M. anisopliae, também observaram alteracbes
significativas causadas pelo Oleo sobre os estagios de desenvolvimento do carrapato R.
microplus. Seria necessario fazer uma analise minuciosa de cada componente presente no 6leo
e, em seguida, avaliar o efeito destes constituintes sobre o carrapato para afirmar um possivel
efeito toxico. Além disso, acredita-se que o 6leo mineral possa interferir na fisiologia do
carrapato, atrapalhando na respiracdo cuticular das larvas e na respiracédo traqueal de ninfas e
adultos, obstruindo os espiraculos respiratérios. Foi possivel notar, durante 0s ensaios
bioldgicos, que o 6leo mineral também atrapalha a locomocdo dos carrapatos, principalmente
das larvas e ninfas, que ficam completamente presas nas gotas de 6leo, ndo conseguindo se
mover. Esta interferéncia do 6leo na fisiologia dos carrapatos pode ter acarretado nas
alteracdes observadas na mortalidade e parametros biologicos destes parasitos tratados
somente com o 6leo mineral.

No presente estudo ndo foram observadas reacdes adversas nos bovinos que pudessem
ser atribuidas ao tratamento com a formulacdo de M. anisopliae, sugerindo que a formulacéo
de Metarril SP Organic € segura para 0s bovinos. Estes resultados estdo em acordo com o
observado por Zimmermann (2007b), que concluiu que M. anisopliae é seguro e apresenta
riscos minimos para mamiferos e seres humanos. Os pesquisadores Kaaya et al. (2011) e
Alonso-Diaz et al. (2007) também néo relataram rea¢des adversas nos bovinos banhados com
as formulagdes de M. anisopliae.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as formulacbes de Metarril SP
Organic e de Metarril, acrescidas de 10% de 6leo mineral, apresentam eficacia para o controle
de R. microplus em laboratério e em condi¢cbes ambientais, podendo ser uma importante
ferramenta no controle deste carrapato. Entretanto, estudos a longo prazo, com mais de uma
aplicagdo desta formulagdo nos bovinos visando elaborar um protocolo de tratamento sdo
importantes para potencializar a acdo deste biopesticida, contribuindo para o controle
estratégico do carrapato R. microplus a campo.

48



6 CONCLUSOES

A suspensdo aquosa de Metarril é eficaz para o controle bioldgico de fémeas
ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus microplus em umidade relativa do ar acima de 70%,
em condigdes laboratoriais.

A formulacdo de Metarril acrescida de 10% de 6leo mineral é uma ferramenta
promissora para o controle biolégico de fémeas ingurgitadas de R. microplus, tanto em
umidade relativa alta (70 e 90%) quanto em umidade relativa baixa (30 e 50%), em condicGes
laboratoriais.

O produto Metarril SP Organic, acrescido de 10% de 6leo mineral é promissor para o
controle bioldgico do carrapato R. microplus, em teste de estabulo.

O produto Metarril SP Organic, acrescido de 10% de 6leo mineral é promissor para o
controle bioldgico do carrapato R. microplus, em teste a campo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, o principal entrave para a utilizacdo efetiva dos fungos
artropodopatogénicos no controle do carrapato dos bovinos é a diminui¢cdo ou até mesmo a
perda total da eficacia destes patdgenos quando submetidos as condi¢bes ambientais. Por isso,
0 maior conhecimento a cerca da acdo dos fatores abidticos sobre os fungos é de extrema
importancia para a elaboracdo de formulagdes que irdo proteger e viabilizar a utilizagdo destes
micro-organismos a campo.

Com o presente trabalho pdde-se confirmar os beneficios da adi¢cdo do 6leo mineral
como adjuvante a formulacdo de Metarril quando submetida a diferentes niveis de umidade
relativa do ar, em condic¢Ges laboratoriais. Estudos que avaliam a eficicia da formulacdo
oleosa de Metarril sob a interferéncia de outros fatores abioticos, tais como temperaturas
elevadas e a incidéncia de radiagdo UV sdo fundamentais e estdo sendo desenvolvidos no
Laboratorio de Controle Microbiano da UFRRJ. Com esses resultados espera-se aprimorar 0
conhecimento da acdo do 6leo mineral como adjuvante na formulacéo e sua a¢éo na protecao
dos fungos artropodopatogénicos, contribuindo assim para o desenvolvimento de uma
formulacéo efetiva no controle a campo do carrapato Rhipicephalus microplus.

Os testes de estadbulo e a campo desenvolvidos no presente trabalho mostraram que a
formulacédo oleosa de Metarril SP Organic apresenta potencial para o biocontrole do carrapato
dos bovinos. Entretanto, acredita-se que estudos mais longos, com um maior nimero de
banhos dos animais com o produto, inclusive testando diferentes concentragdes flngicas e do
adjuvante oleoso, sejam necessarios para se estabelecer o protocolo ideal de tratamento com
Metarril SP Organic a ser utilizado em um programa de controle biolégico do carrapato.
Outras questdes como avaliacdes de custo e até mesmo a aceita¢do do produto bioldgico pelos
produtores rurais serdo importantes para a futura comercializagédo e utilizacdo do produto a
base de fungos no controle do carrapato R. microplus.
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