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Rhipicephalus microplus is responsible for large economic losses in Brazilian
livestock. In order to control this arthropod, the indiscriminate use of chemical
products may be widely used, leading to damages to the environment, animals
and humans, besides contributing to the appearance of resistant tick popula-
tions. The use of chemicals associated with biological entomopathogens drives
an alternative to increase the effectiveness of tick control and reduce de da-
mage caused by the inappropriate use of chemicals. Accordingly, the aim of
the present study was to evaluate the efficiency of Metarhizium anisopliae and
cypermethrin association on immature stages of R. microplus ticks. The groups
were exposed by immersing the egg mass and larvae in 1 ml of fungal aqueous
suspension, cypermethrin solution, cypermethrin associated to the fungal sus-
pension and Tween 80 0.1% (v/v) (control). The biological parameters eva-
luated were: larval hatching percentage and larval mortality percentage. It
was observed that both the fungus in a low concentration (10° conidia mL")
or cypermethrin in a low concentration (25 ppm) were not able to change the
biological parameters in comparison to the control group. Despite this, when
associated the fungus at 10° conidia mL" with cypermethrin in a low concentra-
tion, together they were able to reduce larval hatching percentage and increase
mortality in comparison to the single use of fungus or cypermethrin. Accordin-
gly, it is concluded that the association of M. anisopliae with cypermethrin is a
promising alternative to control of immature stages of R. microplus.
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RESUMO. Rhipicephalus microplus é responsavel
por grandes perdas econdmicas na pecudria bra-
sileira. Com o intuito de controlar esse artrépode,
o uso indiscriminado de produtos quimicos é am-
plamente empregado, acarretando em prejuizos ao
meio ambiente, aos animais e humanos, além de
contribuir para o aparecimento de cepas de carra-
patos resistentes. Assim, o emprego de produtos
quimicos associados a entomopatdgenos surge
como uma alternativa para aumentar a eficacia do
controle de carrapato e reduzir os danos causados
pelo uso inapropriado de produtos quimicos. Desta
forma, o objetivo do presente estudo foi de avaliar
a eficiéncia da associacao de Metarhizium anisopliae
e cipermetrina sobre estagios imaturos de R. micro-
plus. O tratamento dos grupos foi realizado através
da imersao de ovos e larvas em 1mL de suspensao
aquosa do fungo, solucdo de cipermetrina, suspen-
cdo fangica associada a cipermetrina e um grupo
controle. Os parametros biol6gicos avaliados foram
o percentual de eclosao e o percentual de mortali-
dade das larvas. Observou se que o fungo quando
utilizado sozinho em menor concentragao (10° co-
nidios mL?) ou a cipermetrina também em menor
concentragao (25 ppm) ndo foram capazes de alterar
0s parametros biolégicos quando comparados ao
grupo controle. No entanto, a associagao do fungo a
10° conidios mL! com cipermetrina em menor con-
centracao, foi capaz de reduzir o percentual de eclo-
sao pela metade e causar o dobro de mortalidade
quando comparado ao uso do fungo e cipermetrina
isoladamente. Desta forma, conclui se que a asso-
ciagdo de M. anisopliae com cipermetrina é eficaz no
controle de estagios imaturos de R. microplus.

PALAVRAS-CHAVE. Artrépode, entomopatogeno,
produtos quimicos.
INTRODUCAO

O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus micro-
plus, é atualmente considerado um dos principais
agentes de parasitismo e causador de prejuizos a
pecudria brasileira. Este artrépode também é res-
ponsavel por significativas perdas econdmicas em
rebanhos de areas tropicais e subtropicais, sendo
um importante transmissor de patégenos e ainda,
ocasiona gastos na aquisicao de produtos quimicos
para seu controle, gerando um prejuizo de 3,24 bi-
lhoes de dolares por ano (Grisi et al. 2014, Zhang et
al. 2009).

