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RESUMO

A associacdo de agentes biol6gicos e quimicos pode ser uma estratégia promissora para o con-
trole de insetos e dcaros, visando a aumentar a eficiéncia, reduzir custos e impactos ambientais.
Este trabalho objetivou avaliar acompatibilidade do fungo Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin
com carrapaticidas quimicos atualmente usados no controle de Riphicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini). O fungo foi cultivado em meio contendo 40, 55, 70, 85 e 100% da dose recomendada
(DR) de carrapaticidas comerciais contendo varios principios ativos, formulados em diferentes
composicdes. Avaliou-se o crescimento vegetativo, a esporulacdo e a viabilidade do fungo e fez-se
a classificacdo toxicolégica dos acaricidas. Os carrapaticidas contendo clorfenvinfés + diclorvés
(Amiphos®), cipermetrina + clorpirifdés + citronelal (Barrage®) e amitraz + clorpirifés (Carbeson®)
foram classificados como téxicos, pois inibiram o crescimento e a esporulagdo, e apenas o tltimo
naoafetouaviabilidade do fungo. O carrapaticida contendo cipermetrina (Colosso®) foi classificado
como compativel e moderadamente compativel nas doses de 40 e 65% da DR, respectivamente,
e aquele contendo spinosad (Elector®) foi o que menos afetou os parametros avaliados, sendo
moderadamente compativel nas doses de 55 a 100% da DR e compativel na dose de 40% da DR.
A maioria dos carrapaticidas quimicos avaliados nédo foi compativel com o fungo M. anisopliae;
apenas aqueles formulados com cipermetrina e com spinosad mostraram alguma compatibilidade
para serem empregados em uma possivel estratégia de uso associado.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico, controle microbiano, fungo entomopatogénico,
Riphicephalus (Boophilus) microplus, carrapato de bovinos.

ABSTRACT

COMPATIBILITY OF METARHIZIUM ANISOPLIAE WITH CHEMICAL ACARICIDES. The
combined use of chemical and biological control agents could prove to be a successful strategy
against insects and ticks, which could improve the efficiency attained by conventional strategies
and also lessen environmental impact that could be caused by these substances. The present study
assessed compatibility of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin to
chemical substances currently used for controlling Riphicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini),
to verify compatibility of these for possible associated use. The fungus was cultivated in a medium
to which was incorporated 40, 55, 70, 85 and 100% of the recommended dosage (RD) of commercial
acaricides containing various active ingredients formulated in different compositions. To verify
compatibility, fungus vegetative growth, spore production and viability were assessed, and all
acaricides were classified regarding toxicity. The chemical acaricides containing chlorfenvinphos
+ dichlorvos (Amiphos®), cipermetrin + chlorpiriphos + citronelal (Barrage®) and amitraz +
chlorpiriphos (Carbeson®) were classified as toxic after causing inhibition of fungal growth and
spore production, the last one being the only agent that did not affect fungal viability. The acaricide
containing cipermetrin (Colosso®) was classified as compatible and moderately compatible in 40
and 65% of the RD, respectively, and the acaricide containing spinosad (Elector®) was the agent
that least affected the factors evaluated, being classified as moderately compatible at 55 to 100%
of the RD, and as compatible at 40% of RD. Most of the chemical acaricides evaluated were not
compatible with M. anisopliae. The acaricide formulated with cipermetrin and spinosad was the
only one that showed some compatibility for use in an integrated pest management.

KEY WORDS: Biological control, microbial control, entomopathogenic fungus, Riphicephalus (Bo-
ophilus) microplus, cattle tick.
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INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini) é
um ectoparasita bovino responsavel por significati-
vas perdas econdmicas em rebanhos de areas tropi-
cais e subtropicais, devido ao parasitismo que reduz
a producdo de leite e bezerros, além de ocasionar
gastos na aquisi¢do de produtos para seu controle
(CastrO; NEWSON, 1993). Ha ainda o estresse causado
aos animais para controle do parasito e a reducdo
da taxa de natalidade, além de serem considerados
importantes transmissores de patdégenos, como
Babesia, Ehrlichia e Anaplasma, que muitas vezeslevam
os animais a 6bito (MoNTEIRO et al., 2003). Segundo
Grust et al. (2002), o Brasil tem prejuizos superiores
a um bilhdo de délares anuais com esse parasita.

