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RESUMO

A eficacia do fungo filamentoso Metarhizium anisopliae para controle de carrapatos foi
evidenciada em varios experimentos in vitro, entretanto, hd poucos relatos de ensaios em
condigdes de campo para demonstrar a real aplicagdo do controle biologico. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a eficdcia de M. anisopliae no controle de
Rhipicephalus microplus em condi¢cdes de laboratério e de campo associado ou ndo a
acaricidas quimicos, utilizando bovinos. Inicialmente, foi avaliada a compatibilidade de M.
anisopliae (cepa E6) em ensaio in vitro com cinco produtos comerciais contendo: amitraz,
cipermetrina, clorpirifés e duas associacdes de piretrdides sintéticos e organofosforados
(PS+OF). Em geral os acaricidas apresentaram pouco efeito na viabilidade do fungo.
Quando M. anisopliae foi associado ao amitraz e a clorpirifés, ocorreu diminui¢do na
viabilidade em aproximadamente 63% e 67% a 48 e 96 horas ap6s a mistura,
respectivamente. A eficacia de M. anisopliae (cepa E6) também foi avaliada sobre uma
cepa de R. microplus multiresistente a acaricidas. Foram realizados experimentos in vitro e
em condigdes de campo, utilizando o fungo isoladamente ou em associacdo com um
acaricida comercial de pulverizacdo em bovinos infestados com a cepa Jaguar (de R.
microplus resistente a carrapaticidas). Para os ensaios a campo, vinte bovinos foram
divididos em quatro grupos (n = 5): (i) o grupo tratado com acaricida; (ii) o grupo tratado
com o fungo, (iii) o grupo tratado com a associacdo de fungo + acaricida, e (iv) o grupo
controle (ndo tratado). Os animais foram separados em piquetes com animais naturalmente
infestados e também com infesta¢do experimental com a cepa Jaguar. Em cada infestacao
foram utilizadas 20.000 larvas de R. microplus, aplicadas em trés semanas a -21, -14 e -7
dias antes do primeiro tratamento e uma semana depois de cada tratamento. Os animais dos
grupos tratados foram pulverizados com o fungo na concentragdo de 10° conidios/mL com
intervalo de 21 a 28 dias sendo realizados sete tratamentos. Desde o primeiro tratamento
até o final do experimento, os trés grupos tratados, apresentaram nas contagens, nimero de
carrapatos inferior ao grupo controle (P <0,05). Os grupos tratados com a suspensdo de
esporos de fungo ou com acaricida isoladamente apresentaram um controle semelhante,
com um minimo de 50% de eficacia e média de 75%. Mais significativo foi o tratamento
com associacdo do fungo com o acaricida que resultou em eficacia de 91,7%, apos o
primeiro tratamento e acima de 98% apoOs os outros seis tratamentos. Assim, fica aqui
demonstrada a real aplicabilidade do uso do fungo M. anisopliae (Cepa E6) para controle

de R. microplus resistentes a acaricida, em especial a sua associagdo com acaricidas.

Palavras-chave: Controle biologico, fungo acaropatogénico, carrapato, controle associado
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ABSTRACT

The of the fungus Metarhizium anisopliae to control ticks has been shown in several in
vitro experiments. However, there have been few reports of assays in field conditions in
order to demonstrate the real applicability of the biological control. Thus aim of the present
study was to evaluate the efficacy of M. anisopliae to control Rhipicephalus microplus
under laboratory and field conditions. Firstly the compatibility of M. anisopliae (strain E6)
to acaricides was tested in vitro using five commercial acaricides: amitraz, cypermethrin,
chlorpyriphos and two associations of synthetic pyrethroid and organophosphate (SP+OP).
In general, the acaricides only displayed mild effects on fungus viability. The lower fungal
viability was with amitraz and chlorpyriphos, approximately 63% of fungus viability at 48
hours post-mixture and 67% at 96 hours, respectively. Secondly, the efficacy of M.
anisopliae (strain E6) to control a multiacaricide-resistant strain of R. microplus (Jaguar)
was evaluated, in vitro and under field conditions in tick infested bovines, using the fungus
alone or in association with a commercial acaricide by manual spraying. The field
experiment was conducted with twenty bovines divided into four groups (n = 5); (i)
acaricide-treated group, (ii) fungus-treated group, (iii) fungus+acaricide group, and (iv)
control non-treated group. Animals were allocated into highly infested paddocks and were
also experimentally infested with 20.000 larvae of R. microplus in three weeks -21, -14,
and -7 days before the first treatment and one week after each treatment. Animals in the
treated groups were sprayed with M. anisopliae at a concentration of 10° conidia/mL at 21
or 28 days intervals (seven treatments). From the first treatment to the end of the
experiment, the treated groups had lower tick infestation (P < 0.05). Groups treated with
fungus suspension and acaricide alone, presented a similar efficacy, with minimal of 50%
and 75% average. Importantly, the association of fungus and acaricide promoted a minimal
percent of 91.7% tick-control after the first treatment and over 98% tick-control in the
other six treatments. Thus in this work we demonstrate the real applicability of the use of
M. anisopliae (strain E6) to control acaricide resistant ticks R. microplus in particular using

the association of fungal spores and acaricides.

Keywords: Biological control, Acari pathogenic fungi, Tick, Associated control
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1.INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas gerais do carrapato Riphicephalus microplus
O carrapato Rhipicephalus microplus (MURRELL & BARKER, 2003) ¢ um
ectoparasito hemat6fago de bovinos, presente nas regides de clima tropical e subtropical,
entre os paralelos 32° N e 32° S, sendo encontrado na América do Sul e Central, sul dos
Estados Unidos, México, Ilhas do Caribe, Australia, costa leste e oeste agfricanal e alguns
paises da Asia (GONZALES, 2003, ESTRADA-PENA et al., 2006). No Brasil, com
excecdo de algumas regides do Rio Grande do Sul e do sertdo nordestino ¢ encontrado em
quase todos os estados, visto que as condigdes climaticas do pais sdo favoraveis ao seu

desenvolvimento durante a maior parte do ano (HORN & ARTECHE, 1985). (Figura 1).

Figura 1. Distribuicdo mundial de Rhipicephalus microplus.

Fonte: FAO, 2004.

A distribuicdo do R. microplus em dareas de clima tropical e subtropical estd
diretamente relacionada com o transito de animais infestados com esse parasito na época
das expedicdes e expansdes territoriais (WHARTON, 1974). Segundo GONZALES
(1995) R. microplus foi introduzido no Brasil através da comercializagdo de gado

parasitado de outros paises da América Latina no século XVIII. Os bovinos de racas
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européias (Bos taurus taurus) sao mais suscetiveis a esse parasito do que as racas
zebuinas (GONZALES, 2003), provavelmente devido a uma co-evolugdo entre os
zebuinos e o R. microplus, uma vez que ambos tiveram origem na Asia (WHARTON,
1974). Zebuinos e taurinos demonstram serem igualmente suscetiveis durante a primeira
infestagdo por R. microplus, no entanto, a diferenca na resisténcia entre as racas estd
diretamente relacionda na maior resisténcia adquirida (imune) dos zebuinos (SZABO,

2009)

1.1.2 Biologia e importincia econdomica do carrapato R. microplus

R. microplus é um parasito monoxeno, ou seja, exige um unico hospedeiro, no qual
realiza todas as mudas. O ciclo de vida do R. microplus compreende um periodo parasitario
e outro de vida livre. O periodo parasitario dura, em média, trés semanas e inicia quando as
larvas infestantes entram em contato com o hospedeiro. Estas detectam a presenca do
bovino através de um 6rgdo sensorial que possuem no primeiro par de patas (Orgdo de
Haller), o qual ¢ responsavel pela deteccdo do didoxido de carbono (CO;) exalado pelo
bovino. As larvas possuem geotaxia (SONENSHINE, 1993) e fototaxia. Elas posicionam-
se no topo da vegetacdo e ficam aguardando a passagem do hospedeiro (Figura 2), e no
momento do encontro, movem-se ativamente em direcdo ao corpo do mesmo
(GONZALES et al, 1974; GUIMARAES et al, 2001; PEREIRA ¢ LABRUNA,

2009).
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Figura 2. Larvas de R. microplus no apice de graminea, mostrando o geotropismo
negativo.

Fonte: arquivo pessoal (Anelise Webster)

As larvas, uma vez sobre o bovino, distribuem-se por todo o corpo do animal.
Entretanto, s3o mais comumente encontradas em locais onde a pele ¢ mais delgada (virilha,
face interna das pernas, insercdo caudal, barbela e pavilhdo auricular) regides onde,
coincidentemente, o alcance do animal € mais limitado diminuindo assim as chances de
serem removidas mecanicamente pelos hospedeiros através de lambeduras (GUIMARAES

et al, 2001; GONZALES et al., 2003; PEREIRA & LABRUNA, 2009).

Segundo GUGLIELMONE e colaboradores (2006), as larvas se alimentam por seis
a oito dias até sofrerem a primeira muda, passando para a fase de ninfas, as quais atingem a
idade adulta e sofrem a segunda muda entre sete e nove dias a partir da primeira muda. Os
carrapatos atingem a maturidade sexual cinco dias, em média, apds a ecdise anterior. Apds

a copula, a fémea fertilizada aumenta consideravelmente sua ingesta sanguinea, ingurgita,
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e normalmente apos 21 dias da fixacdo da larva sobre o hospedeiro, desprende-se do

mesmo e cai ao solo para realizar a postura dos ovos.

A fémea procura um local com alta umidade e protegido da luz solar, evitando
assim a dessecacdo de seus ovos. A postura comegara apds um periodo de amadurecimento
do seu sistema reprodutivo, denominado de periodo de pré-postura com trés dias de
duracdo normalmente, com cada fémea sendo capaz de gerar cerca de 3.000 ovos
(PEREIRA & LABRUNA, 2009). Em condigdes ambientais favoraveis, (temperatura
6tima de aproximadamente 27 °C e umidade relativa maior que 85%) inicia-se entdo o
periodo de oviposicdo. A duracdo deste periodo esta diretamente relacionada as condigdes
climaticas, com a postura durando em média 14 dias. Se as condi¢des ambientais nio
forem favoraveis, o metabolismo da fémea ¢ diminuido e a postura dos ovos ¢ retardada
(GUIMARAES et al., 2001; GONZALES et al., 2003; PEREIRA & LABRUNA,
2009). Estima-se que apenas 5% da populagdo dos carrapatos estejam presentes no
hospedeiro e 95% no ambiente, em fase ndo parasitaria: larvas, fémeas adultas e ovos

(CORDOVES, 1997).

O carrapato R. microplus ¢ responsavel por diversos danos aos animais que
parasita, principalmente pela espoliacdo de grandes quantidades de sangue, onde cada
fémea ¢ capaz de ingerir de 2-3 mL, fato que acarreta em anemia e uma série de alteragdes
organicas, como anorexia, emagrecimento, apatia € em casos mais extremos, pode levar a
morte do animal (MARTINS, 2004; JONSSON, 2006; PEREIRA & LABRUNA, 2009).
Este parasita pode modificar os parametros bioquimicos sanguineos e digestivos do
hospedeiro (CORREIA et al., 1998; GONZALES-ACUNA & GUGLIELMONE, 2005) e

também causar alteragdes na hemostasia durante a infestacdo de bovinos (RECK et al.
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2009). Ainda, RECK e colaboradores (2013) demonstraram que a ocorréncia de miiases
por Cochliomyia hominivorax estd diretamente relacionada com a presenca de R.
microplus,onde foi constatado que animais com alta contagem semanal de carrapatos tem

seis vezes mais chances de apresentarem miiases.

R. microplus é responsavel também pela transmissdo da babesiose e anaplasmose,
enfermidades integrantes do complexo Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), através da
inoculagdo dos protozoarios Babesia bovis e B. bigemina e da bactéria Anaplasma
marginale, levando a um quadro de anemia severa, palidez das mucosas, ictericia, febre,
prostracdo, abortos e muitas vezes levando o animal a 6bito (MARTINS & CORREA,
1995; JONSSON et al., 2008). GRISI et al., (2002) relataram que as perdas econdmicas
causadas por R. microplus podem chegar a cerca de dois bilhdes de dolares anuais,
valores que resultam da diminuicdo de ganho de peso, custos com antiparasitarios,
diminui¢do da produgdo de leite, depreciacdo do couro e lesdes contaminadas, predispondo

a ocorréncia de miiases.