Para o controle do carrapato, o uso de produ-
tos quimicos é amplamente utilizado. No entanto,
0 uso inconsciente tem contribuido para o apare-
cimento de cepas de carrapatos resistentes, além

de levar ao acimulo de residuos em produtos de
origem animal e a contaminacao ambiental (Patar-
royo 2002). Neste contexto, muitas pesquisas rea-
lizadas tém desenvolvido um controle alternativo
desse carrapato, almejando desta forma a diminui-
¢do dos efeitos maléficos de produtos quimicos aos
animais e ao meio ambiente. Dentre os métodos
mais utilizados no controle alternativo, os fungos
entomopatogénicos como o Metarhizium anisopliae
se destacam, devido a capacidade de penetragao
via cuticula e resultados significativos no controle
de diversos artrépodes (Samish & Rehacek 1999,
Fang et al. 2011).

Para aumentar a eficacia de produtos quimicos,
assim como a dos entomopatégenos, alguns estu-
dos tém-se baseado em avaliar compatibilidade en-
tre os mesmos. Em alguns casos, produtos quimi-
cos podem ser compativeis e serem utilizados com
o fungo entomopatogénico, o que aumenta a sua
eficiéncia (Moino & Alves 1998).

De acordo com Lourencdo et al. (1993), para o
controle de pragas na agricultura, os fungos po-
dem ser usados de forma isolada ou em associagdo
com outros métodos, como os inseticidas quimi-
cos (Wenzel et al. 2004) ou inseticidas naturais de
origem vegetal (Marques et al. 2004). No entanto,
poucos estudos foram realizados para se determi-
nar a compatibilidade entre fungos patogénicos
para carrapatos e carrapaticidas quimicos e sua
eficiéncia no combate a R. microplus. (Bahiense &
Bittencourt 2004), apesar dos beneficios do controle
associado.

A combinacao de M. anisoplize com produtos
quimicos tem sido considerada promissora em car-
rapatos resistentes (Webster et al. 2015). No entan-
to, poucos estudos tém demonstrado resultados sa-
tisfatérios em testes a campo ou até mesmo in vitro.
Neste contexto, o presente trabalho teve como ob-
jetivo a avaliagdo do efeito de M. anisopliae sozinho
ou associado a cipermetrina sobre ovos e larvas de
R. microplus em condi¢des de laboratério.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de Rhipicephalus microplus

Foram utilizadas fémeas ingurgitadas coletadas do
piso das baias de animais artificialmente infestados
e mantidos estabulados (aprovado pelo CEUA/IV/
UFRR]J, n. 23083.009241/2011-16), no municipio de Se-
ropédica, Rio de Janeiro. As fémeas ingurgitadas foram
lavadas em &gua corrente e imersas por trés minutos em
solucado de hipoclorito de sédio a 0,05% para que hou-
vesse a higienizacdo da cuticula. Posteriormente, as fé-
meas foram acondicionadas em placas de Petri e manti-
das em cadmaras climatizadas, sob temperatura de 27 +1°
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C e umidade relativa > 80%, para realizagdo de postura
para obtencao de ovos e larvas.

Teste de sensibilidade de Rhipicephalus microplus a
carrapaticidas

Foi realizado o teste de sensibilidade do carrapato
bovino a diversos carrapaticidas para se avaliar a sus-
ceptibilidade da populagdo estudada. As fémeas ingur-
gitadas foram enviadas para a EMPRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria) em Juiz de Fora,
Minas Gerais.

Manutencao da colonia de Metarhizium anisopliae
senso latu

Oisolado CG 148 de M. anisopliae s.1. foi mantido sob
condicdes controladas de temperatura e umidade (meio
batata-dextrose-agar, 25 + 1 °C e 280% de umidade rela-
tiva). CG 148 foi isolado de Deois flavopicta (Homoptera:
Cercopidae) em Goiania - GO em 1982 e foi cedido pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRA-
PA) Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF,
Brasil.