Atualmente, o controle do parasita € feito princi-
palmente com o uso de carrapaticidas quimicos, cuja
efetividade tem diminuido devido ao aumento da
resisténcia doscarrapatosaesses produtos (SamisHet al.,
2001). Umadasalternativasaousodoscarrapaticidaséa
utilizagdo demicro-organismos, principalmente fungos
ebactérias, potenciaiscontroladores decarrapatos (ZHi-
oua et al., 1999). Algumas espécies de fungos ja foram
isoladas de todos os estagios de desenvolvimento de
carrapatos, inclusive os ovos. Além disso, a utilizacdo
desses micro-organismos paracontrole biolégicoreduz
a aquisicdo de resisténcia pelas pragas.

De acordo com LourencAo et al. (1993), para o con-
trole de pragas na agricultura, os fungos podem ser
usados de forma isolada ou em associagdo com outros
métodos, como os inseticidas quimicos (OLIVEIRA et al.,
2002; ANDALOetal., 2004; WENZEL et al., 2004) ou naturais
de origem vegetal (MARQUES ef al., 2004). Nesses traba-
lhos, foi demonstrado quealguns desses inseticidassdo
compativeiscomfungosentomopatogénicos, podendo
ser utilizados concomitantemente. Na pecuadria, o uso
associado também pode ser uma estratégia viavel, di-
minuindo gastos, a possibilidade de selegao de pragas
e doengas resistentes aos produtos quimicos, a intoxi-
cagdo do rebanho e dos trabalhadores que aplicam os
produtos e os residuos destes, tanto na carne e no leite
consumidos, quanto no ambiente.

No entanto, poucos estudos foram realizados
para se determinar a compatibilidade entre fungos
patogénicos de carrapatos e carrapaticidas quimicos
(Pa1Ao, 2000; BAHIENSIS; BIiTTENCOURT, 2004; ER; GOKCE,
2004; Barct, 2007), apesar dos beneficios do controle
associado. Assim sendo, este trabalho teve por ob-
jetivo avaliar a compatibilidade do fungo M. aniso-
pliae (METSCH.) SOROKIN com carrapaticidas quimicos
atualmente usados no controle de R. (B.) microplus,
para um possivel uso associado entre esses agentes.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado o isolado E9 de M. anisopliae obtido
de Deois flavopicta Stal. O isolado foi cultivado em
placas de Petri contendo meio de batata, dextrose
e dgar (BDA) mantidas em estufa a 27 £ 1° C, em
auséncia de luz, durante 12 dias.

Foram utilizados cinco carrapaticidas quimicos
comerciais compostos de varios principios ativos,
formulados em diferentes composicoes, empregados
em volumes adequados para obter as doses dese-
jadas e preparados seguindo prescricdo dos seus
fabricantes (Tabela 1).

Os carrapaticidas foram utilizados nas seguintes
doses (em % da doserecomendada pelo fabricante): 40,
55,70,85e100%, tendosidoadicionadosaomeioemque
o fungo foi cultivado na temperatura entre 45 e 50° C,
para evitar alteracdo das propriedades dos compostos
quimicosavaliados. Umdoscarrapaticidasapresentava
os principios ativos separadamente, na forma de um
sache contendo 10 mg de amitraz 50% e um frasco
contendo 20 mL de clorpirifés 50%. Calcularam-se as
quantidades dos principiosativosaseremusadas. Pelo
fato de serem quantidades muito pequenas em fungao
do pequeno volume de meio preparado, quantidades
apropriadas dos principios ativos foram diluidas em
10 mL de 4dgua destilada esterilizada, obtendo-se, as-
sim, uma solugdo cuja concentracdo por mililitro era a
desejada para se conseguir a dose recomendada. Para
obtencao das demais dosagens foram retiradas aliquo-
tas dessa solucdo, com auxilio de pipeta automatica.

Tabela 1 - Carrapaticidas quimicos utilizados nos ensaios com os respectivos principios ativos, grupos quimicos, con-

centracdo, dose recomendada e administracao.

Principio ativo e nome comercial Grupo quimico Concentragdo  Dose recomendada Administracdo
i Fod (/L) (L/L)
- " — —
Amitraz . le)rplrlfos Formamidina e ND' ND' Pulverizacio
(Amiphos®) Organofosforado
Cipermetrina (Barrage®) Piretroide 150 1/1000 Pulverizacao
Diclorvés + Clorfenvinfés (Carbeson®) Organofosforado 600 + 200 1/400 Pulverizacao
Cipermetrina + Clorpirifés + Piretroide e L
+ +

Citronelal (Colosso®) Organofosforado 150+250+10 1/800 Pulverizagao
Spinosad (Elector®) Espinosinas 25 1/100 Pulverizacao

Néao determinado: Principios ativos apresentados separadamente, na forma de um saché contendo 10 mg de Amitraz
50% e um frasco contendo 20 mL de Clorpirifés 50%, para dilui¢do em 20 L de dgua.
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Os parametros de avaliacdo do desempenho do
fungo em relacdo as doses de carrapaticida foram:
crescimento vegetativo, esporulacdoe viabilidade dos
conidios. O crescimento das coldnias foi quantificado
por meio de medidas, em milimetros, de trés didme-
tros marcados na parte externa do fundo da placa de
Petri. As medidas foram efetuadas a cada trés dias,
do 32 ao 15° dias apds a inoculagdo. Cada placa cor-
respondeu a umarepeticdo e, para cada concentragao
de carrapaticida (tratamento), foram feitas 5 placas.