1.1.3 Controle de carrapatos e resisténcia

O controle de R. microplus ¢é realizado quase exclusivamente com a utilizacdo de
produtos quimicos. Os principais acaricidas utilizados atualmente sdo os compostos
organofosforados, piretréides, amitraz, lactonas macrociclicas, fipronil e fluazuron
(MARTINS, 2004; KLAFKE, 2009). Entre as drogas descritas anteriormente somente o
fluazuron ainda ndo apresenta relato de resisténcia. H4 uma disseminagdo global de
populagdes resistentes a organofosforados e piretroides (FAO, 2004); amitraz (KUNZ &

KEMP, 1994; BENAVIDES et al., 2000; LI et al., 2004); lactonas macrociclicas
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(MARTINS & FURLONG, 2001; KLAFKE et al., 2006) e fipronil (CUORE et al., 2007;

MARTINS ef al., 2008; CASTRO-JANER et al., 2010) (Figura 3).

|:| no resistance or no dats

~ I:I 1 class OF or 5P
[ 2 classzs ameng OF, SF. amitraz
- 3 classes: OF 5P amitraz
- 4 classas: QP 5P amitraz, ML or fipronil
I 5 clzsses: OF SP.amiraz, ML, fipronil
I:I 2 classes: OF 8P [oulbreaking etrains)

Figure 3: Distribuicio mundial da resisténcia a acaricidas. Resiténcia acumulada
para organofosforado (OF), piretroide sintético (PS), amitraz, lactonas macrociclicas
(LM) e fipronil. As cores indicam o relato de pelo menos um relato de resisténcia no
pais. O mapa nio ¢é quantitativo. Estabelecido baseado em informacdes avaliadas em

junho de 2012.

Fonte: Tese Leonore Lovis (2012) e FAO (2004)

A maioria dos acaricidas atua sobre o sistema nervoso dos artropodes: no axoénio do
neurdnio pré-sinaptico, sobre os neurotransmissores ou receptores pos-sinapticos (LOVIS,
2012). Os organofosforados (OF) inibem a atividade da acetilcolinesterase ligando-se a
esta impedindo que a mesma hidrolise a acetilcolina (TAYLOR, 2001). Quando a
acetilcolina ndo ¢ degradada esta se acumula na fenda sinaptica e nos musculos levando a
paralisia neuromuscular (SAUNDERS & HARPERS, 1994). Os piretroides atuam no canal

de s6dio dependente da voltagem resultando numa despolarizagdo prolongada e eventual
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paralisia (VIJVERBERG et al., 1982). O modo de acdo do amitraz ainda ndo foi bem
definido. Segundo JONSSON e HOPE (2007): Dois sitios de destino tém sido propostos
para artropodes (i) monoamina oxidase e (ii) receptores octopamine. No entanto, nenhuma
evidéncia direta foi estabelecida para a acdo do amitraz sobre esses dois sitios- alvo em

potencial.

O sitio de agdo das Lactonas Macrociclicas sdo os canais de cloro dependentes de
GABA e glutamato (TAYLOR, 2001). Foi demonstrado pela primeira vez que a LM
estimula a libertacdo de GABA a partir de terminacdes nervosas e reforga a ligagdo do
GABA ao seu receptor no neurénio pés-sindptico. O aumento do fluxo de CI na célula
leva a hiperpolarizagdo. Isto conduz a uma paralisia e subsequente morte do artropode
(CAMPBELL & BENZ 1984; SHOOP et al., 1995). O Fipronil bloqueia a transmissdo de
sinais através da ligacdo aos canais de cloro dependentes de GABA e glutamato (ZHAO et
al,. 2004) e, conseqiientemente, inibe o fluxo de cloro (CI') na célula nervosa o e que
resulta na hiperexcitagdo do sistema nervoso do artropode (POSTAL et al., 1995,
TAYLOR, 2001). O Fluazuron ¢ um inibidor de quitina, um aminopolisacarideo complexo
e componente importante da cuticula do artrépode, este, aje sobre a enzima sintetase de
quitina. Durante cada ecdise, moléculas de quitina sio montadas com proteinas em
microfibrilas (COHEN, 1993). Quando os estagios imaturos de artropodes sdo expostos a
estes compostos ndo sdo capazes de completar a ecdise e consequentemente morrem

durante o processo de muda.

A falta de uma politica oficial de controle do carrapato, somada a desinformacao da
maioria dos pecuaristas, sdo fatores agravantes para a selecdo de populagdes resistentes aos
carrapaticidas. Esta desinformacdo dos produtores abrange aspectos bioldgicos do parasito

e sua relacdo com o hospedeiro e com o meio ambiente (LEITE, 1987). A interacdo entre
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métodos quimicos e ndo quimicos promove melhores resultados (controle e adiamento da
resiténcia) do que a utilizacdo exclusiva de acaricidas. Dentre os fatores que podem
diminuir o aparecimento da resiténcia estdo: a redu¢do do niimero de tratamentos, o uso de

produtos com qualidade comprovada e concentragdo correta (KLAFKE, 2009).

A selecdo e a manuten¢do de populacdes de carrapatos resistentes dependem de
muitos fatores, os quais podem ser divididos em fatores bioldégicos e operacionais
(RIDDLES & NOLAN, 1986; DENHOLM & ROWLAND, 1992). Fatores biologicos sdo
aqueles relacionados diretamente com o parasito e correspondem a aspectos genéticos,
ecoldgicos, comportamentais e fisiologicos (GUERREIRO et al., 2001). Segundo
DENHOLM & ROWLAND (1992) fatores operacionais sdo aqueles que estdo
relacionados ao controle do homem como a eleicdo dos produtos, a freqiiéncia de
aplicagdo, a concentragdo do produto e o método de aplicagdo. SUTHERST & COMINS
(1979) abordam as falhas na diluicdo dos produtos, na aplicacdo dos mesmos, na
conservagdo e nos intervalos de aplicagdo, as quais levam a concentragdes nao letais dos
carrapatos, como sendo os principais fatores facilitadores na sele¢do de individuos

resistentes.

De acordo com FREITAS ¢ colaboradores (2005) o uso de diferentes acaricidas
com diferentes composi¢cdes muitas vezes em um curto periodo de tempo acaba por
selecionar populagdes com maior grau de resisténcia e resistentes a mais de um principio
ativo. O uso indiscriminado destes produtos pode promover a falha completa no controle
de carrapatos dentro de um curto periodo de tempo (FERNANDEZ-SALAS et al., 2012).
Sabe-se também que a aplicacdo de um produto quimico mais do que seis vezes por ano,
pode contribuir para o desenvolvimento de populagdes resistentes (MENDES et al,

2011).
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Por defini¢do, a resisténcia ¢ a mudanga na frequéncia de genes em uma populacao,
promovida pela selecdo artificial, onde individuos sobrevivem a doses de farmacos letais a
maioria dos individuos da mesma espécie em uma dada populagdo (SANGSTER, 2001;
FAO, 2004). A utilizacdo de forma inadequada dos acaricidas, como o uso excessivo e
indiscriminado associado a dosagens incorretas e nos periodos onde os animais apresentam
maior quantidade de parasitos (GEORGE, 2000) sdo fatores que geram uma pressao
seletiva fazendo com que o desenvolvimento da resisténcia seja um fendmeno inevitavel

(CONWAY & COMINS, 1979).

Segundo ROUSH (1993), os alelos que conferem a resisténcia aos acaricidas sio
raros. Sendo assim, a grande maioria dos individuos de uma determinada populagdo de
carrapatos ¢ suscetivel. Quando o acaricida ¢ administrado, os individuos que possuem
esses genes sobrevivem e dardo origem a uma nova geragao que carregara 0S mesmos
consigo. Assim, a medida que novos tratamentos sdo realizados os individuos suscetiveis
desaparecem, selecionando desta forma uma populacdo de individuos resistentes aquele

determinado acaricida (Figura 4) (KUNZ & KEMP, 1994).

[ss] [ss] Pop. susceptivel
[ss] [s5]
m EH o
E E=E
E =m E=
Pop. mista
B B »
Bl [ ] = Pojp. resistente
Presséo seletiva ! - hm
pontratamento hm X
acaricida: —_— = g
elimilnagéodos - __ =
suscetiveis hm | RES
=2

Figura 4. Fluxograma de desenvolvimento de resisténcia a acaricidas.
Resistente (RES), Suscetivel (SUS)

[lustragdo Guilherme Marcondes Klatke

22



Existem trés mecanismos principais de resisténcia a acaricidas: (i) diminuicao de
penetracdo cuticular da droga, (i) resisténcia metabolica e (iii) resisténcia por
insensibilidade de sitio de agdo (FFRENCH-CONSTANT et al., 2004). Ainda ndo ha
descri¢do de resisténcia de R. microplus a acaricidas por meio da diminuicdo da
penetragdo da cuticula. A resisténcia metabdlica ¢ caracterizada por um aumento na
capacidade que os individuos tém de destoxificar e/ou eliminar os produtos utilizados nos
tratamentos. Esse aumento pode ser resultado da maior expressdo de enzimas responsaveis
pelo metabolismo da droga ou aumento da especificidade destas enzimas pela droga
facilitando sua destoxificagdo (LI et al., 2007). A resisténcia por insensibilidade de sitios
de acdo ¢ caracterizada por uma mutacdo de um ou mais nucleotideos na regido
codificadora de um gene. Esta mutacdo pode conferir uma mudanga de aminoacido, e
conseqiientemente, uma alteracdo tri-dimensional na(s) proteina(s) formadora(s) do
receptor. Esta alteracdo estrutural pode reduzir ou bloquear a capacidade da molécula de se
ligar ao sitio de agdo, resultando em resisténcia (SODERLUND & BLOOMQUIST, 1990;

KLAFKE, 2009).

1.2 Controle biologico

A constante degradacdo do meio ambiente e a cobranca cada vez mais intensa da
sociedade por metodologias novas e alternativas resultam em um aumento significativo das
pesquisas cientificas buscando uma redugdo na agressdo do ecossistema causada pelo
homem (SAMISH et al., 2008). O controle biologico se baseia em um dos fundamentos
basicos das relacdes ecologicas entre os seres vivos de que cada espécie, seja animal,
vegetal ou microbiana, possui inimigos naturais (SANTI et al, 2011). Dessa forma,

organismos capazes de inibir o crescimento populacional de outros podem ser utilizados no
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controle de populagdes especificas. Um agente biocontrolador eficiente deve propiciar uma
reducdo significativa dos danos causados por um organismo praga, por morte ou reducao
de seu crescimento populacional (MELO & AZEVEDO, 1998).

Alternativas aos produtos quimicos vém sendo estudadas devido aos grandes custos
gerados aos pecuaristas assim como danos ao meio ambiente e a saude humana. O controle
biologico de pragas tem sido uma alternativa promissora, pois além de utilizar mecanismos
naturais de combate, apresenta grandes vantagens quanto ao impacto ambiental, aos custos,
a especificidade e ao ndo desenvolvimento de resisténcia (ALVES, 1998; MILNER, 2000;
SHAH & PELL, 2003, SHAMISH et al., 2004). Desde o inicio do século 20, numerosos
candidatos para o biocontrole de carrapatos, incluindo patdégenos, parasitos e predadores
foram identificados (SCHRANK & VAINSTEIN, 2010). Um estudo relatou que o
mercado mundial de biopesticidas esta crescendo e durante os proximos anos deve chegar
a mais de um bilhdo de dolares (FARIA & WRAIGHT, 2007).

A desvantagem encontrada na utilizacdo dos biocontroladores ¢ a necessidade de
condigdes ambientais favoraveis, como temperatura e umidade (VILLANI et al.,, 1992),
além de necessitar de um tempo maior para promover a morte dos hospedeiros apos a
aplicagdo em relacdo ao controle quimico (SANTI et al, 2011). Estudos tém sido
realizados para melhorar a produgdo em massa, a estabilidade, a formulagdo e a aplicacao
destes organismos (JENKINS, 1998; GRIMM, 2001; BATTA, 2003; POLAR et al
2005).

O estudo das caracteristicas basicas da relacdo entre o microrganismo € o seu
respectivo hospedeiro tem permitido um melhor entendimento do processo de
patogenicidade e de suas caracteristicas especificas. Em relagdo aos fungos

artropodopatogénicos, alguns trabalhos sugerem que os efeitos em artropodes ndo alvo sdo
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minimos, tornando-os uma alternativa segura para seu uso em programas de manejo
integrado de pragas quando comparados com os acaricidas quimicos (GOETTEL &

HAJEK, 2000; PELL et al. 2001).

