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INTRODUGAO

Rhipicephalus microplus, conhecido popularmente como carrapato-do-boi, esta am-
plamente distribuido no mundo. O carrapato bovino pode ser encontrado nas diversas
regioes do Brasil, sendo o controle deste ectoparasita realizado principalmente por meio
de produtos quimicos. Um dos principais entraves neste método de controle ¢ a capa-
cidade que o parasita tem em adquirir resisténcia aos tratamentos aplicados (controle
quimico), dificultando o controle do parasita.

Este carrapato causa prejuizos diversos a produc¢do da cadeia bovina nacional, sendo
responsavel por danos diretos (perda de peso, diminui¢dao na producao de leite, danos
no couro, transmissao de patogenos) e indiretos (aquisicao de acaricidas e mao-de-obra
para aplicacdo dos produtos), somando perdas da ordem de 3,24 bilhoes de dolares ao
ano (GRISl et al., 2014).

As principais bases quimicas utilizadas atualmente no controle do carrapato sao:
organofosforados, piretréides, aminidinicos, lactonas macrociclicas, fenilpirazois (fipro-
nil) (FURLONG:; PRATA, 2000) e o fluazuron (inibidor do crescimento).

A presenca da resisténcia ¢ constatada em todo mundo desde meados do século 20,
sendo o Brasil um dos paises com maior numero de classes apresentando a condi¢do de
resisténcia por parte dos carrapatos.

Dentre as principais causas da resisténcia, temos a aplicacdo inadequada dos pro-
dutos quimicos e 0 aumento no grau de sangue taurino, o que, geralmente, confere
menor tolerancia as infestacoes (ARANTES et al., 1995). Atualmente, no Brasil, ja se
tem relatos de resistencia a basicamente todas as classes de acaricidas, incluindo cepas
multirresistentes (RECK et al., 2014; HIGA et al., 2015).

Diante de tal situagao, a necessidade de busca por novas metodologias de controle
tém chamado a aten¢ao das industrias nos ultimos anos, uma vez que estudos para
desenvolver novas moléculas com acéo acaricida sao altamente onerosos. Dentre as for-
mas de controle alternativo podemos citar: vacinas, produtos fitoterapicos e a utilizacao
de microrganismos, controle este conhecido como microbiolégico (bactérias, nematoi-
des e fungos entomopatogénicos).

Nesse capitulo daremos foco principalmente aos fungos Metarhizium anisopliae
e Beauveria bassiana que, entre os entomopatogénicos, sao os mais estudados
(FERNANDES et al,, 2012) e que exercem grande capacidade de controle desses artro-
podes, principalmente quando testados em condicoes laboratoriais.

USO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

O termo entomopatogénico ¢ empregado a alguns organismos que possuem a capa-
cidade de causar patogenia a um hospedeiro, geralmente insetos, nos quais a utilizacao
deste fungo ¢ amplamente conhecida e empregada como inseticidas. A acdo inseticida
se da por meio da liberacdo de toxinas e outras substancias (ALMENARA, 2011).

Alguns fungos atuam de forma mecanica, penetrando na cuticula do hospedeiro e
lesando tecidos internos do carrapato sem, necessariamente, demonstrarem preferéncia
por orificios naturais (anus, orificio genital e o espiraculo respiratorio) (BI1TENCOURT
etal., 1999; GARCIA et al., 2004).
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Para o controle de carrapatos, os fungos M. anisopliae e B. bassiana sao os mais estu-
dados (FERNANDES et al., 2012).

Um dos grandes problemas no uso de fungos como acaricidas ¢ a influéncia de fa-
tores abioticos (temperatura, radiacao solar e umidade), reduzindo a persisténcia dos
conidios e consequentemente diminuindo a eficacia (RANGEL et al., 2004; BRAGA et
al,, 2002).