A producao de conidios foi avaliada coletando-
se uma amostra do centro, uma mediana e uma da
periferia de cada col6énia com auxilio de um anel
metalico esterilizado com 8 mm de didmetro no
15¢ dia de incubacdo. Para cada tratamento, foram
coletadas amostras de trés colonias (repeti¢des). As
amostras foram transferidas individualmente para
tubos de ensaio com 10 mL de uma solucédo 1:1 de
NacCl (0,089% p/v) e Tween 80®(0,1% v/ v) esterili-
zada. Apds a remocdo dos conidios por vigorosa
agitacao em agitador elétrico de tubos, foi feita, para
cada tubo, uma contagem ao microscépio éptico
em camara de Neubauer, utilizando-se diluicao da
suspensdo quando necessario.

A viabilidade dos conidios foi avaliada por meio
de cultivo e exame direto em ldmina ao microscopio.
Paratanto,laminas de microscopiaesterilizadasforam
recobertas com uma finacamada de BDA contendo os
diferentes carrapaticidas quimicos nas concentragdes
ja mencionadas. Na parte inferior de cada lamina
foram marcados trés pontos e sobre o meio de cultura
foi inoculado, em cada ponto, 0,1 mL de suspensao
fangica com 10°con. mL. As laminas foram incuba-
dasa 27 +1°C, em auséncia de luz, durante 15 horas.
Em seguida, foram observados 150 conidios em cada
ponto daldmina, entre germinados endo germinados,
sendo estabelecida uma porcentagem. Cada lamina
correspondeuaumarepeticao, e paracada tratamento
foram feitas trés laminas.

Os ensaios foram realizados no delineamento
inteiramente casualizado. Os dados foram submeti-
dos a andlise de variancia pelo teste F, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade pelo programa ESTAT (1997).

Para determinacdo do efeito téxico dos car-
rapaticidas foiutilizadaa férmula proposta por ALVEs
et al. (2007), utilizando os pardmetros crescimento
vegetativo, esporulacdo e viabilidade:

47[CV]+ 43[ESP]+ 10[GER]

IB=
100

em que:

I.B. = Indice Biolégico; CV: porcentagem de
crescimento vegetativo da coldnia apds 15 dias em
relacdo a testemunha; ESP: porcentagem de esporu-
lagdo ap6s 15 dias em relacdo a testemunha; GER:

porcentagem de germinagdo dos conidios ap6s 15
horasemrelacdo a testemunha. Ndo foram utilizadas
casas decimais para o célculo do I.B.

Com os valores obtidos de I.B., fez-se a classifi-
cacdo toxicolégica dos carrapaticidas nas diferentes
dosagens, de acordo escala estabelecida por ALvEs et
al.(2007): de0a41: téxico; de 42 a 66: moderadamente
compativel; > 66: compativel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocarrapaticidaa base de clorfenvinfés + diclorvés
foi o tinico que inibiu totalmente o crescimento das
colonias (Fig. 1A). Esse resultado esta de acordo com
o obtido por Barcr (2007), que utilizou dois carrapati-
cidas contendo diclorvés e ndo verificou crescimento
vegetativo de Beauveriabassiana (Bars.) Vuill. Segundo
GHing KivaTr (2000), esse fato pode ser explicado pela
acdo do organofosforado (diclorvés) que, nos fungos
fitopatogénicos, interfere na producdo de parede
celular. Isso ocorre por meio da acao desse composto
sobre a enzima que converte fosfatidiletanolamina
para fosfatidilcolina e inibe, dessa maneira, a sintese
de quitina, componente da parede celular.