1.2.1 O fungo biocontrolador Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin ¢ amplamente distribuido na natureza,
podendo ser encontrado facilmente no solo, onde sobrevive por longos periodos (ALVES,
1998). Foi classificado durante muito tempo como Deuteromiceto pertencente a classe
Hiphomycetes (TULLOCH, 1976). No entanto, através de andlises do rDNA, LIU e
colaboradores (2001) classificaram o fungo M. anisopliae var. majus como sendo a forma
anamorfa de Cordyceps brittlebankisoides, sendo assim considerado como um
Ascomiceto. Apresenta micélio hialino e septado, com conididéforos caracteristicos, dos
quais emergem conidios cilindricos. O desenvolvimento vegetativo desta espécie ocorre
normalmente na faixa de temperatura entre 15 e 32°C, sendo a temperatura ideal entre 24 e
30°C e pH o6timo de 6,9 (DRIVER et al, 2000; ARRUDA et al., 2005). Os requisitos
nutricionais do fungo sdo poucos, podendo utilizar como fonte de carbono amido, glicose,

glicerol, maltose, sacarose e quitina (ALVES, 1998).

Atualmente, M. anisopliae ¢ um importante agente utilizado no controle biologico
de pragas, tendo sua acdo bastante estudada e amplamente utilizada (SHAH & PELL,
2003). Sua patogenicidade tem sido demonstrada para carrapatos de diferentes géneros e
espécies sendo descrito como um excelente biocontrolador do carrapato bovino R.
microplus, demonstrando elevada mortalidade em ovos, larvas e fémeas ingurgitadas

(Tabela 1).
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Tabela 1: Espécies e estagios de carrapatos infectados por Metarhizium anisopliae.

Espécie de carrapato

Estagio

Autores

Rhipecephalus appendiculatus
Amblyomma variegatum

Ixodes scapularis

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

e Fémeas ingurgitadas

Larvas e Fémeas

ingurgitadas

Fémeas ingurgitadas

Ovos

Ovos, Larvas e
Fémeas ingurgitadas

Larvas

KAAYA et al., 1996

ZHIOUA et al., 1997

CASTRO et al., 1997
CORREIA et al., 1998
FRAZZON et al., 2000
ONOFRE et al., 2001
ARRUDA et al., 2005

POLAR et al., 2005
LEEMON &
JONSOON, 2008

BEYS DA SILVA et
al.,2012

BITTENCOURT et al,
1994 BITTENCOURT
et al., 2000

FERNANDES et al,
2004

BAHIENSE et al., 2006

No Brasil, ¢ utilizado com sucesso, desde 1965 para o controle da cigarrinha-da-

cana, (Mahanarva posticata). Atualmente ¢ utilizado para diversas outras pragas como a

cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta), a broca-da-bananeira (Cosmopolites sordidus),

a broca-dos-citros (Diploschema rotundicolle), a broca-do-café¢ (Hipothenemus hampei), o

cupim da cana-de-acucar (género Heterotermes) e o cupim das pastagens (Cornitermes

cumulans) (ALVES, 1998). Surgem cada vez mais produtos formulados a partir dos

conidios de M. anisopliae para o manejo de pragas em diferentes paises inclusive no Brasil

(BEYS DA SILVA, 2012).
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1.2.2 Processo de infec¢ao

A infeccdo de artrépodes por M. anisopliae envolve uma combinacdo de dois
processos: a pressdo mecanica exercida pelo apressorio (ST LEGER et al., 1986.) e a
degradacdo da cuticula por enzimas hidroliticas (Figura 5), tais como lipases (BEYS DA
SILVA et al, 2010.), proteases (SANTI et al, 2010) e quitinases (DA SILVA et al, 2005,
STAATS et al, 2013). O processo de infec¢do de M. anmisopliae sobre hospedeiros
artropodes inicia-se com a deposi¢do do conidio sobre o tegumento do hospedeiro, seguido
por germinagdo, penetracdo, colonizacdo, exteriorizacdo das estruturas do fungo e
producdo de esporos (Figura 6) (ST LEGER et al., 1991; ARRUDA et al., 2005; BEYS

DA SILVA et al., 2012).

Quitinases: 'CI'I'3IL CHIT80, CHIT42.
Lipases: LipMa

Figura 5: Processo de infeccio por M. anisopliae através de pressio mecinica
exercida pelo apressorio e degradacio da cuticula pela secrecio de enzimas
hidroliticas (Cedida por SCHRANK A.)
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Figura 6: Processo de infeccio sobre o carrapato Rhipicephalus microplus. (1) Adesdo/
Germinagdo, (2) Tubo germinativo, (3) Apressorio, (4) Penetragdo, (5) Colonizagdo, (6)
Emergéncia (7) Morte do hospedeiro. SCHRANK, A. & VAINSTEIN (2010) Toxicon.

Os sintomas causados pela patogenia de M. anisopliae sobre o hospedeiro sdo perda
da sensibilidade, incoordenacdo dos movimentos e paralisia, levando-o a morte (ALVES,
1998). Apdés a morte do hospedeiro, as hifas invadem Orgdos internos e, com o
esgotamento de nutrientes, se estendem para fora do tegumento. Sob condigdes ambientais
apropriadas, ocorre a producdo de esporos de coloragdo verde oliva que poderdo ser
disseminados pelo vento para infectar outros individuos (LAVERLAM, 1999). A grande
variabilidade genética que apresenta esta espécie resulta no aparecimento de muitas
linhagens com diferentes graus de viruléncia, especificidade, produ¢do de conidios e

resisténcia a luz ultravioleta (ALVES, 1998; ARRUDA et al., 2005).

1.3 Compatibilidade entre o fungo Metarhizium anisopliae e acaricidas comerciais
A estratégia mais pratica e econOmica para a utilizacdo de entomopatdgenos ¢é

aquela que se baseia na conservacao dos mesmos dentro dos agrossistemas. A conservagao
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pode ser feita através da adogao de técnicas simples, tais como aplicagdo de agrotoxicos
seletivos a esses entomopatogenos (ALVES et al., 1998). Os referidos autores afirmaram
que pode ocorrer sinergismo entre produtos quimicos e biolégicos resultando em aumento
da eficicia no tratamento de individuos resistentes ou menos suscetiveis aos produtos
quimicos. No entanto, os produtos quimicos podem inibir o crescimento vegetativo e a
conidiogénese dos fungos entomopatogenos e até mesmo levar a ocorréncia de mutagdes
genéticas, alterando assim a sua viruléncia. Quando hé compatibilidade os produtos
quimicos podem ser associados com fungos entomopatogénicos, aumentando a eficiéncia

do controle (MOINO JR & ALVES, 1998).

A reacdo imune do organismo alvo contra fungos entomopatogénicos ¢ composta
de duas fases: uma ¢ a defesa do tegumento, e a outra ¢ o sistema imunolégico incluindo as
reacdes de defesa celular e humoral (WAGO, 1995). Os efeitos do estresse dependem de
doses subletais de drogas que podem alterar a reagdo imunitdria incluindo hemocitos e
defesa humoral (HIROMORI & NISHIGAKI, 2001). Estes autores mostraram a
possibilidade de um método eficaz de controle usando a associacdo de fungos
entomopatogénicos e inseticidas sintéticos, indicando que a sinergia pode ser causada pela

inibicdo do sistema de defesa humoral do organismo alvo.

ALVES e colaboradores (1998) descreveram que a detec¢do de isolados
compativeis com produtos quimicos de diferentes grupos ¢ de fundamental importancia,
pois a infec¢do sobre o organismo alvo sé se estabelecera se ndo houver inibicdo do
crescimento vegetativo do agente ja que esta ¢ a etapa inicial do processo infectivo.
Diversas formulagdes comerciais foram estudas com relagdo a compatibilidade com

agentes entomopatogénicos em condi¢des de laboratorio e campo e observou-se que nio

29



houve efeito deletério sobre os microorganismos utilizados (BATISTA FILHO et al.,

2001).

O uso seletivo de produtos ¢ uma importante estratégia para o manejo integrado de
pragas, sendo um sistema de controle que, no contexto do meio ambiente e da dindmica da
populacdo das espécies de pragas, utiliza todas as técnicas e métodos adequados da melhor
forma compativel possivel para manter populagdes de pragas abaixo daqueles niveis que
causam danos econdmicos consideraveis (FAO, 1975). A utilizagdo de agentes biologicos
associados a produtos quimicos podem aumentar a eficacia do controle de R. microplus em
funcdo do efeito aditivo ou sinérgico dessa associagdo, porém ha a necessidade de estudos

referentes sobre este aspecto (BARCI et al., 2009)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o controle de cepa resistente a acaricida do carrapato bovino Rhipicephalus
microplus utilizando o fungo Metarhizium anisopliae em bovinos infestados em

condigdes de campo.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar o perfil de resisténcia de populagcdes de R. microplus a diferentes

classes de acaricidas quimicos

- Avaliar a viabilidade de M. anisopliae com diferentes acaricidas quimicos

- Avaliar o efeito da aplicacdo do fungo M. anisopliae associado ou ndo a acaricida
quimico em bovinos infestados experimentalmente com isolado resistente a acaricidas

(cepa Jaguar) de R. microplus a campo
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacio da suscetibilidade a acaricidas

Foram utilizadas para andlise 87 popula¢des de R. microplus provenientes de
diferentes localidades do estado do Rio Grande do Sul com perfis variados de
suscetibilidade aos acaricidas.

As amostras foram processadas no Laboratério de Parasitologia do Instituto de
Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor (IPVDF), utilizando-se o teste de DRUMMOND

e colaboradores (1973) frente as principais classes de acaricidas comerciais.

Cada grupo experimental foi constituido de trés repeti¢des, contendo cada uma 10
fémeas ingurgitadas com tamanho e peso homogéneos. Os grupos foram imersos por cinco
minutos nas dilui¢des dos produtos comerciais testados, sendo o grupo controle imerso em
agua destilada. Os carrapatos foram removidos da imersdo com o auxilio de um tamis de
plastico, secos em papel toalha absorvente, colocados em placas de Petri ¢ mantidos na
estufa a 27°C e com umidade relativa (UR) superior a 80%, para posterior avaliagdo de
postura e eclodibilidade. No 15° dia de incubagdo foi aferido o peso da massa de ovos
aparentemente férteis (coloracdo marrom claro, brilhantes e agrupados) de cada grupo,
sendo as mesmas, incubadas para a analise da eclodibilidade (no 30° dia de incubagdo). A
partir destes dados foi avaliado o indice de eficdcia de cada produto comercial, através das

seguintes formulas segundo DRUMMOND e colaboradores (1973):

IR = Indice Reprodutivo
IR = Peso da massa de ovos X % de eclosdao X 20.000
Peso das fémeas ingurgitadas
IE = % de eficacia
IE = (I R controle — I R tratado) X 100
IR controle
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3.2 Producio de conidios e suspensoes

M. anisopliae var. anisopliae, cepa E6, descrita por FRAZZON e colaboradores
(2000) como uma cepa com alta patogenicidade para carrapatos, foi mantida em
laboratério como descrito previamente (BOGO et al., 1998). A producdo de conidios do
fungo foi realizada utilizando 100 g de graos de arroz adicionados a 30 mL de uma solucao
de peptona a 0,5%. O meio foi esterilizado em sacos de polipropileno por 30 minutos. Em
cada saco foram inoculados 10° conidios/mL e mantidos a 28 °C por 14 dias (SANTI et al.,
2011). Os graos de arroz foram lavados em solugdo de Tween 80 (polisorbitano) (0,01%)
esterilizada, homogenizada e a concentragdo foi determinada usando-se uma camara de
Neubauer. As suspensdes foram diluidas em dgua estéril a concentragdes de 10°, 10" ¢ 10°

conidios/mL.
3.3 Testes in vitro
3.3.1 Compatibilidade de Metarhizium anisopliae com acaricidas comerciais

As suspensdes (10°conidios/mL) foram adicionadas as formulagdes acaricidas
comerciais diluidas conforme o fabricante (v/v). Foram realizados um total de seis grupos,
sendo um controle apenas com agua destilada e cinco grupos teste, sendo cada um com um
acaricida de principio ativo diferente nas diluicdes recomendadas pelos fabricantes: um
amidinico (amitraz 12,5% - Triatox® — MSD Satide Animal), um piretrdide sintético (PS)
(cipermetrina 15% - Cyperpour® 15 - CEVA), um organofosforado (OF) (clorpirifés 48%
- Diazinon® - AllVet) e duas associagdes de piretriddes sintéticos com organofosforados
(PS/OF) (cipermetrina 15% + clorpirifés 48% + butéxido de piperonila 5% Cyperpour
Plus® — CEVA e cipermetrina 20% + clorpirifos 50% Ciclorfos®- Allvet). As formulacdes

finais foram aliquotadas em microtubos contendo 1 mL. Foi realizado o plaqueamento das
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formulacdes em oito intervalos de tempo (1, 5, 10, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) apos a
exposicao do fungo ao acaricida. A avaliagdo do teste foi realizada através da contagem
das UFCs (Unidades Formadoras de Colonia) de cada grupo (LACEY et al., 1994). O teste

foi realizado em triplicata de onde foi calculada a média e o erro padrao.