Preparo da suspensao fangica

O preparo da suspensao fungica de M. anisopliae s.1.
foi feito através de um raspado de conidios da superficie
do meio de cultura e suspensos em agua destilada esté-
ril e Tween 80 0,1%. Seguindo a metodologia de Alves
(1998), foi feita uma quantificacdo dos conidios através
de uma cadmara de Neubauer, ajustando a concentracao
em 10® conidios mL" para 20 mL de suspensédo e entdo
foram feitas as dilui¢des seriadas a 107 conidios mL" e
10° conidios mL™.

Preparo das solucdes de cipermetrina

As solugdes foram preparadas usando um produto
comercial composto do piretréide cipermetrina e se-
guindo as recomendacdes do fabricante para a concen-
tracao de 150 ppm. Duas solugdes (50 ppm e 25 ppm)
foram preparadas a partir da diluigdo da dose recomen-
dada pelo fabricante.

Preparo das suspensdes flingicas associadas a ciper-
metrina

No preparo das suspensoes, a cipermetrina foi dilu-
ida nas duas concentragdes (50 ppm e 25 ppm) e ap6s
a diluicao, os conidios foram raspados da superficie do
meio de cultura e suspensos na solucao de cipermetri-
na. Desta forma, obteve-se as seguintes concentragdes:
fungo na concentragdo de 107 conidios mL* associado a
cipermetrina 50 ppm e 25 ppm, assim como o fungo na
concentragdo de 10° conidios mL" associado a ciperme-
trina 50 ppm e 25 ppm.

Ensaio bioldgico com ovos

A massa de ovos obtidos até o décimo dia de postura
foi separada em aliquotas de 50 mg e acondicionadas em
tubos de ensaio devidamente vedados com algodao hi-
droéfilo. Para realizacdo do tratamento dos ovos, a mas-
sa de ovos foi imersa em um ml de suspensdo fungica

por trés minutos. Os grupos controle foram imersos em
agua destilada estéril acrescida de Tween 80 0,1% (v/v)
por 3 minutos. Apds o tratamento, os tubos foram acon-
dicionados em camaras climatizadas (UR= 80% e T 27 £
1°C). Como parametro de avaliacao, foi observado dia-
riamente o percentual de eclosdo das larvas.

Ensaio biolégico com larvas

Tubos de ensaio contendo 50 mg de ovos de R. micro-
plus foram mantidos em cadmara climatizada até a com-
pleta eclosao das larvas. O tratamento ocorreu no 15° dia
apo6s o inicio da eclosdo das larvas e a metodologia uti-
lizada para a exposigdo das larvas foi a mesma descrita
para o ensaio bioldgico com ovos. A estimativa do per-
centual de mortalidade das larvas foi observada a cada
cinco dias apds a realizacao do tratamento das mesmas.

Analise estatistica

Os dados seguiram o teste de normalidade de Sha-
piro-wilk e foram classificados como dados ndo para-
métricos (percentuais de eclosdo e de mortalidade das

N

larvas), desta forma, foram submetidos a andlise de
Kruskal-Wallis, seguida pelo teste Student-Newman-
-Keuls (SNK) para comparacao entre as ordenagdes mé-
dias, com nivel de significancia de 5% (Sampaio 2002).

RESULTADOS

Viabilidade fangica

Através da andlise de viabilidade fangica, foi
possivel observar que o fungo estava viavel quan-
do utilizado sozinho ou quando associado a ciper-
metrina, tendo demonstrado um percentual de ger-
minagdo superior a 99% apos 24 horas em ambos
0S Casos.