Um dos fatores que auxiliam na eficacia dos fungos entomopatogénicos € o tipo de
pastagem. Basso et al. (2005) aplicaram a calda contendo cultura de M. anisopliae em
canteiros com gramineas das espécies Brachiaria brizantha e Cynodon spp., que infesta-
ram previamente com larvas de R. microplus. Estes autores consideraram os resultados
satisfatorios para o controle de larvas em pastagens, com eficicia mais acentuada em
pastagens de Cynodon spp. A maior eficacia no capim Cynodon spp. se deve ao tipo de
microclima provido, uma vez que o crescimento do tipo estoldo favorece a retengdo de
umidade no solo (SAUERESSIG, 1994).

Garcia et al. (2011) avaliaram a eficacia de M. anisopliae em pasto de Brachiaria
decumbens e também por meio de bioensaios in vitro (teste de imersao com teledginas
de R. microplus). O pasto tratado foi pulverizado a cada 21 dias com suspensao coni-
dial aquosa de M. anisopliae, somando um total de 12 aplicacoes, doze animais foram
mantidos na pastagem durante as pulverizagoes. Neste estudo, nao houve diferenca
estatistica significativa na contagem de larvas no pasto tratado e tele6ginas nos animais,
em comparacao com o pasto controle que foi pulverizado com o veiculo da suspensio,
sendo a eficacia comprovada apenas nos testes de imersao.

A toxina ‘destruxina A, produzida pelo fungo M. anisopliae, foi utilizada isolada-
mente para o tratamento dos carrapatos por Golo et al. (2011). A producao dessa toxina
parece estar ligada a viruléncia de M. anisopliae (PAL et al., 2007), mas nao foi encon-
trado nenhum efeito sobre as tele6ginas ou mesmo sobre seus parametros reprodutivos.

Quinelato et al. (2012) selecionaram trés cepas de M. anisopliae dentre 30 isolados
provenientes de todo Brasil, mostrando eficicia de até 100% em algumas cepas nos
testes in vitro no vigésimo dia p6s tratamento. lal achado constitui fato importante
para o desenvolvimento de formulacées que apresentem viruléncia direcionada para o
controle de R. microplus.

Monteiro et al. (2013) realizaram estudo na tentativa de otimizar a eficacia de fun-
gos utilizando nematoides também entomopatogénicos. Nematoides (Heterorhabditis
bacteriophora HP88 e Heterorhabditis indica LPP) e fungos (Metarhizium anisopliae 1BCB
116 e Beauveria bassiana ESALQ 986) foram testados separadamente e em conjunto. km
condicoes in vitro os autores encontraram eficacia parcial dos fungos (31% a 55%) e dos
nematoides isoladamente (90%). O uso conjunto dos patégenos alcancou eficacia de
100%, sendo um importante achado para futuros testes no campo e para o desenvolvi-
mento de novas tecnologias.

Diante dos avancos nas pesquisas, o interesse na producdo de formulacoes comer-
ciais tem aumentado muito por parte das industrias. Algumas formulacoes baseadas
na acdo de fungos entomopatogénicos ja podem ser encontradas, porém sua grande
maioria foi desenvolvida para controle de pragas agricolas (FARIA; WRAIGH L, 2007).

Camargo et al. (2014) realizaram o primeiro teste com uma formulacao comercial, o
Metarril SP organico. Neste estudo, foram utilizados tres litros da formulacao fungica
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em cada bovino infestado com larvas de R. microplus. O tratamento apresentou aumento
gradual na eficacia durante o decorrer do experimento, alcancando 67,39% na terceira
semana. Outra informacado importante no estudo envolve a auséncia de reacoes adver-
sas nos bovinos por efeito do tratamento.

Um fator que pode auxiliar na acao dos fungos ¢ a utilizacao de oleos de origem
vegetal na solucao de agua e suspensao conidial (SAMISH et al,, 2014). Esses autores
utilizaram o Metarhizium brunneum contra o carrapato Rhipicephalus annulatus, encon-
trando resultados significativos na variavel ‘eclodibilidade’ das larvas em tratamentos
contendo o ¢leo.