3.3.2 Eficacia de Metarhizium anisoplie sobre Rhipicephalus microplus

M. anisopliae foi testado em trés concentra¢des diferentes de conidios (10°, 107, 10°
conidios/mL). Todos os grupos de tratamento continham 10 fémeas ingurgitadas e cada
tratamento consistiu de trés repetigdes. Os carrapatos foram imersos nas suspensdes de
esporos por cinco minutos e apds a secagem, as fémeas foram colocadas em placas de Petri
e incubadas a 27 + 1 °C e 80% de umidade relativa durante 20 dias. A mortalidade dos

carrapatos foi verificada diariamente para determinar o tempo letal (TLs).

3.3.3 Eficacia de Metarhizium anisoplie combinado com acaricidas comerciais sobre

Rhipicephalus microplus

A concentracdo mais elevada de conidios (conidios/mL) foi escolhida para ser
combinada com acaricidas comerciais, tal como descrito acima. Todos os grupos tiveram
10 fémeas ingurgitadas e cada tratamento consistiu de trés repeticdes. Os carrapatos foram
tratados e mantidos nas mesmas condi¢des descritas para os ensaios utilizando apenas o

fungo.
3.4 Ensaios a campo

3.4.1 Local do estudo
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O estudo de campo foi realizado de fevereiro a julho de 2012 no Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) (30°03'06"S, 51°18'44"W), Eldorado
do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil. A temperatura média anual e precipitagdo sdo de 20°C e
1428,8 milimetros, respectivamente. As informagdes climaticas para o periodo estudado
foram obtidas a partir de uma estacdo meteoroldgica do Centro de Metereologia do Rio

Grande do Sul (CEMETRS, FEPAGRO) localizada dentro do IPVDF (Figura 7).
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Figura 7: Condi¢oes meteorologicas (Temperatura, Umidade relativa do ar e
Precipitacdo) no local do ensaio a campo durante o periodo experimental (janeiro a
julho de 2012). Obtidas a partir de uma esta¢do meteoroldgica do Centro de Metereologia
do Rio Grande do Sul (CEMETRS, FEPAGRO) localizada dentro do IPVDF

3.4.2 Bovinos

Vinte bovinos da raca Angus (Bos taurus taurus) de 12-14 meses de idade, com
peso médio de 231 kg + 58, foram utilizados para os ensaios de campo. Os animais foram
mantidos em quatro piquetes (=1 ha cada) no IPVDF, sendo os mesmos separados com
cerca elétrica. Os animais foram infestados com 20.000 larvas de R. microplus da cepa
Jaguar (item 4.1) durante trés semanas (-21, -14 e -7 dia) antes do primeiro tratamento e

uma semana depois de cada tratamento. Esta quantidade de larvas foi definida de acordo
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com a literatura (RECK et al., 2009) que descreve que apenas 5 a 10% das larvas se
desenvolvem tornando-se fémeas adultas. A infestagdo foi avaliada pela contagem do
numero de carrapatos acima de 4,5 mm no lado esquerdo do animal (WHARTON &

UTECH, 1970), uma vez por semana, durante todo o periodo experimental (seis meses)

(Figura 8)

Figura 8: Experimento a campo. (A) Pesagem dos animais para divisdo nos grupos
experimentais. (B) Infestagdo artificial com 20.000 larvas de R. microplus a cada 21 dias.
(C) Contagem semanal de fémeas ingurgitadas.

Fotos: Ugo Araujo Souza

3.4.3 Tratamentos

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais de cinco bovinos cada.
O grupo 1 foi pulverizado com uma solucdo acaricida (cipermetrina 0,015% + clorpirifos
0,048% - Ciclorfos - AllVet). O grupo 2 foi pulverizado com a suspensdo aquosa de
conidios do fungo (10® conidios/mL) em 0,02% de Triton X-100 (éter octilfendlico de
decaetilenoglicol). O grupo 3 foi pulverizado com a suspensdo aquosa de conidios de
fungos (10% conidios/mL) em 0,02 % Triton X-100 adicionado da solugdo acaricida
(cipermetrina 0,015% + clorpirifés 0,048%). O grupo 4 (grupo controle) ndo recebeu
nenhum tratamento. Cada animal foi pulverizado com oito litros de suspensdo / solugdo
utilizando um pulverizador manual, com um bico do tipo cone e a uma pressdo com cerca

de 150 psi. Todos os grupos receberam tratamento em intervalos de 21 a 28 dias, optamos
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por esse periodo de tempo, pois havia sido relatado por KAAYA et al., (1996) que os
conidios de fungos entomopatogénicos mantém a sua viabilidade na pele dos animais por
um periodo de 2-3 semanas, além de coincidir com o periodo de parasitismo exercido pelo
R. microplus (PEREIRA & LABRUNA, 2009). (Figura 9). A eficacia dos tratamentos foi

calculada como a percentagem de redu¢do de carrapatos, quando comparado com o grupo

controle (MORIN et al., 1996).

Figura 9: Tratamento a campo. (A, B e C) Preparo da suspensao de esporos e solugdo do
acaricida para o tratamento dos respectivos grupos. (D e E) Banho de aspersdo com cada
animal recebendo 8 L de suspensdo/solucdo. (F) Animal com o corpo totalmente
encharcado apds tratamento.

Fotos: Ugo Araujo Souza

3.5 Analise estatistica

A compatibilidade do fungo com os acaricidas comerciais foi avaliada pela
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5% (p

< 0,05) utilizando o software Prism (3.0). O tempo letal (TLso) para fémeas ingurgitadas
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foi avaliado por uma andlise probit segundo Robertson e colaboradores (2007) através do

software Polo Plus (LeOra Software, 2003).
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4. RESULTADOS

4.1 Identificacio de cepa de Rhipicephalus microplus resistente a acaricidas quimicos

Foram testadas 87 amostras de carrapatos no periodo de janeiro a dezembro de
2011. Os testes foram realizados utilizando-se os principais grupos quimicos disponiveis
no mercado, trés formula¢des de amitraz, quatro piretroides sintéticos e oito associagdes
entre acaricidas. A variacdo do niimero de amostras de carrapatos testadas para cada
principio ativo esta diretamente relacionada com a quantidade de parasitos enviados ao
laboratério assim como com o histérico dos produtos utilizados nas propriedades. Todos os
produtos testados, com exce¢do de duas associagdes, apresentaram percentual de eficacia
inferior a 85% contra as populagdes avaliadas, indicando resisténcia aos principios ativos
utilizados (Tabela 2).
Tabela 2: Eficacia in vitro de diversas classes de acaricidas em amostras de carrapatos R.

microplus provenientes de campo no periodo de janeiro a dezembro de 2011 — Total: 87
amostras

Produto Grupo quimico Formula N° de amostras % de resisténcia
Al 11 72,7
A2 Amidinicos Amitraz 12,5% 50 64
A3 58 14
C1 44 95,5
C2 . . Cipermetrina 15% 22 95,5
C3 Piretroides 5 20
D1 Deltametrina 5% 54 92,6

Cipermetrina+
POl clorpirifés+butoxido de 59 16,95
piperonila

PO2 Cipermetrina+clorpirifos 28 10,7
PO3 Associacdes .Ciperme.trina-l-eth.io.n 70 40
PO4 acaricidas Cipermetrina+clorpirifos 73 17,8
POS5 Flumetrina+ coumafos 25 32
PO6 Amitraz+ clorpirifos 14 7,2
PO7 . . . 19 0
PO Cipermetrina+clorpirifos 5 0
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Entre as amostras de carrapatos, em fun¢do dos resultados obtidos, foi isolada uma
cepa de R. microplus (Cepa Jaguar) com caracteristicas de resisténcia as principais classes

de acaricidas para ser utilizada nos ensaios in vitro e em bovinos infestados a campo

(Figura 10)

Cepa JAGUAR de R. microplus

100+

75+

50

Eficacia (%)

25+

Figura 10: Perfil de cepa de campo de R. microplus com caracteristicas de resisténcia
as principais classes de acaricidas utilizados. Amidinico (amitraz), Piretroide 1
(cipermetrina), Piretréide 2 (deltametrina), OF/PS 1 (clopirifés + cipermetrina), OF/PS 2
(clopirifés + cipermetrina) e OF/PS/BPO 1 (clopirifés + cipermetrina + butoxido de

piperonila)

4.2 Compatibilidade de Metarhizium anisopliae com acaricidas comerciais

A viabilidade do fungo, avaliada através da contagem de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) de M. anisopliae nao foi afetada significativamente pela maioria dos
acaricidas testados, ou seja, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos onde o fungo

foi exposto aos acaricidas, quando comparada com o grupo controle, que nao teve contato
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com 0os mesmos. M. anisopliae teve sua menor viabilidade quando exposto aos acaricidas
amitraz e clorpirifés com 63% em 48 e 67% em 96 horas de exposicao, respectivamente.
Quase todos os acaricidas (amitraz, piretrdide, organofosforado e uma associagdo de
OF+PS) mostraram alguma redu¢do na viabilidade do fungo em comparagdo com o
controle (sem acaricida) em pelo menos um dos tempos testados no experimento. A
associacdo PS+OF (cipermetrina 0,015% +clorpirifés 0,048%) foi o tinico acaricida que
ndo induziu qualquer alteracdo na viabilidade do fungo, de modo que este acaricida foi

escolhido para ser utilizada no teste a campo com os bovinos infestados (Tabela 3).

Tabela 3: Compatibilidade de Metarhizium anisopliae com acaricidas comerciais. Os
resultados foram expressos em porcentagem (%) de viabilidade.

ACARICIDA / VIABILIDADE

Horas de Cipermetrina
exposi¢io ao Cipermetrina +

acaricida Controle Amitraz Clorpirifés Cipermetrina + Clorpirifos

Clorpirifés +
BPO

1 100+8.08 a 97.21+1.92 a 89.22+1.20 a 93.8142.10a  94.414£5.69 a 91.62+5.71 a
5 100+8.02 a 96.66+£8.16 a 71.94+12.54b  83.07£14.60a  96.88+2.67 a 99,33+4.35 a
10 100+3.51 a 90.86+4.96 a 91.25+6.64 a 79.38+7.9b 91.25+7.04 a 70.43+£8.18 b
24 100+11.68 a 95,27+5.57 a 7545.84b 80.07£6.59b  99.16+3.10 a 97.13+£2.55a
48 100+12.12 a 63.15£9 b 95.1343.33 a 70.76+£9.66 b 93.37+2.88 a 84.41+£3.57b
72 100+15.63 a 77,13£10 a 89,07+23.99 a 88.8748.53a  92.3147.89a 84.01£7.90 a
96 100+11 a 90.06+7.65 a 67.87+7.74 a 98.25£2.68b  95.52+2.76 a 93.1842.05 a
120 100+59.37 a 76.15£1.83 b 71.07+£5.15b 80.39£7.30a  94.4140.55a 83.78+4.18 a

Me¢édias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p > 0,05).
BPO (butoxido de piperonila).

4.3 Eficacia de Metarhizium anisoplie sobre Rhipicephalus microplus

Para avaliar a eficdcia in vitro do fungo no controle do carrapato foi observada,
através de um estereoscopio, a mortalidade das fémeas de R. microplus da cepa Jaguar
durante 20 dias para calcular o valor do Tempo Letal de 50% da populagao (TLsg) para as
suspensoes fungicas. As TLsy foram de 12,6; 10,3 e 8,7 dias para as concentragdes de 10,

10" ¢ 10® conidios/mL, respectivamente (Figuras 10 e 11). O grupo controle e os grupos
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tratados apenas com acaricidas ndo apresentaram mortalidade acima de 50% durante o
periodo analisado (20 dias). No entanto, quando a suspensdo de M. anisopliae
(10%conidios/mL) foi associada com acaricidas, houve aumento da mortalidade (Tabela 4).
Em alguns casos os valores de mortalidade foram menores que 50% ao final do
experimento. Assim, o TLsyo ndo pode ser calculado. Em todos os experimentos, a taxa de

sobrevivéncia dos carrapatos no grupo controle (sem tratamento) foi de 100%.