Para o carrapaticida formulado com amitraz +
clorpirifés, a inibicdo aumentou com o aumento das
dosagens (Fig. 1B), efeito também observado por PAiAo
(2000), que cultivou M. anisopliae e B. bassiana em meio
contendovarias doses deamitraz. Esseachado também
foi observado com o carrapaticida formulado com
clorpirifés que, a partir de 40% da DR, inibiu o cresci-
mento, mas ndo houve diferenca entre as dosagens de
55a100% (Fig.1C). O carrapaticida contendo spinosad
inibiu o crescimento a partir de 40% da DR, mas ndo
houve diferenca no crescimento obtido nas doses de
40 e 55% (Fig. 1D). No meio em que foi adicionado o
carrapaticidaabase decipermetrina, ainibi¢do docres-
cimento ocorreu a partir de 70% da DR, ndao havendo
inibi¢do nas menores dosagens (Fig. 1E). O resultado
é semelhante ao obtido por Er; GORKCE (2004), os quais
utilizaram1/10 da doserecomendadadecipermetrina
e ndo verificaram inibicao do crescimento do fungo
Paecilomyces fumosoroseus Wize.

Todos os carrapaticidas inibiram a esporulacao,
confirmandooocorridocomocrescimento vegetativo
(Tabela?2). Paraocarrapaticida a base de clorfenvinfés
+ diclorvés, por nao haver crescimento de colénia,
nao houve esporulacdo. Os carrapaticidas contendo
amitraz + clorpirifds e cipermetrina + clorpirifés +
citronelal inibiram a esporulagdo a partir de 40% da
DR. OLIVEIRA et al. (2002) utilizaram subdosagens de
um carrapaticida contendo amitraz e verificaram
que houve redugdo significativa da esporulagdo de
M. anisopliae. PAcHAMUTHU et al. (1999) cultivaram M.
anisopliae em 500ppm de clorpirifés e nao houve es-
porulacdo. Para os carrapaticidas formulados a base
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de cipermetrina e de spinosad, a dose de 40% da DR houve grande diminuicdo da produgédo de conidios.
foia que menos influenciou a esporulagdo e, a partir O carrapaticida contendo spinosad foi o que causou
de70% daDR docarrapaticidaabase de cipermetrina, a menor inibicao da esporulacao (Tabela 2).

Tabela 2 - Producao de conidios de Metarhizium anisopliae cultivado em meio contendo diferentes doses dos carrapati-
cidas quimicos apds 15 horas de incubagdo, a 27° C.

Ne de esporos (x 10° con. mm™)

Dose (% — . o
Clorfenvinvés + Amitraz + Cipermetrina + . . .

dab-R) Diclorvés Clorpirifés Clorpirifés + Citronelal Cipermetrina Spinosad
Controle 46,97 a 45,45 a 36,65 a 67,20 a 46,30 a
40 0,00 b 1,32b 582b 41,95 b 28,55 b
55 0,00 b 1,73 b 3,86 b 34,37 ¢ 22,60 c
70 0,00 b 0,46 b 3,85b 1,63 d 19,12 cd
85 0,00 b 0,54 b 4,37 Db 1,55d 15,92d
100 0,00 b 1,04 b 3,01b 1,29d 15,77d
F 561,53** 491,9** 314,77+ 746,51** 89,95%*
C.V. (%) 3,7 9,9 4,8 5,02 2,7

Valores originais, mas analise realizada com dados transformados em log (x + 1).

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
D.R.: dose recomendada pelo fabricante.

C.V. Coeficiente de variacdo.

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 3 - Viabilidade de Metarhizium anisopliae cultivado em meio contendo diferentes doses dos carrapaticidas quimicos
ap6s 15 horas de incubagdo, a 27°C.

D % Viabilidade (%)
d;ss.l({; Clorf.envinfc’)s + Amitlja.z + Cipermetri%na + Clorpirifés Cipermetrina Spinosad
Diclorvés Clorpirifés + Citronelal

Controle 89,20 a 91,16 a 99,86 a 97,26 a 95,26 a
40 0,00 b 88,33 a 97,06 b 95,80 a 90,20 ab
55 0,00 b 87,66 a 93,06 bc 97,80 a 85,53 b
70 0,00 b 85,00 a 91,00 c 94,86 a 83,20 b
85 0,00 b 89,44 a 94,53 bc 94,06 a 6,60 ¢
100 0,00 b 88,33 a 96,53 bc 78,53 b 546 ¢
F 262,77%* 2,620 5,35%* 11,46** 279,72%*
C.V. (%) 2,12 2,91 511 4,76 5,77

Valores originais, mas analise realizada com dados transformados em arc seno

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
D.R.: dose recomendada pelo fabricante

C.V.: Coeficiente de variac¢ao

™ ndo significativo

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F

Tabela 4 - Valores do Indice Biolégico (I.B.) e classificacao dos carrapaticidas quimicos quanto a toxicidade ao fungo
Metarhizium anisopliae nas diferentes dosagens.

Dose Clorfenvinfos + Clperm.ejcrfna Amitraz + . . .