Ensaio Biolégico

Ovos. Os resultados referentes ao bioensaio
com ovos estdo representados na tabela 1. O per-
centual de eclosdo das larvas no tratamento com M.
anisopliae s.1. a 10° conidios mL™" foi inferior quando
comparado ao grupo controle, assim como o trata-
mento efetuado apenas com o fungo a 10” conidios
mL". O percentual de eclosao larval dos tratamen-
tos do fungo a 10° e 107 conidios mL* também foi
inferior quando comparados aos grupos tratados
apenas com cipermetrina a 25 e 50 ppm. O per-
centual no grupo tratado com a associagdo de M.
anisopliae s.1. 10° conidios mL™* com cipermetrina a
25 ppm foi inferior ao percentual do grupo tratado
apenas com cipermetrina a 25 ppm. O tratamento
com cipermetrina a 25 ppm e a 50 ppm foram es-
tatisticamente iguais quando comparados entre si.
No entanto, a associagdo do fungo a 10° conidios
mL* com cipermetrina a 50 ppm foi estatisticamen-
te igual quando comparada ao grupo controle. O
grupo da associacao do fungo a 107 conidios mL*!
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Tabela 1. Valores do percentual de eclosao das larvas a partir
do tratamento de ovos de Rhipicephalus microplus com o fungo
Metarhizium anisopliae nas concentragdes 10° e 107 conidios mL?,
cipermetrina a 25 e 50ppm, além de um grupo controle, utilizados
isoladamente ou associados. Os experimentos foram conduzidos
a temperatura de 27 +1 °C e umidade relativa > 80%.

Tratamentos Percentual de Eclosado
CTR Aquoso 97,5 +2,072

Ma 10° 69,3 +15,1%

Ma 107 29,5 +19,5¢

Cip 50 94,6 +4,1°

Cip 25 98,5+1,3*

Ma 10° + Cip 25 20,0 + 21,68

Ma 10° + Cip 50 93,5+ 6,16

Ma 107 + Cip 25 61,25 + 21,67

Ma 107 + Cip 50 77,5 + 23,75

(*) Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem en-
tre si (p 20.05).

Tabela 2. Valores do percentual de mortalidade de larvas de
Rhipicephalus microplus com o fungo Metarhizium anisopliae nas
concentra¢des 10° e 107 conidios mL", cipermetrina a 25 e 50
ppm, além de um grupo controle, utilizados isoladamente ou
associados. Os experimentos foram conduzidos a temperatura
de 27 +1 °C e umidade relativa > 80%.

Tratamentos Percentual de Mortalidade

Dia 5 Dia 10 Dia 15
CTR Aquoso 0,0 £0,00° 0,3 +0,48 04+0,51°
Ma 10° 1,5+1,9® 18,5 +£11,55* 34,28 £ 11,33
Ma 107 5,8 +5,18% 86,4 +17,56 97,7,0 + 2,98
Cip 50 39,1, £ 27,15 80,0 + 7,74b¢ 84,0 £ 6,99
Cip 25 8,3 +7,18¢ 24,0 + 8,3* 25,5 + 12,86
Ma 10° + Cip 25 22,0 + 21,23« 88,5 + 6,25 88,5 + 6,25
Ma 10° + Cip 50 33,00 + 14,94 97,8 1,93 97,8 £ 1,93
Ma 107 + Cip 25 32,00 +19,32¢ 97,4 + 2,06 97,4 £ 2,06
Ma 107 + Cip 50 61,0 £12,86° 100,00 £ 0,00¢ 100,00 + 0,00°

(*) Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem en-
tre si (p 20.05).

com cipermetrina a 25 ppm e do fungo a 107 coni-
dios mL* com cipermetrina a 50 ppm nao diferiram
estatisticamente entre si e ainda foram estatistica-
mente iguais quando comparados ao grupo tratado
apenas com o fungo a 10° conidios mL™.

Larvas. Os resultados referentes ao bioensaio
com larvas estdo representados na tabela 2. No bio-
ensaio com larvas, o percentual de mortalidade do
grupo tratado apenas com o fungo na concentracao
de 10° conidios mL™" foi estatisticamente similar ao
grupo controle. No tratamento com o fungo a 107
conidios mL?, o percentual de mortalidade foi su-
perior quando comparado ao grupo controle e ao
grupo tratado apenas com o fungo a 10° conidios
mL". O percentual de mortalidade do tratamento
do fungo a 10° conidios mL" foi estatisticamente
igual quando comparado ao grupo tratado apenas
com cipermetrina a 25 ppm, no entanto, o grupo