Tabela 4 Avaliacdo de TLsy de Rhipicephalus microplus tratado com Metarhizium
anisopliae e acaricidas isoladamente ou em associagao.

Os experimentos foram realizados em triplicata e os nimeros entre parénteses representam

% Mortalidade

Tratamentos Solu¢ao/Suspensao TLso (IC 95%) acumulada
Controle Agua ND 3,66 (2,78 — 4,54)
Amitraz 2,33 (2 —2,66)
Clorpirifos 3
Cipermetrina . 2,33 (2 2,66)
Acaricidas Cipermetrina+Clorpirifos ND 333 (3 — 3.66)
Cipermetrina+Clorpirifos+BPO ’ ’
2,66 (2 —3,32)
10° 12,6 (11,7 - 13,5) 100
M. anisopliae 10’ 10,3 (9,4-11,2) 100
108 8,7 (8,4-9) 100
Amitraz 9,5(8-9) 100
M. anisopliae com Clorpirifos 225 (7 = UL 109
: s Cipermetrina 8,65 (7,85 —9,45) 100
acarididas Cipermetrina+Clorpirifos 6,56 (6,56 — 6,86) 100
Cipermetrina+ClorpirifostBPO* 6,48 (6,18 — 6,78) 100

o erro padrdo. A morte dos carrapatos foi verificada todos os dias apos o tratamento, por 20
dias. ND - ndo determinado (mortalidade <50%)

*BPO (Butoxido de piperonila).

42



< 804 -
% —=— 10% conidios/mL
o i .
.g 60 —— 107 conidios/mL
5_5 40 —*— 10% conidios/mL
| 99
é’ —— Controle

20

O_

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias

Figura 11: Mortalidade de fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes
concentracdes de suspensdes de Metarhizium anisopliae (10°, 10’ e 10®conidios/mL).
Cada grupo foi composto por 10 carrapatos em triplicata. As barras representam o erro
padrdo. A morte dos carrapatos foi verificada todos os dias ap6s o tratamento, por 20 dias.

Figura 12: Fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas com Metarhizium anisopliae
sete dias apés tratamento. Observar a completa cobertura da superficie do carrapato com
hifas brancas do fungo.

Arquivo pessoal: Anelise Webster
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4.4 Ensaio a campo

Todos os grupos tratados: G1 (solugdo acaricida de cipermetrina 0,015% +
clorpirofés 0,048%) G2 (suspensdo de esporos de M. anisopliae na concentracdo de
10%conidios/mL) e G3 (associagio de suspensdo de esporos de M. anisopliae na
concentragio de 10°conidios/mL com solugdo acaricida de cipermetrina 0,015% +
clorpirofés 0,048%) mostraram carga de carrapatos significativamente menor (p < 0,05)
quando comparado com o grupo controle, demonstrando assim a eficacia dos tratamentos
(Figura 14) durante a maior parte do experimento. Este resultado foi obtido através da

contagem das fémeas ingurgitadas maiores do que 4-5 mm do lado esquerdo dos animais.

Nos dias 42, 49, 119, 126 e 154 de contagem o grupo tratado com acaricida ndo
apresentou diferenca significativa com o grupo controle assim como os dias 42, 49, 98,
105, 126 e 140 para o grupo tratado com fungo M. anisopliae. O grupo tratado com a
associagdo de suspensdo de esporos de M. anisopliae na concentragio de 10°conidios/mL
com solucdo acaricida mostrou um numero significativamente menor de carrapatos R.

microplus, em todas as contagens quando comparado com o grupo controle.

Os grupos tratados com a suspensdo do fungo ou acaricida isoladamente
apresentaram uma eficdcia semelhante, com média de 75%. A variacdo de eficacia foi de
55-86% para o grupo tratado com a suspensdo de M. anisopliae e de 59-95% com a
solugdo acaricida isoladamente. No entanto, a associagdo entre o fungo M. anisopliae € o
acaricida promoveu uma eficacia no controle do carrapato R. microplus de 91,7% apods o
primeiro tratamento (dia 7) e acima de 98% nos outros seis tratamentos (dia 28, 56, 77, 98,
119 e 140) (Figura 13). Os animais foram avaliados semanalmente, durante as contagens

dos carrapatos, para verificar a sanidade dos bovinos e detectar qualquer alteracdo em seus
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parametros fisiologicos. Nao houve nenhuma evidéncia de qualquer reacdo adversa nos

animais dos grupos tratados.
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Figura 13: Determinacio do numero de carrapatos nos grupos de bovinos com os
diferentes tratamentos: G1-em azul (solucdo acaricida de cipermetrina + clorpirofés) G2-
em verde (suspensdo de esporos de M. anisopliae na concentragio de 10°conidios/mL) e
G3-em vermelho (associagdo de suspensdo de esporos de M. anisopliae na concentracio de
10%conidios/mL com solugdo acaricida de cipermetrina + clorpirofos) e controle (sem
tratamento). A avaliacdo (contagem do numero de carrapatos) foi realizada durante todo
experimento (182 dias) uma vez por semana. As setas indicam os dias de tratamento.

* Grupos tratados diferem significativamente (p < 0,05) do grupo controle.
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Figura 14: Porcentagem de eficacia dos tratamentos. G1-em azul (solucdo acaricida de
cipermetrina + clorpirofés) G2-em verde (suspensdo de esporos de M. anisopliae na
concentragio de 10°conidios/mL), e G3-em vermelho (associagio de suspensio de esporos
de M. anisopliae na concentragio de 10°conidios/mL com solu¢io acaricida de
cipermetrina + clorpirofés). Determinada como a percentagem de redugdo de carrapato,
quando comparado pela contagem do niimero de carrapatos nos animais com o grupo de

controle, uma semana apds o tratamento. Dias dos tratamentos: 0, 28, 56, 77, 98, 119 e
140.
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5. DISCUSSAO

O ectoparasitismo por carrapatos ¢ um problema importante para a pecuaria em
varias regides do mundo, em especial em rebanhos bovinos. No Brasil os rebanhos,
principalmente das regides de clima tropical e subtropical (HORN & ARTECHE, 1985)
estdo sujeitos a infestagdes pelo carrapato Rhipicephalus microplus causando perdas
importantes na producdo animal (JONSSON, 2006; PEREIRA & LABRUNA, 2009). A
infestagdo por este carrapato causa diversos prejuizos pela diminui¢do de ganho de peso,
custos com antiparasitarios, diminui¢cdo da producao de leite, depreciagdo do couro e lesdes
contaminadas, predispondo a ocorréncia de miiases (MARTINS, 2004).

O controle destes carrapatos ¢ majoritariamente realizado pelo uso de
carrapaticidas, em especial compostos organofosforados, piretrdides, amitraz, lactonas
macrociclicas, fipronil e fluazuron (KLAFKE, 2009). Esse controle acarreta, pelo menos,
dois efeitos negativos: (i) a contamina¢do do ambiente e do produto final (carne, leite, etc)
e (i1) a selecdo de carrapatos resistentes aos acaricidas. Portanto, objetivos importantes € o
levantamento de dados sobre essas popula¢des de carrapatos resistentes a acaricidas e o
desenvolvimento de métodos mais eficientes de controle (BEYS DA SILVA et al., 2012).
Neste particular, o uso do controle bioldégico utilizando principalmente fungos

entomopatogénicos tem mostrado um grande potencial de aplicacao.

Neste estudo abordamos dois aspectos do controle bioldgico de carrapatos, em
condi¢des de campo, utilizando como modelo o fungo entompatogénico Metarhizium
anisopliae e a compatibilidade da utilizagdo conjunta do controle bioldgico e quimico para
controlar uma cepa resistente a acaricidas do carrapato Rhipicephalus microplus. Um
aspecto fundamental que permitiu a realizagdo deste trabalho foi a colaboragdo entre o

Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor (IPVDF) e o Centro de
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Biotecnologia da UFRGS abordando assim tanto experimentos em nivel de laboratério

quanto experimentos a campo.

Neste estudo foram avaliadas amostras de populagdes de R. microplus, provenientes
do Estado do Rio Grande do Sul onde foram utilizados os principais grupos quimicos de
acaricidas disponiveis no mercado (amitraz, piretroides sintéticos, organofosforados e suas
associacdes), destes, com excecdo de duas associacdes detectou-se percentual
caracteristico de resisténcia (eficacia < 85%) demonstrando assim que a distribuicdo da
resisténcia de carrapatos a acaricidas estd disseminada também pelo territério de clima

subtropical (FAO, 2004).

Dentre estas amostras foi isolada e mantida em laboratorio uma cepa, denominada
Cepa “Jaguar”, com alto grau de resisténcia aos acaricidas in vitro. Estudos anteriores ja
relataram cepas com resisténcia a diversas classes de acaricidas. KUNZ & KEMP (1994)
descreveram uma cepa de carrapato R. microplus com caracteristica de resisténcia a
amitraz e piretroide sintético e BENAVIDES e colaboradores (2000) descreveram
resisténcia a amitraz, piretroide sintético e organofosforado. FERNANDEZ-SALAS e
colaboradores (2012) descreveram uma cepa de R. microplus com caracteristicas de
resisténcia a quatro familias de produtos quimicos: organofosforados, piretroides

sintéticos, amitraz ¢ ivermectina.

Em um estudo recente POHL e colaboradores (2012) utilizando o Teste de Pacote
de Larvas (TPL) relataram a cepa Jaguar com resisténcia a uma quarta classe de acaricida:
as lactonas macrociclicas (ivermectina, abamectina e moxidectina). De acordo com
LANUSSE e colaboradores (1997) as lactonas macrociclicas surgiram como uma

alternativa para o controle do R. microplus, no entanto, ja foram descritos casos de
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resisténcia a essa classe de acaricidas (MARTINS & FURLONG, 2001; KLAFKE et al,

2006; PEREZ-COGOLLO et al., 2010).

A aplicagdo de um produto quimico mais do que seis vezes por ano, pode contribuir
para o desenvolvimento de populacdes resistentes (MENDES ef al., 2011). Com o
desenvolvimento da pecudria intensiva, as populacdes de carrapatos tém sido submetidas a
aplicacdes freqilientes de todas as classes de acaricidas disponiveis no mercado, levando
assim a selecdo de individuos com grau de resisténcia cada vez mais elevado (ALONSO-
DIAZ et al, 2007). Portanto nosso estudo, bem como em outros na literatura, evidencia
populacdes resistentes que devem ser submetidas a experimentos que permitam um

conhecimento mais detalhado que possa auxiliar nos métodos de controle.

Uma das alternativas para o controle de cepas resistentes de carrapatos a acaricidas
seria 0 uso combinado do controle biolégico com o quimico (ALVES ef al., 1998). Desta
forma avaliamos a compatibilidade de Metharhizium anisopliae (cepa E6) com cinco
acaricidas comerciais. SCHUMACHER & POEHLING (2012) utilizando acaricidas em
baixas dosagens em duas cepas de M. anisopliae (MA-K e MA-7) demonstraram a
compatibilidade do fungo com amitraz e piretréide (permetrina). De acordo com
BATISTA FILHO e colaboradores (2001) utilizando a cepa SPL 358 de M. anisopliae
consideraram que o piretréide (deltametrina) ndo inibiu o crescimento vegetativo, no
entanto, inibiu a conidiogénese do fungo. MOHAMED e colaboradores (1987) utilizando a
cepa E9 mostraram que o produto quimico clorpirifés foi toxico para o crescimento
micelial e para a esporulagdo, e que o piretréide ndo inibiu o desenvolvimento do fungo.
RODRIGUES e colaboradores (2002) observaram que uma associacdo de OF (diclorvos) +
PS (cipermetrina) ndo apresentou a¢do inibidora no desenvolvimento do fungo. Em nosso

estudo, determinamos que uma associacdo de OF + PS (clorpirifés 50% e cipermetrina
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20%) nao induziu a viabilidade do fungo. Assim, este acaricida foi o escolhido para ser

utilizado no ensaio a campo.