Os autores acima realizaram também teste em baldes, encontrando diferenca signi-
ficativa entre populaces de carrapatos tratados e ndo tratados no verdo e no inverno
com o referido fungo. Na estacdo do verdo, 93% das femeas expostas aos fungos morre-
ram em uma semana, e no inverno, a eficacia caiu para 62.2% em trés semanas. Essas
informacoes somam importantes relatos para a formulacao de produtos comerciais e
futuros testes no campo.

Em um trabalho realizado na China, Sun et al. (2013) comprovaram também a efi-
cécia do fungo B. bassiana no controle do carrapato bovino. Em condi¢oes laboratoriais
foi comprovada a acao patogénica de tres isolados do fungo, nas concentracoes de 107,
10% e 10° conidios/mL, constituindo mais uma importante alternativa como forma de
controle e objeto de futuros estudos para testes no campo.

O patogeno B. bassiana, juntamente com M. anisopliae também foi testado em nin-
fas de Amblyomma cajennense. Os relatos foram feitos por Lopes et al. (2007), que
utilizou Boveril WP PL63 e Metarril SC 1037. O produto a base de B. bassiana foi
testado nas concentracoes de 2x107 e 4x107 conidios/mL (4.000 e 8.000g p.c./100L,
respectivamente) e o produto a base de M. anisopliae nas concentracoes de 1x107,
1,5x107, 2x107, 3x107 e 5x107 conidios/mL (1.000; 1.500; 2.000; 3.000 e 5.000 mL
p.c./100L, respectivamente). O tratamento a base de B. bassiana atingiu 40% apenas
na formulagdo com maior concentragéo, enquanto que o produto a base de M. aniso-
pliae atingiu até 100% de eficacia apos seis dias de tratamento, nas duas formulacoes
com maiores concentragoes.

Mais recentemente, Webster et al. (2015) avaliaram a utilizacao do M. anisopliae as-
sociado com produtos acaricidas. Diversas formulacoes de acaricidas foram diluidas de
acordo com a indicacdo comercial. Cada composto acaricida foi adicionado as suspen-
soes de M. anisopliae (concentracdo final de 1 x 10% conidios/mL) e deixados em contato
por oito diferentes intervalos (1, 5, 10, 24, 48, 72, 96 e 120 horas).

‘Todos os acaricidas testados por Webster et al. (2015) (amitraz, cipermetrina, dia-
zinon, cipermetrina + clorpirifés + butéxido de piperonila) reduziram a viabilidade
dos fungos em pelo menos um dos tempos, com excecdo da formulacio cipermetrina
+ clorpirifos.

Os autores acima realizaram ainda experimentagdo no campo, utilizando 20 bovi-
nos (Bos taurus taurus) com os seguintes tratamentos: formulacéo acaricida (cipermetri-
na + clorpirifos); suspensao conidial de M. anisopliae; formulacéo acaricida + suspensao
conidial; grupo controle sem tratamento. Nao houve diferenca estatistica nos tratamen-
tos com acaricida e suspensao conidial isoladamente (71.1% e 56.3%, respectivamente),
porém a associacdo entre os dois produtos apresentou 97.9% de eficacia.
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Protocolo utilizado experimentalmente para obtencao da suspensao
de conidios puros do fungo M. anisopliae visando o controle do
carrapato R. microplus na pastagem

¢ O fungo M. anisopliae pode ser cultivado em placas de Petri contendo como subs-
trato um mistura de batata, dextrose e agar (BDA), mantida em estufa a 27 + 0,5 °C,
sem fotoperiodo (na auséncia de luz).

¢« Recuperacdo da viruléncia do fungo: a partir de placas colonizadas, pode-se realizar
bioensaios para recuperacao da viruléncia do isolado. Recomenda-se utilizar trés
grupos de dez féemeas de R. microplus ingurgitadas. Para tal ¢ empregado o leste de
Imersao de Adultos(11A), onde as teledginas sao imersas na suspensao conidial do
fungo na concentracdo de 10® conidios/mL, durante trés minutos. O mesmo pro-
cedimento deve ser aplicado no grupo testemunha ou controle, no qual ¢ utilizado
apenas o veiculo da suspensao.