tratado com cipermetrina a 25 ppm obteve um
percentual inferior quando comparado ao grupo
tratado apenas com o fungo a 10”7 conidios mL*. O
grupo tratado apenas com cipermetrina a 50 ppm
obteve um percentual de mortalidade estatistica-
mente igual quando comparado ao grupo tratado
com cipermetrina a 25 ppm, ao fungo a 10° conidios
mL?! e a associacao do fungo a 10° conidios mL"*
com cipermetrina a 25ppm. O grupo da associagao
do fungo a 10° conidios mL? com cipermetrina a
50ppm, o grupo da associacao do fungo a 107 co-
nidios mL" com cipermetrina a 25ppm e do fun-
go a 107 conidios mL* com cipermetrina a 50ppm
nao diferiram estatisticamente entre si e ainda fo-
ram estatisticamente iguais quando comparados
ao grupo tratado apenas com o fungo a 107 coni-
dios mL™. Desta forma, a associacdo entre o fungo
M. anisopliae na concentracao de 106 conidios mL™"
com cipermetrina a 25ppm, foi capaz de aumentar
a eficiéncia sobre larvas de R. microplus quando o
fungo e a cipermetrina nas mesmas concentragoes
foram utilizados isoladamente.

DISCUSSAO

Nos ultimos anos, diversos foram os estudos
divulgados envolvendo Metarhizium anisopliae s.1.
como bioagente para controle de ectoparasitas (Ka-
aya et al. 2011, Perinotto et al. 2012, Camargo et al.
2016). Embora tenha sua acdo comprovada, ainda
ndo hd um protocolo considerado eficiente e sus-
tentavel para os sistemas de producdo. De maneira
geral, a eficicia de um fungo por vezes pode ser
comprometida por diferentes fatores como ausén-
cia de nutrientes, baixa umidade, radiacio ultravio-
leta, temperatura, pH, entre outros (Lovett & St Le-
ger 2015). Por este motivo, estudos que envolvam a
formulagao (Camargo et al. 2012) ou o sinergismo
com produtos quimicos (Bahiense et al. 2008) po-
dem ampliar a eficiéncia do controle biolégico.

Neste contexto, amplas sdo as pesquisas reali-
zadas para produzir ou mesmo associar moléculas
quimicas entre si como tentativa de aumentar a efi-
cacia do controle de R. microplus. Piretréides sinté-
ticos como a cipermetrina ainda figuram como um
dos compostos mais utilizados, tendo alguns estu-
dos envolvendo sua resisténcia registrada ao redor
do mundo (Sharma et al. 2012, Rodriguez-Vivas et
al. 2013, Singh et al. 2014).

Para uma associacgdo eficiente, todavia, os com-
postos quimicos devem apresentar minimos ou de
preferéncia nenhum efeito deletério ao desenvolvi-
mento fangico. Alguns autores demonstraram que
a deltametrina e o clorpirifés podem atuar atrasan-
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do a germinacdo do fungo ou até mesmo inviabili-
zando o mesmo (Mohamed et al. 1987, Batista Filho
et al. 2001). O presente estudo que avaliou de for-
ma individual e associada a agdo de subdosagens
de M. anisopliae s.l. e cipermetrina nao observou
influéncia na germinacdo do isolado fangico apds
adicao do produto quimico. Webster et al. (2015)
também demonstraram em condi¢des laboratoriais
que a associacao entre fungo e cipermetrina + clor-
pirifés ndo influenciou na viabilidade fangica e
nem no tempo de germinacao.