Nos experimentos de laboratorio com as diferentes concentragdes de suspensdes
aquosas de M. anisopliae foi demonstrada que a maior concentragdo (10°conidios/mL)
apresentou melhor resultado quando comparada com as concentragdes inferiores levando a
uma mortalidade de 100% em 13 dias apds o tratamento. De acordo com a literatura a
mortalidade estd diretamente relacionada com a concentragdo de esporos de M. anisopliae
utilizadas nos tratamentos (BITTENCOURT, et al., 1994; ZHIOUA et al, 1997,
FRAZZON et al., 2000; MELO et al., 2006 e OJEDA-CHI et al., 2010) FRAZZON e
colaboradores (2000) demonstraram mortalidade de 50%, utilizando isolados E6S1, E6S2 ¢
E9 de M. anisopliae em R. microplus cinco dias apds a aplicagdo de esporos e uma
mortalidade de 100% dentro de 2 semanas apds o tratamento em condi¢des de laboratorio.
MONTEIRO et al,. (1998) verificaram que uma concentragdo 7,5x10° conidios/mL de M.
anisopliae (Cepa E9) foi mais eficaz, com o fungo esporulando em 91% das fémeas de R.
microplus, ou seja, uma concentracdo 7,5 vezes maior do que a utilizada em nosso estudo

para obter resultados semelhantes.

ALVES e colaboradores (1998) propuseram que o grau de compatibilidade de
produtos biologicos e quimicos pode resultar em uma maior eficicia no tratamento de
alguns artropodes menos suscetiveis ou resistentes a produtos quimicos. BATISTA FILHO
e colaboradores (2001); HIROMORI & NISHIGAKI (2001) sugerem que um aumento da
patogenicidade de fungos sobre carrapatos pode ser obtido através da combinagdo do fungo
com baixas doses dos produtos quimicos para provocar um estresse no sistema imune do
hospedeiro, deprimindo assim sua resposta. BAHIENSE e colaboradores (2006)

descreveram que as associacdes de M. anisopliae e piretroide (deltrametrina) mostraram
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uma taxa de mortalidade maior do que os tratamentos com fungo ou piretroide
isoladamente, sugerindo que a associagdo de fungos e produtos quimicos podem ser
utilizados em concentragdes menores, para diminuir os custos, otimizar os beneficios,
aumentar a seguranca ¢ eficacia. Em nosso estudo foi demonstrado que quando a
suspensdo de 10°conidios/mL de M. anisopliae (Cepa E6) foi associada com acaricidas
(amitraz, cipermetrina, clorpirifés e associagdes de cipermetrina + clorpirifos e
cipermetrina + clorpirifés + BPO) houve aumento na mortalidade de uma cepa de R.
microplus resistente a acaricidas. Tendo em vista esta constatagdo em condigdes de

laboratério, havia a necessidade de se comprovar esta proposta em condi¢des de campo.

Em nosso estudo a campo os tratamentos dos animais G1 (solu¢do acaricida de
cipermetrina + clorpirifos), G2 (suspensdo de esporos de M. anisopliae na concentragio de
10%conidios/mL) e G3 (associagio de suspensdo de esporos de M. anisopliae na
concentragio de 10°conidios/mL com solugio acaricida) foram realizados no final da tarde,
para minimizar os efeitos adversos da luz solar como a radiacdo de raios UV-A e UV-B,
que podem interferir na germinacdo do fungo e nas fases iniciais de desenvolvimento dos
tubos geminativos (BRAGA ef al, 2001; FRANCISCO et al., 2008). A escolha foi
semelhante a dotada por ALONSO-DIAZ et al., (2007) que aplicou o tratamento com os
conidios as 18-19 horas, quando a temperatura oscilou entre 28 a 32°C, na auséncia de luz
solar. Este procedimento pode ajudar a infec¢do do fungo no hospedeiro pelo mecanismo
de penetragdo dos conidios através da cuticula (ARRUDA et al., 2005). A realizagdo de
experimento a campo possibilita constatar as reais adversidades que o fungo pode
encontrar para ser utilizado de fato como biocontrolador para o carrapato R. microplus,

demonstrando sua viabilidade e eficicia sob efeitos ambientais como sol e chuva, os quais
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ndo sdo possiveis de serem observados em condigdes de laboratdrio além dos efeitos sobre

o animal, como temperatura e umidade.

De acordo com a literatura a temperatura 6tima e a umidade relativa para a maioria
dos isolados de Metarhizium spp. esta em torno de 25°C e de 55 a 75% respectivamente
(OUEDRAOGO et al., 1997, MICHALAKI et al., 2006) . A média de temperatura no
campo, durante o periodo do experimento foi de 20°C, com uma variacdo entre 33°C
(maxima) (Fevereiro de 2012) e de 9°C (minima) (Julho de 2012) no Instituto de Pesquisas

Veterinarias Desidério Finamor, em Eldorado do Sul.

Considerou-se que a temperatura ndo afetou a acdo de M. anisopliae sobre os
carrapatos nas nossas condi¢des de campo, demonstrando que este fator ndo ¢ um
impedimento para a aplicagdo deste organismo em qualquer lugar do mundo que possua
variacdo de temperatura semelhante a descrita anteriormente. ANGEL-SAHAGUM e
colaboradores (2010) tiveram uma variagdo significativa de temperatura (19-30°C) durante
seu experimento a campo para o controle de larvas de R. microplus em pastagem utilizando
a Cepa MA 14. KAAYA e colaboradores (2011) demonstraram grandes flutuagdes em seus
dados meteorologicos, especialmente na precipitacdo e umidade relativa do ar com a maior
precipitacdo de janeiro a marg¢o e a maior umidade relativa foi de fevereiro a abril, assim
como em nosso estudo (Figura. 13). Neste estudo, M. anisopliae na formulacdo aquosa
contendo 0,02% de Triton X-100 foi utilizado para controlar R. microplus em bovinos. Um
dos entraves para o uso do fungo para o controle do carrapato bovino ¢ a possibilidade de
efeitos adversos nos animais. Durante todo o periodo do experimento (182 dias) os animais
foram avaliados semanalmente para verificar a sanidade dos mesmos e detectar qualquer
alteracdo em seus parametros fisiologicos. Nao houve nenhuma evidéncia de qualquer

reagdo adversa nos animais dos grupos tratados. Todos permaneceram saudéaveis durante o
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periodo do experimento assim como nos estudos conduzidos por ALONSO-DIAZ e

colaboradores (2007) e KAAY A e colaboradores (2011).

Os resultados obtidos em nosso estudo foram mais signifativos do que estudos
anteriores onde foi utilizada uma formulagdo de 6leo e conidios de M. anisopliae
(10%conidios/mL), aplicada a cada 3-4 semanas em um periodo de um ano onde foi
observada a redugdo de 83% nas populacdes de R. evertsi evertsi € R. (B.) decoloratus
sobre bovinos a campo (KAAYA et al., 2011). Em outro estudo conduzido por ALONSO-
DIAZ e colaboradores (2007), utilizando (10°conidios/mL) de M. anisopliae em
formulacdo aquosa com Tween-80 no controle de R. (B.) microplus mostrou uma redugdo
de 45% da populagdo de carrapatos ap6ds o segundo tratamento assemelhando-se ao obtido
por DE CASTRO e colaboradores (1997) que registraram uma diminui¢do de 50% na
populagdo R. microplus tratados com o fungo em teste de estabulo. Estas diferencas podem
ser atribuidas tanto as condigdes ambientais como as diferencas de viruléncia entre cepas

utilizadas.

O fato dos grupos tratados com a suspensdo de fungo ou acaricida, isoladamente
terem demonstrado a mesma eficicia média, e maior eficdcia para o grupo tratado com o
fungo apos dois dos sete tratamentos, confirmam a relevancia deste estudo que mostra uma

perspectiva real para adotar este controle em grande escala.

Os dados aqui apresentados mostram que M. anisopliae (cepa E6) e acaricidas
(amitraz, cipermetrina, clorpirifés e associagcdes de cipermetrina + clorpirifos e
cipermetrina + clorpirifés + BPO) agem sinergicamente e de forma mais eficiente para
controlar carrapatos. Assim, a possibilidade de combinacdo de estratégias diferentes e

complementares no controle deste ectoparasita, como a utilizacdo de controle quimico
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convencional por acaricidas e controle biolégico com microrganismos, como fungos
artropatogénicos, deve ser considerado como recurso para controlar carrapatos com

elevado nivel de resisténcia aos acaricidas.

Neste trabalho objetivamos contribuir com experimentos em laboratdrio e a campo
para demonstrar a real possibilidade de utilizar formulagdes compostas por Metarhizium
anisopliae (Cepa E6) e acaricidas para o controle de populagdes do carrapato

Rhipicephalus microplus resistentes a acaricidas.

Mostramos assim que a formula¢do de M. anisopliae associado a acaricida foi

capaz de controlar o carrapato Rhipicephalus microplus em bovinos.
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6. CONCLUSOES

M. anisopliae (cepa E6) foi compativel com a maioria dos acaricidas testados, ndo

afetando sua viabilidade.

Uma populacdo de R. microplus resistente a acaricidas quimicos foi suscetivel ao

tratamento com esporos do fungo M. anisopliae

Quando utilizados em associacdo, esporos do fungo M. anisopliae e carrapaticida o
tratamento foi mais eficaz contra o carrapato tanto nos experimentos in vitro quanto no

ensaio a campo com bovinos infestados em relacdo aos tratamentos isolados.

Houve eficacia no tratamento a campo com M. anisopliae (Cepa E6) associado ou

ndo a acaricida quimico (cipermetrina + clorpirifos)
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7. PERSPECTIVAS

Estudos futuros sdo necessarios para se obter uma formulacdo comercial vidavel do

agente bioldgico com acaricidas.

Avaliar a interagdo entre fungo e acaricida ao nivel de mecanismos.
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Abstract

The efficacy of the fungus Metarhizium anisopliae to control ticks has been shown in
several in vitro experiments. However, there have been few studies in field conditions in
order to demonstrate the real applicability of the biological control of ticks. The aim of the
present study was to evaluate the efficacy of Metarhizium anisopliae to control
Rhipicephalus microplus under laboratory and field conditions. Initially, the compatibility
of Metarhizium anisopliae strain E6 with acaricides was evaluated in vitro using five
different formulations: amitraz, cypermethrin, chlorpyriphos and two acaricide mixtures
(chlorpyriphos + cypermethrin and chlorpyriphos + cypermethrin + pyperonilbutoxide). In
general, the acaricides treatments determined mild effects on fungus viability. The lower

fungal viabilities were obtained after treatment with amitraz (63% after 48 hours) and
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chlorpyriphos (67% after 96 hours). The efficacy of M. anisopliae to control an acaricide-
resistant strain of Rhipicephalus microplus was evaluated in vitro and under field
conditions in tick infested cattle, using the fungus alone or in association with a
commercial acaricide by manual spraying. The field experiement was conducted with
twenty bovines divided into four groups (n = 5); (i) acaricide-treated group, (ii) fungus-
treated group, (iii) fungus+acaricide group, and (iv) control non-treated group. Animals
were allocated into highly infested paddocks and were also experimentally infested with
20.000 larvae with Jaguar strain of R. microplus in three sequentially weeks 21, -14, and -7
days before the first treatment and one week after each treatment. Animals in the treated
groups were sprayed with M. anisopliae at a concentration of 10°conidia/mL at 21 days
intervals (seven treatments). From the first treatment to the end of the experiment, animals
in the three treated groups had lower tick infestation (P < 0.05). Groups treated with fungus
suspension and acaricide alone, presented a similar efficacy, with minimal of 50% and
75% average. Importantly, the association of fungus and acaricide promoted a minimal
percent of 91.7% tick-control after the first treatment and over 98% tick-control in the
other six treatments. Thus in this work we demonstrate the real applicability of the use of
M. anisopliae (strain E6) to control acaricide resistant ticks R. microplus in particular using

the association of fungal spores and acaricides.

Keywords: Biological control, Acaripathogenic fungi, Tick, M. anisopliae, R. microplus,

acaricide resistance.
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Introduction

Rhipicephalus microplus is a cattle hematophagous ectoparasite, wich is present in
tropical and subtropical areas (Estrada-Pefa er al., 2006). It causes anaemia, anorexia
(Jonsson, 2006), immunosuppression (Inokuma et al., 1993) and other systemic
disturbances in their hosts (Reck et al., 2009). This tick is vector of Cattle Tick Fever, an
important disease of cattle, caused by Anaplasma marginale, Babesia bovis and B.
bigemina (Jonsson et al., 2008). The economical losses related to tick parasitism are
estimated in two billion dollars per year in Brazil, mainly due to skin damage, reduction in
milk production, decreased weight gain and acaricide-control costs (Grisiet al., 2002).