¢« Apo6s a morte das fémeas e extrusdo do patégeno, o fungo é reisolado em placas de
Petri contendo o meio BDA.

¢« Este processo ocorre até que a acao do fungo sobre as teledginas alcance um percen-
tual de eficacia (morte) maior do que 90%.

« Posteriormente o fungo é novamente reisolado e a cultura pura ¢ destinada a uma
empresa especializada na producao em massa do fungo, segundo metodologia des-
crita por Leite et al. (2003).

« A producdo se da em sacos contendo 1 kg de arroz seco com o fungo crescido, os
quais sao mantidos a —20 °C até o momento do uso.

Preparo da suspensao conidial

¢« Aproximadamente dois dias antes da data da pulverizagéo, coleta-se uma amostra
dos sacos de arroz com o fungo, para formar amostras menores. Para tanto, desta
amostra se coleta aliquotas de 1 g que sdo transferidas em tubos de ensaio contendo
nove mL de solugdo de Iween 80. Apos vigorosa agitacdo em agitador elétrico de
tubo para separar os conidios do arroz e desagregar as cadeias de conidios, faz se
a contagem em camara de Neubauer para determinacao da quantidade de conidios
por grama de arroz.

¢ Estas mesmas suspensoes sao usadas para determinacao da viabilidade dos coni-
dios, segundo metodologia descrita por Marques et al. (2004).

¢« No dia da pulveriza¢io, os sacos de estocagem do fungo sao retirados do freezer e
colocados em geladeira para descongelar. Cerca de 3 a 4 horas antes da pulverizagao
o arroz de cada saco (1 kg) ¢ transferido para um saco de plastico com capacidade
para cinco litros. Estes sacos recebem trés litros de solugao aquosa de Iween 80%
a 0,1% (v/v), sendo, em seguida, submetidos a uma vigorosa manipulacdo externa
para separacdo dos conidios do arroz e desagregacao das cadeias de conidios (Figura
9.1). Logo ap6s, a suspensao obtida é coada em pano fino de algodao para evitar o
entupimento do bico do pulverizador durante a aplicacao (Figura 9.2).

¢« As suspensoes de cada saco de arroz sio misturadas e diluidas em agua para ob-
tencao da suspensao conidial a ser pulverizada na pastagem (Figura 9.3). Coleta-se,
entao, uma aliquota da suspensao para determinar a sua concentra¢cao em camara
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de Neubauer e, concomitantemente, para avaliacao da atividade do fungo “in vitro”.
Essa verificacdo é importante na determinacdo de eventual necessidade de correcao
da quantidade de conidios a ser pulverizada.

Aplicacao da suspensao

¢ Sao utilizados em meédia cinco a seis quilogramas de arroz com o fungo, para pro-
duzir 400 L de suspensdo conidial, que é a quantidade suficiente para pulverizar em
média 66,7 mL de suspensdo por metro quadrado de pastagem.

FIGURA 9.1.

FIGURA 9.2.
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¢ Em pastagens nas quais ¢ possivel o uso de trator a aplicacao ¢ realizada com pul-
verizador de barra, com bico tipo conico, a 50 cm de altura do solo (Figura 94). E
recomendavel que as pulverizacoes sejam efetuadas a partir das 17 horas, em dias
nublados, ou no inicio da manha. Durante o horario de verdo pulverizar depois das
18 horas. A aplicacdo também pode ser feita por avices agricolas, quando a pasta-
gem for muito extensa e/ou nao permitir o uso de tratores.

Acondicionamento
da suspensao de Metarhizium
anisopliae para transportar até
o local da pulverizacao.

Foto: Marcos Valério Garci

Aplicacdo
da suspensao conidial de
Metarhizium anisopliae
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