Em testes de compatibilidade in vitro, resultados
como os obtidos por Bahiense et al. (2006) reporta-
ram um aumento de até 70% da eficiéncia da delta-
metrina para larvas de R. microplus quando associa-
da a suspensao de M. anisopliae na concentragao de
107conidios mL". No presente estudo foi possivel
demonstrar que a concentracao do fungo a 10° co-
nidios mL" ja foi capaz de causar um efeito aditivo
para o mesmo estagio evolutivo quando este foi
associado a subdosagens de cipermetrina, gerando
uma mortalidade larval de aproximadamente 88%.
O fungo na menor concentra¢do quando associado
a menor concentracdo de cipermetrina utilizada foi
capaz de aumentar em cerca de 60% a mortalida-
de de larvas, quando comparados com a utilizagao
isolada dos compostos, demonstrando assim a efi-
cdcia da associacdo no controle de estagios imatu-
ros de R. microplus.

A resposta imune (humoral e celular) é estimu-
lada a partir do contato direto do hospedeiro com
produtos téxicos ou mesmo agentes biologicos. A
baixa toxicidade advinda do uso de subdosagens
de cipermetrina pode ter retardado a morte do
hospedeiro, desencadeando uma resposta imuno-
l6gica imunossupressiva capaz de facilitar a agao
de agentes infecciosos como Metarhizium anisopliae.
Tais achados corroboram com a literatura que relata
que o uso da combinacdo de fungos com produtos
quimicos em baixas concentra¢des pode favorecer o
aumento da viruléncia do fungo (Hiromori & Nishi-
gaki 2001). No entanto, pouco ainda se conhece so-
bre este efeito associativo. Mais estudos sao neces-
sdrios para avaliar como a resposta imune celular e
também a humoral auxiliam na eficicia de agentes
biolégicos utilizados no controle de artrépodes.

A resisténcia aos carrapaticidas quimicos pode
ter relacdo direta com a eficdcia das associacgdes.
Para fungos entomopatogénicos, estudos ja foram
reportados em literatura relatando existir diferen-
ca de susceptibilidade entre as populagdes distintas
de carrapatos (Perinotto et al. 2012). A sensibilidade
da populagdo utilizada foi previamente confirmada

através de testes in vitro realizados pela EMBRAPA,
registrando eficacia de 100% do produto sobre fé-
meas ingurgitadas de R. microplus. Na sequéncia, os
ensaios realizados neste experimento demonstra-
ram que os ovos e as larvas advindas desta mesma
populacao também podem ser considerados sensi-
veis a cipermetrina, visto que a dosagem indicada
pelo fabricante era de 150 ppm e a subdosagem de
50 ppm foi capaz de causar redugdo na eclodibilida-
de de ovos (em torno de 94%) e alta mortalidade de
larvas (cerca de 80%) quando testada em isolado.
Porém, quando associado a M. anisopliae, apoés dez
dias de tratamento, a eficacia aumentou cerca de 2,6
vezes em comparacao a da menor concentragdo de
cipermetrina. Para estudos que avaliaram associa-
¢oes em populacdes resistentes, foram necessérias
maiores dosagens de produto quimico e de fungo
para a observagdo de efeitos sinérgicos (Bahiense
et al. 2006, Webster et al. 2015). Por este motivo,
acredita-se que para o estudo do uso de associagdes
seja necessdrio que se conheca anteriormente a sus-
ceptibilidade da populacao através da realizagdo de
testes in vitro, para posteriormente determinar qual
a concentracdo ideal de produto quimico e de M.
anisopliae a ser utilizada.

Estes resultados sao promissores para o controle
de carrapatos, tendo em vista a grande aplicabilida-
de do uso conjugado de compostos quimicos e bio-
l6gicos. Futuros estudos devem ser realizados com
outras fases de vida do carrapato com o objetivo de
avaliar melhor a associacdo de acaricidas quimicos e
fungos proporcionando o desenvolvimento de uma
estratégia de controle mais vidvel para carrapatos.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos com o presente es-
tudo, é possivel concluir que a associacdo de M.
anisopliae s.1. na concentragdo de 10° conidios mL"*
com cipermetrina a 25 ppm foi eficaz no controle
de estagios imaturos de R. microplus. Desta forma,
este tipo de associacdo pode ser promissor como
alternativa no controle deste artrépode.
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