R. microplus control is performed mainly by chemical acaricides; however there are
multiple reports of tick resistant strains (Martins & Furlong, 2001; Alonso-Diaz et al.,
2006; Rodriguez-Vivas et al., 2006; Castro-Janer et al., 2010). The indiscriminate use of
acaricides, incorrect dose application, and the beginning of treatments only when cattle
shows a high tick load contribute to the development of acaricide resistance (Soares et al.,
2001). In addition, the public concern with acaricide residues in the environment and the
demand for chemical-free food contributes to the search for an alternative method of
control for R. microplus (Kay & Kemp., 1994; Samish, et al., 2004).

The use of microorganisms for the biological control of arthropods was first
proposed in the middle of the 19" century; nevertheless, the full potential and the many
advantages of this practice have only recently been applied at a commercial scale. In this
scenario, Metarhizium anisopliae is the most studied entomopathogenic fungi (Schrank &
Vainstein, 2010). The infection of arthropods by M. anisopliae involves a combination of

two processes: the mechanical pressure exerted by appressoria (St Leger et al., 1986) and
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cuticule degradation by hydrolytic enzymes such as lipases (Beys da Silva et al., 2010),
proteases (Santi et al, 2010) and chitinases (Da silva et al, 2005, Staats et al, 2013).

M. anisopliae effect on R. microplus ticks has been evaluated in several in vitro
studies (Bittencourt et al., 1992; Frazzon et al., 2000; Costa et al., 2001; Onofre et al.,
2001; Fernandes et al., 2004; Arruda et al., 2005; Polar et al., 2005; Bahiense et al., 2006;
Lemmon and Jonsoon, 2008). However, its efficacy in pen trials (Correiaet al., 1998;
Bahiense et al., 2007; Leemon et al., 2008), and when it was directly applied in pasture
(Garcia et al., 2011) have shown not to be efficient.

Some promising studies were made in field conditions (Polar et al., 2005; Alonso-
Diazet al., 2007; Ojeda-Chi ef al., 2010) and demonstrated the need for more researches in
this scenario. However, the potential of entomopathogenic fungi as tick-control agents is
often under-estimated, because they are considered too restricted by the environmental
conditions normally present in tick habitats (Fernandes et al., 2012).

Despite the combination of M. anisopliae with synthetic acaricides has been
suggested as a promising way to control resistant R. microplus strains, until now a few
satisfactory results of acaricide-fungus compatibility and tick control were obtained
(Bahiense et al., 2006, 2008). In the present study, we evaluated the effect of M. anisopliae
E6 strain alone or associated with commercial acaricides on an acaricide-resistant strain of
R. microplus in vitro and under field conditions. Our findings demonstrated a significant
decrease of R. microplus on cattle in the field by M. anisopliae sprayed alone or in

combination with acaricides.

70



Materials and methods
Ticks

Rhipicephalus microplus engorged females from Jaguar strain were collected from
experimentally infested animals housed in individual pens on slatted floors, maintained at
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), Eldorado do Sul, Rio
Grande do Sul State, Brazil. This tick strain was used because of its resistance against
several classes of acaricides, as previously demonstrated by in vitro assays using Adult
Immersion Test (AIT) and Larval Packet Test (LPT) (Pohl et al. 2012). After collection,
the females were transferred to the laboratory, washed with water and 2.5% sodium
hypochlorite solution and then with sterile distilled water to avoid any contamination with

others microorganisms.

Production of conidia and suspensions

M. anisopliae var. anisopliae E6 strain, a highly pathogenic isolate for ticks
(Frazzon et al., 2000) was maintained as previously described (Bogo et al. 1998). Fungus
cultivation for conidia production was performed using 100 g of rice grains added to 30
mL of a 0.5% peptone solution. The medium was autoclaved in polypropylene bags for 30
min. In each bag, 10° spores were inoculated and then cultivated at 28°C for 14 days (Santi
et al.,2011). The rice grains were washed in 0.01% of sterile Tween 80, homogenized and
the conidia concentration was determined using a Neubauer hemocytometer. The
suspensions were diluted in sterile water (Beys da Silva et al., 2010) at concentrations of

10°, 10" and 10%conidia/mL.
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In vitro assays
Compatibility of M. anisopliae with commercial acaricides

M. anisopliae compatibility with acaricides was evaluated using five commercial
acaricides: amitraz (0.025%), a cypermethrin (0.015%), chlorpyriphos (0.048%) and two
associations of synthetic pyrethroid and organophosphate (SP+OP) (0.015% cypermethrin,
0.048% chlorpyriphos and 0.005% piperonylbutoxide; 0.02% cypermethrin and 0.05%
clopyriphos). M. anisopliae suspensions (10°conidia/mL) supplemented with distinct
commercial acaricides were inoculated in Petri dishes containing Potato Dextrose Agar
(BDA) medium and maintained at 27+1°C and 80% humidity for eight different times (1,
5, 10, 24, 48, 72, 96 e 120 h). All experiments were performed in triplicate. The
compatibility of M. anisopliae with acaricides was evaluated assessing the conidia viability
by colony-forming units (CFU) determination from solutions in the respective times

(Lacey et al., 1994).

In vitro efficacy of M. anisopliae against R. microplus

M. anisopliae was tested in three different conidia concentrations (10°, 107, 10°
conidia/mL). All treatment groups had 10 engorged females and each treatment consisted
of three replicates. Ticks were immersed in spore solutions for five minutes and after
drying the females were placed in Petri dishes and incubated at 27 + 1°C and 80% relative
humidity for 20 days. Tick death was checked daily to determinate the median lethal time

(LT5s0).
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In vitro efficacy of M. anisopliae combined with commercial acaricides against R.
microplus

The highest conidia concentration (10°conidia/mL) was chosen to be combined
with commercial acaricides, as described above. All groups had 10 engorged females and
each treatment consisted of three replicates. Ticks were treated and maintained at the same

conditions described for the assays using only M. anisopliae.

Field trial
Location

The field trial was conducted from February to July 2012 at Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) (30°03'06" S; 51°18'44" W), Eldorado do Sul,
Rio Grande do Sul State, Brazil. The mean annual temperature and precipitation are
20°C and 1428.8 mm, respectively. Climate information for the studied period was
obtained from a meteorological station of FEPAGRO located inside IPVDF (CEMETRS)

(Figure 4).

Animals

Twenty bovines (Bos taurus taurus), 12-14 month old, with average weight of 231
kg + 58, were used for field assays. Cattle were maintained in four paddocks (= 1 ha each)
at IPVDF. Paddocks were separated with electric fences. Cattle were sequencially infested
with 20,000 larvae of R. microplus ticks from Jaguar strain at days -21; -14 and -7 of the
first treatment and one week after each treatment. The tick load was evaluated by counting
the number of tick females greater than 4.5 mm on left side of the animal (Wharton &

Utech, 1970) once a week for the all the experimental period (six months).
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Treatments

Animals were divided into four experimental groups of five animals each. Group 1
was sprayed with an acaricide solution (SP+OP); group 2 was sprayed with fungus
suspension conidia (10°conidia/mL) with 0.02% Triton X 100; group 3 was sprayed with
fungal conidia (10°conidia/mL) with 0.02% Triton X 100 added with an acaricide solution
(SP+OP); and group 4 (control group) did not receive any treatment. Each animal was
sprayed with eight liters of suspension/solution using a manual sprayer with a cone-type
nozzle and a pressure of approximately 40 Ib/in®. The efficacy of treatments was
determined as the percentage of tick reduction when compared to the control group
(Bittencourt et al., 2003). All groups received the treatments at intervals of 21 or 28 days.
This interval was chosen because it was reported by Kaaya and co-workers (1996) that
entomopathogenic fungi maintain their viability in the skin of animals for a period of 2-3
weeks and to coincide with the period of parasitism exerted by R. microplus (Pereira &

Labruna, 2009)

Data analysis

The compatibility of fungus and commercial acaricides and the in field trial were
assessed by the variance (ANOVA) followed by the Tukey’s test with a significance level
of 5% (p <0.05) calculated using the Prism software (3.0). The lethal time (LTso) for

engorged females was assessed using the Polo Plus software.

74



Results
Compatibility of M. anisopliae with commercial acaricides

The fungus viability, assessed by counting colony forming units (CFU) of M.
anisopliae was not significantly affected by most of acaricides tested, there was no
statistical difference between the groups where the fungus was exposed to acaricides, when
compared with the control group. M. anisopliae had a lower viability when exposed to
amitraz and organophosphate with 63% of the fungus viable at 48 hours of exposure and
67% at 96 hours, respectively. The association SP + OP (cypermethrin + chlorpyriphos)
was the only acaricide which did not induce any change in the viability of the fungus, so
this acaricide was chosen to be used in the field trial. The others acaricides: amitraz,
cypermethrin, chlorpyriphos and the second acaricide mixture (chlorpyriphos -+
cypermethrin + pyperonilbutoxide) induced some reduction in the fungus viability in
comparison with the control (without acaricide) at least one of the times tested in the

experiment. (Table 1).

In vitro efficacy of M. anisopliae against R. microplus

To evaluate the efficacy of the fungus in the control of ticks, was observed the
mortality of R. microplus females daily using a stereoscope for 20 days. The value of
Lethal Time to 50% of the population (LTso) to the fungal suspensions were 12.6, 10.3 and
8.7 days for concentrations of 10°, 107 and 10® conidia / mL, respectively (Figure 1). The
control group and the groups treated with acaricides showed no mortality above 50%
during the study period (20 days). However, when the suspension of M. anisopliae
(10%conidia/mL) was associated with acaricides, increased the mortality (Table 2). In some

cases the mortality values were lower than 50% at the end of the experiment, thus the LTs
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cannot be calculated. In all experiments, the survival rate of ticks in the control group (no

treatment) was 100%.

Field experiment

All treatment groups, G1 (acaricide solution of cypermethrin + clorpyriphos), G2
(spore suspension of M. anisopliae at concentration of 10° conidia/mL) and G3 (association
of spore suspension of M. anisopliae at concentration of 10® conidia/mL with acaricidal
solution of cypermethrin + clorypiriphos) determined a reduction in tick counts (p < 0.05)

when compared with the control group, demonstrating the effectiveness of the treatments.

The group treated with acaricide (cypermethrin + chlorpyriphos) showed no
significant count difference with the control group on days 42, 49, 119, 126 and 154 as
well as the group treated with fungus M. anisopliae on days 42, 49, 98, 105, 126 and 140.
The group treated with the combination of spore suspension of M. anisopliae at
concentration of 10°conidia/mL with acaricide solution (cypermethrin + clorpyriphos)
showed significantly fewer R. microplus ticks as compared with the control group in all

counts. (Figure 2).

The groups treated with the suspension of the fungus or acaricide alone showed
similar efficacy (p > 0.05), with an average of 75%. The range of efficacy was 55-86% in
the group treated with a suspension of M. anisopliae and 59-95% with the acaricide alone.
The association between the fungus M. anmisopliae and acaricide promoted 91.7% of
control of R. microplus after the first treatment (day 0) and above 98% in the other six
treatments (days 28, 56, 77, 98, 119 and 140) (Figure 3). The animals were evaluated

weekly for scores of ticks to check the health of cattle and detect any changes in their
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physiological parameters. There was no evidence of any adverse reaction in the animals of

the treated groups.

Discussion

R. microplus tick is considered the most important parasite affecting cattle in Latin
America and the major ectoparasite affecting livestock in America, Asia and Oceania
(Estrada-Pena et al., 2006). This tick causes several losses and is a great economical
impact regarding costs with antiparasitics (Jonsson, 2006; Pereira & Labruna, 2009). The
control of this tick is mainly accomplished by use of acaricides, particularly
organophosphates, pyrethroids, amitraz, macrocyclic lactones, fipronil and fluazuron
(Klatke, 2009). This control involves at least two negative effects: (i) chance of
environment and animal products (meat, milk, etc) contamination (ii) selection of ticks
resistant populations to acaricides. Therefore, an important goal in this area is
characterization of tick populations response to acaricides and the development of more
efficient control methods (Beys da Silva et al., 2012). In this sense, the potential use of
biological control by entomopathogenic fungi has shown a great application potential.