. . . + Clorpirifés + s Cipermetrina Spinosad

(% da Diclorvos Citronelal Clorpirifés

D.R) 1.B. Toxicidade I.LB. Toxicidade 1I.B. Toxicidade I.LB. Toxicidade I.LB. Toxicidade
40 0 T 32 T 25 T 73 C 74 C
55 0 T 26 T 23 T 65 MC 65 MC
70 0 T 27 T 20 T 26 T 60 MC
85 0 T 28 T 20 T 26 T 48 MC
100 0 T 25 T 20 T 24 T 62 MC

T:Toxico; MC: Moderadamente compativel; C: Compativel
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Fig. 1 - Crescimento radial do isolado E9 de Metarhizium anisopliae e meio de BDA contendo diferentes doses dos car-
rapaticidas quimicos compostos por diversos principios ativos formulados em diferentes composicoes. A: diclorvés +
clorfenvinfés; B: amitraz + clorpirifés; C: cipermetrina + clorpirifés + citrobelal; D: spinosad; E: cipermetrina.

A viabilidade dos conidios foi completamente
afetada pelo carrapaticida a base de clorfenvinfés
+ diclorvés em todas as doses utilizadas. Para o
carrapaticida contendo spinosad, a viabilidade ndo
diferiu da testemunha apenas na dose de 40% da
DR e houve um incremento da inibicdo da germi-

nacao dos conidios com o aumento das doses. O
carrapaticida formulado com cipermetrina + clor-
pirifés + citronelal ocasionou pequena redugao da
germinacao dos conidios em relacdo a testemunha,
mas em todas as dosagens a viabilidade foi maior
que 90% (Tabela 3).
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Os carrapaticidas a base de cipermetrina (exceto
na dose recomendada) e de amitraz + clorpirifds
nao inibiram a viabilidade nas diferentes dosagens
(Tabela 3). Segundo Pa1io (2000), amitraz usado
em até 80% da D.R. ndo inibiu a viabilidade de M.
anisopliae. De acordo com PacHamuTHU et al. (1999),
os fatores que atuam sobre a germinagdondo devem
ser os mesmos que atuam sobre a esporulagdo e o
crescimento, quando em contato com inseticidas.
Para o controle associado, esse resultado é impor-
tante, pois, se utilizadas subdosagens, a germinagao
dos conidios, que é o evento necessario para que o
fungo inicie a penetracdo no hospedeiro, ndo sera
afetada.

Por meio do célculo do Indice Bioldgico, deter-
minou-se a toxicidade dos carrapaticidas para M.
anisopliae (Tabela 4). Os carrapaticidas a base de
clorfenvinfés + diclorvés, deamitraz + clorpirifése de
cipermetrina + clorpirifds + citronelal foram téxicos
ao fungo em todas as doses utilizadas, enquanto o
carrapaticida a base de cipermetrina foi classificado
como compativel na dose de 40% da DR e modera-
damente compativelnadose de55%.O carrapaticida
formulado comspinosad foiconsiderado compativel
nadosede40% daD.R.emoderadamente compativel
nas demais dosagens. No entanto, nessas dosagens
a viabilidade dos conidios foi afetada, e este é um
aspecto negativo para o uso associado.

A compatibilidade do carrapaticida a base de
spinosad com M. anisopliae pode ser devida a ori-
gem natural dos ingredientes ativos, que provém
de fermentagdo realizada pela bactéria actinomiceta
Saccharopolyspora spinosa Mertz; Yao. De acordo com
CLEVELAND (2007), hé vérias documentacdes sobre a
seguranca ambiental do produto, que possui baixa
toxicidade aos mamiferos e aos organismosnao-alvo
e rapida degradagdo no ambiente.

A agdo patogénica de M. anisopliae associada a
subdosagens dos carrapaticidas quimicos pode ser
uma estratégia viavel no controle de R. (B.) microplus,
promovendo a morte do dcaro com redugdo dos
efeitos toxicos e impactos ambientais causados pelo
uso dos carrapaticidas. Entretanto, diversos aspectos
desse uso associado precisam ser melhor investiga-
dos, principalmente em condi¢des de campo.

CONCLUSOES

A maioria dos carrapaticidas quimicos avaliados
nao se mostrou compativel com M. anisopliae, sendo
o crescimento vegetativo e a esporulacdo do fungo
os parametros mais afetados, enquanto a viabilidade
foi pouco afetada. As dosagens utilizadas tiveram
pequena influéncia na agdo tdxica, e apenas os car-
rapaticidas formulados com cipermetrina e com
spinosad mostraram alguma compatibilidade para

serem empregados em uma possivel estratégia de
uso associado com o fungo.
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