In this study we aimed address the compatibility of biological and chemical control
for R. microplus acaricide resistant strain.

In a recent study Pohl and co-workers (2012) using the larval packet test reported
that Jaguar strain (R. microplus strain also used in our experiments) showed resistance to
four classes of acaricides: SP, OP, amitraz and macrocyclic lactones. The application of a
chemical rather than six times per year can contribute to the development of resistant
populations (Mendes et al., 2011). In intensive animal breeding areas, cattle has been
submitted to frequent applications of all classes of acaricides available in the market, thus

leading to the selection of resistant ticks (Alonso-Diazet al., 2007).
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An alternative for the control of tick acaricide resistant strains would be the
combined use of biological and chemical control (Bahiense et a/.,2006). Thus, we evaluate
the compatibility of Metarhizium anisopliae (strain E6) with five commercial acaricides:
amidinic  (0.025% amitraz), a synthetic pyrethroid (0.015% cypermethrin), an
organophosphate (0.048% chlorpyriphos) and two associations of synthetic pyrethroids
with organophosphates (0.015% cypermethrin, 0.048% chlorpyriphosand 0.005%
piperonylbutoxide; 0.02% cypermethrin and 0.05% chlorpyriphos). The minimum
percentages of viability of the fungus were observed with amitraz (63% at 48 hours) and
chlorpyriphos (67% at 96 hours). Schumacher and Poehling (2012) already demonstrated
compatibility of two strains of M. anisopliae (MA-K and MA-7) with amitraz and
permethrin. Batista Filho and co-workers (2001), using SPL 358 strain of M. anisopliae,
found that deltamethrin did not inhibit the vegetative growth, however, inhibited the fungal
spore production. Mohamed and co-workers (1987), using the strain E9 showed that
chlorpyriphos affected mycelial growth and sporulation and that pyrethroids did not inhibit
fungal growth. Rodrigues and co-workers (2002) tested an association of OP (dichlorvos)
and SP (cypermethrin) and showed no inhibitory effect on the development of the fungus.
In our study, we determined that an association of OP and SP (50% chlorpyrifos and 20%
cypermethrin) did not induce any change in fungi viability. Thus this acaricide was chosen
to be used in the field assay.

In in vitro experiments with different concentrations of M. anisopliae aqueous
suspensions, it has been demonstrated that the highest concentration (10° conidia/mL)
showed better results when compared to lower concentrations leading to 100% mortality
13 days after treatment. The mortality is directly related to the concentration of M.

anisopliae spores used in treatments (Bittencourt et al., 1994; Zhioua et al., 1997; Frazzon
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et al., 2000; Melo et al., Ojeda-Chi et al., 2010). Frazzon and co-workers (2000)
demonstrated 50% of mortality in R. microplus, using E6S1, E6S2 and E9 strains of M.
anisopliae five days after treatment with spores and 100% of mortality within two weeks
after the treatment. Monteiro and co-workers (1998) found that a M. anisopliae (E9 strain)
with concentration of 7.5 10® conidia/mLwas more efficient with fungus infecting 91% of
female R. microplus.

Alves and co-workers (1998) proposed that the compatibility of biological and
chemical products can result in greater efficacy in the control of some arthropods less
susceptible or resistant to chemicals. Some authors (Batista Filho et al., 2001; Hiromori &
Nishigaki, 2001) suggest that increased pathogenicity of fungi on ticks can be obtained by
combining the fungus with low doses of chemicals to cause a stress on the immune system
of the host, thus depressing its response. Bahiense and co-workers (2006) described that
association of M. anmisopliae and deltrametrin showed a higher mortality rate than
treatments with acaricide or fungus alone, suggesting that association of fungus and
chemicals can ensure that the two components can be used in lower concentrations, to

reduce costs, optimize benefits, increasing the safety and efficacy.

We demonstrated in our study that when the suspension of M. anisopliae (strain E6)
was associated with acaricides (amitraz, pyrethroid, organophosphate and pyrethroid and
organophosphate associations) there was an increase in mortality in a strain of R. microplus
resistant to acaricides. In view of this finding under laboratory conditions, there was the

need to prove this proposition under field conditions.

In our study, the treatments in field animals were performed in the late afternoon, to
avoid the adverse effects of sunlight and the radiation of UV-A and UV-B, which interfere

with the germination of the fungus and the early stages of germinate tubes development
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(Braga et al., 2001; Francisco et al., 2008). The choice of day-period time was similar to
that chosen by Alonso-Diaz and co-workers (2007) in Mexico, who applied the treatment
with conidia at 6-7 pm when the temperature ranged from 28 to 32°C in the absence of
sunlight. This may help the host fungus infection in the mechanism of penetration of

spores through the cuticle (Arruda et al., 2005).

According to literature, the optimum temperature and relative humidity for the
majority of Metarhizium spp. is around 25°C and between 55-75%, respectively
(Ouedraogo et al, 1997, Michalski et al, 2006). Thus, high temperatures and low
humidity could limit the use of M. anisopliae in some tropical and arid areas. The average
temperature during our field experiment was 20°C. So, since this temperature did not
impair the action of M. anisopliae on ticks in field conditions, this environmental factor is
not an impediment to the application of this organism in wet subtropical and temperate
zones, as Southern Brazil. It must take into account when comparing our results to other
obtained in tropical and dry regions. Angel-Sahagum and co-workers (2010) in a study
realized in Mexico had a significant variation in temperature (19-30°C) during their field

experiment to control larvae of R. microplus in grazing using MA 14 strain.

One of the obstacles to the use of fungus for the control of cattle tick is the
possibility of adverse effects in animals. During the whole period of the experiment (182
days) the animals were evaluated weekly to check their health status and detect changes in
their physiological parameters. There was no evidence of any adverse reaction in animals
of treated groups, since all remained healthy during the experimental period. It was in
accordance with previous studies conducted by Alonso-Diaz and co-workers (2007) and

Kaaya and co-workers (2011).
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The tick burden was significantly lower (p < 0.05) in the treated groups: Gl
(acaricide solution), G2 (spore suspension of M. anisopliae), and G3 (association of spore
suspension of M. anisopliae with acaricidal solution) when compared with the control
group (no treatment). The tick control percentage obtained was superior than those
obtained in a similar field trial, in which using an oil formulation of M. anisopliae
(10%conidia/ mL) at each 3-4 weeks over a one-year period it observed an efficacy around
83% for R. evertsi everts iand R. (B.) decoloratus (Kaaya et al.,, 2011). In another study
conducted by Alonso-Diaz and co-workers (2007), using 10° conidia/mL of M. anisopliae
formulate in water with Tween-80 showed a reduction of 45% in R. (B) microplus
population after the second treatment. These differences could be attributed both to

environmental conditions, differences in virulence of strains and the formulations used.

The data presented here show that M. anisopliae (strain E6) associated with
acaricides (amitraz, pyrethroid, organophosphate and associations of pyrethroid and
organophosphate) are more effectively to control ticks. The potential associated use of
chemical acaricides and biological agents could stimulate the use and spreading of
biological control for animal parasites among practitioners and farmers. Future studies
should be conducted in order to verify the possibility of developing a commercial viable

biological agent with acaricides.
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Table 1: Compatibility of Metarhizium anisoliae with commercial acaricides. The results of

viability are expressed in percent (%).

Acaricide/Viability

Hours post 0ol Amitraz oP SP SP+OP SP+OP+PBO
exposure

1 10048.08a 97.21+1.92a  89.22+1.20a  93.81+2.10a  94.41+5.69a  91.62+5.71a
5 10048.02a 96.66+8.16a  71.94+12.54b  83.07x14.60a  96.88+2.67a  99,33+4.35a
10 1004£3.51a  90.86+4.96a  91.25+6.64a 79.38+7.9b 91.25£7.04a  70.438.18 b
24 100£11.68a 9527+5.57a  75+5.84 b 80.0746.59b  99.16£3.10a  97.13£2.55a
48 100+£12.12a  63.1589b  95.1343.33a  70.76£9.66b  93.37+2.88a  84.4143.57b
72 100+£15.63a  77,13+10a  89,07423.99a  88.87+8.53a  92.31+7.89a  84.01+7.90a
96 100112 90.06£7.65a  67.87+7.74a  98.2542.68b  95.5242.76a  93.1842.05a
120 100£59.37a  76.15+1.83b  71.0745.15b  80.39+7.30a  94.4140.55a  83.78+4.18a

Means followed by the same letter in the same line do not differ statistically (p> 0,05).
OP (Organophosphate), SP (Synthetic Pyrethroid), SP + OP (Synthetic Pyrethroid and
Organophosphate), SP+OP+PB (Synthetic Pyrethroid, Organophosphate and Piperonyl

butoxide).

Table 2: LTs, evaluation of Rhipicephalus microplus treated with Metarhizium anisopliae
or with an association of M. anisopliae and acaricides.

Treatments

Solution/Suspension

(1)
LTs(days) % Acumulated

Mortality
Control Water ND 3.66 (2.78 —4.54)
Amitraz 2.33 (2—2.66)
Organophosphate 3
Acaricide Synthetic Pyrethroid ND 2.33 (2-2.66)
SP+OP 3.33 (3 —3.66)
SP+OP+PBO 2.66 (2—3.32)
10° 12.6 (11.7 — 13.5) 100
M. anisopliae 10’ 10.3(9.4—-11.2) 100
10° 8.7 (8.4-9) 100
Amitraz 9.5(8-9) 100
. . Organophosphate 9.25(7-11.5) 100
M S ﬁ‘;w“h Synthetic Pyrethroid ~ 8.65 (7.85 — 9.45) 100
SP+OP 6.56 (6.56 — 6.86) 100
SP+OP+PBO 6.48 (6.18 — 6.78) 100

The experiments were performed in triplicates and the numbers between parentheses
represent the standard error. Ticks death was checked every day after treatment, per 20
days. ND — not determinate (mortality <50%)
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Figure 1: Mortality of Rhipicephalus microplus females treated with differents
concentrations of aqueous conidial suspensions of Metarhizium anisopliae (10°, 107 and
10%onidia/mL). Each group represented 10 females. The experiments were done in
triplicate. Bars represent standard error. Ticks death was checked every day after
treatment, per 20 days
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Figure 2: Determination of the number of ticks in cattle groups with different treatments:
Gl (acaricide solution of cypermethrin + clorpiriphos), G2 (spore suspension of M.
anisopliae at concentration of 10°conidia/mL) and G3 (association of spore suspension of
M. anisopliae at concentration of 10°conidia/mL with acaricide solution of cypermethrin +
clorpiriphos) and control (no treatment). Evaluation (counting the number of ticks) was
done throughout the experiment (182 days) once a week. Arrows indicate the days of
treatment. * Treated groups are significantly different (p < 0.05) from the control group.
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Figure 3. Percent of treatments efficacy. Gl (acaricide solution of cypermethrin +
clorpiriphos), G2 (spore suspension of M. anisopliae at concentration of 10*conidia/mL)
and G3 (association of spore suspension of M. anmisopliae at concentration of
10%onidia/mL with acaricide solution of cypermethrin + clorpiriphos) and control (no
treatment). That was estimated as the percentage of tick reduction when compared to the
control group by counting the number of ticks in the animals one week after the treatment.
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Figure 4: Weather conditions (temperature, relative humidity and rainfall) during the
experimental period (January to July 2012).
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9.2 Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA-IPVDF

Oficio n.° 01/ 12 — CEUA/IPVDF Eldorado do Sul, 10 de janeiro de 2012.

Senhor Pesquisador:

Com relacio a0 Projeto. de Pesquisa - SUSCETIBILIDADE DO CARRAPATO

., Rhipicephalus microplus AO FUNGO Metarlnznum amsophae ENSAIOS IN VITRO E
- A CAMPO E ASSOCIACAO A ACARIC]DAS QUIMICOS; projeto de mestrado de
Anelise Webster de Moura Vieira, orientador Dr. Augusto Schrank (UFRGS) e co-

onentador Dr. Jodo Ricardo Martins (IPVDF); protocolado para analise e parecer sobo

n.° 11/201 1 cabe referir o seguinte:

A Comissio de Btica no Uso. de Animais — IPVDF reuniu-se
extraordinariamente em 7 de dezembro de 2011, no Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor ¢ subsequentemente emitiu PARECER FAVORAVEL a pesquiéa a
ser desenvolvida. : ;

E o parecer.

Atenciosamente,

7

7
J ARLOS FERREIRA :
\Presidente em exercicio CEUA - IPVDF.
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